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RESUMO GERAL

VICENTE, Michele Cagnin. “Propagacio in vitro e aclimatizacao de Cattleya walkeriana
Gardner cultivadas em meios de cultura alternativos” 2019. 112p. Dissertagdo (Mestrado
em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Cattleya walkeriana Gardner ¢ uma orquidea endémica do Brasil de alto valor comercial e
muito cobicada pelos orquidofilos. A exploragdo extrativista e a degradagdo do seu habitat
natural atrelados as especificidades reprodutivas da familia sdo fatores que a colocam entre as
espécies da flora em risco de extingdo na natureza. Deste modo, a propagacdo in vitro se
mostra como uma valiosa ferramenta para obten¢do de mudas, visando o abastecimento do
mercado e a preservacao da espécie. Nesse contexto buscou-se avaliar o desenvolvimento de
plantulas de Cattleya walkeriana Gardner cultivadas em diferentes meios de cultura em
sistema de propagacdo in vitro e posteriormente o desempenho das mesmas ex vitro pela
aclimatizacdo em casa de vegetacdo. O trabalho foi constituido de trés experimentos, no
primeiro, protocormos com aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram subcultivados
durante 240 dias nos meios de cultura Murashige e Skoog (1962) (MS); Knudson C (1946)
modificado por Morel (1965) (KC); Fertilizante Peters” (PE); Fertilizante Kristalon™ Laranja
(KL); Meio de cultura suprimento B&G Orchidées® (BG). No segundo experimento as
plantulas provenientes dos tratamentos MS, PE, KL e BG do primeiro experimento foram
levadas para aclimatizagdo em casa de vegetacdo onde foram inoculadas com 1,0 ml da
suspensdo de Azospirillum brasilense SP 245 (BR 11005) (AZ); 1,0 ml da suspensdo de
Microvirga vignae BR 3299 (MV); 1,0 ml de H,O destilada, sendo este o tratamento controle
(CO). As mesmas permaneceram pelo periodo de 120 dias em aclimatiza¢do. E no terceiro
experimento, com o objetivo de validar os resultados dos experimentos anteriores,
protocormos de Cattleya walkeriana Gardner foram subcultivados durante 240 dias in vitro
nos meios de cultura KL e BG, estes tiveram as concentragdes de sacarose e de carvao ativado
igualados. No primeiro experimento foi possivel concluir que o meio Knudson C (1946)
modificado por Morel (1965) ndo ¢ adequado para propagacdo in vitro de plantulas de
Cattleya walkeriana sob as condi¢des deste experimento. O meio de cultura suprimento B&G
Orchidées® e o meio de cultura a base de fertilizante Kristalon™ Laranja se mostraram os
mais eficientes no desenvolvimento das plantulas, adicionalmente o meio de cultura a base de
fertilizante Peters® também se mostrou como boa alternativa em substituicdo ao meio de
cultura Murashige e Skoog (1962). Nao houve correlagdo positiva e/ou negativa entre o pH
dos meios de culturas ao final do subcultivo e as varidveis biométricas avaliadas. No segundo
experimento, pode-se concluir que quando aclimatizadas, as mudas provenientes do meio de
cultura suprimento B&G Orchidées® foram as que apresentaram os melhores resultados
independentemente do fator inoculagdo, logo, pode-se concluir que o meio de cultura interfere
na etapa de aclimatizagio e que o meio de cultura suprimento B&G Orchidées® é o mais
indicado na propagacao in vitro das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner. No terceiro
experimento, tanto na etapa in vitro quanto na etapa de aclimatizagdo os melhores resultados
foram observados para as plantulas provenientes do cultivo no meio de cultura suprimento
B&G Orchidées®, comprovando a superioridade deste meio em relagio ao meio a base de
fertilizante Kristalon™ Laranja na propagacdo de Cattleya walkeriana Gardner.

Palavras-chave: orquideas, meios de cultura, inoculacdo bacteriana.



GENERAL ABSTRACT

VICENTE, Michele Cagnin. "In vitro propagation and acclimatization of
Cattleya walkeriana Gardner grown in alternative culture media" 2019. 112p. Dissertation
(Master in Plant Science). Institute of Agronomy, Department of Plant Science, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Cattleya walkeriana Gardner is an orchid endemic to Brazil of high commercial value and
much coveted by orchid growers. Extractive exploitation and the degradation of its natural
habitat, coupled with the reproductive specificities of the family, are factors that place it
among the flora species at risk of extinction in the wild. In this way, in vitro propagation
proves to be a valuable tool to obtain seedlings, aiming at supplying the market and
preserving the species. In this context we sought to evaluate the development of Cattleya
walkeriana Gardner seedlings grown in different culture media in vitro propagation system
and later the ex vitro performance by acclimatization in greenhouse. The work consisted of
three experiments; in the first one, protocorms approximately 1.0 cm in length were
subcultured for 240 days in the Murashige and Skoog culture media (1962) (MS); Knudson C
(1946) modified by Morel (1965) (KC); Peters® Fertilizer (PE); Kristalon =~ Orange Fertilizer
(KL); Culture medium B&G Orchidées” (BG). In the second experiment the seedlings from
the treatments MS, PE, KL and BG of the first experiment were taken to acclimatization in
greenhouse where they were inoculated with 1.0 ml of the suspension of Azospirillum
brasilense SP 245 (BR 11005) (AZ); 1.0 ml of the suspension of Microvirga vignae BR 3299
(MV); 1.0 ml of distilled H,O, this being the control treatment (CO). They remained for a
period of 120 days in acclimatization. And in the third experiment, in order to validate the
results of the previous experiments, Cattleya walkeriana Gardner protocorms were
subcultured for 240 days in vitro in the KL and BG culture media, which had the
concentrations of sucrose and activated carbon equal. In the first experiment it was possible to
conclude that the Knudson C (1946) modified by Morel (1965) medium is not suitable for in
vitro propagation of Cattleya walkeriana seedlings under the conditions of this experiment.
The B&G Orchidées® supply medium and the Kristalon '~ Orange fertilizer culture medium
proved to be the most efficient in seedling development, in addition the Peters® fertilizer
culture medium was also shown as a good substitute for the medium of Murashige and Skoog
(1962). There was no positive and / or negative correlation between the pH of the culture
media at the end of the subculture and the biometric variables evaluated. In the second
experiment, it can be concluded that, when acclimatized, the seedlings from the B&G
Orchidées” supply medium were the ones that presented the best results independently of the
inoculation factor, so it can be concluded that the culture medium interferes in the
acclimatization and that the B&G Orchidées” supply medium is the most indicated in the in
vitro propagation of the Cattleya walkeriana Gardner seedlings. In the third experiment, both
the in vitro and the acclimatization stages, the best results were observed for the seedlings
from the cultivation in the B&G Orchidées” supply culture medium, demonstrating the
superiority of this medium in relation to the Kristalon™ Orange based fertilizer medium in
propagation of Cattleya walkeriana Gardner.

Keywords: orchids, culture media, bacterial inoculation.
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INTRODUCAO GERAL

A atividade floricola ¢ uma atividade agricola em expansdo no Brasil, vem ganhando
espaco e se caracterizando como um dos mais promissores segmentos da horticultura no
campo do agronegodcio nacional (OLIVEIRA et al. 2016; SILVA, 2016). Segundo Oliveira et
al. (2016) e Neves e Pinto (2015), o Produto Interno Bruto (PIB) da cadeia produtiva de
Flores e Plantas Ornamentais do Brasil, em 2014, foi de R$ 4,51 bilhdes, ou 0,6% do PIB
agricola do Brasil e o mercado vem exibindo taxas de crescimento da ordem de 9 a 10% ao
ano. O Brasil, segundo dados do IBRAFLOR (2017), encontra-se entre os 15 maiores
produtores de flores e plantas ornamentais do mundo, apresentando cerca de 8.250 produtores,
15.000 ha em area cultivada, o tamanho médio de 1,8 ha/propriedade, produzindo mais de 350
espécies. E uma atividade dominada principalmente por pequenos produtores, se destacando
como boa alternativa para geragdo de emprego e renda. Este setor emprega em média 5,24
pessoas/ha, nimero considerado alto se comparado com outros setores agricolas (Bonato,
2015). Em 2014 os estados de SP, RS e SC foram os trés primeiros em percentual de area
destinada ao cultivo de flores e plantas ornamentais, mas em se tratando da distribui¢ao
percentual do faturamento brasileiro de flores e plantas ornamentais os estados de SP, RJ e
MG foram os pioneiros em faturamento (NEVES e PINTO, 2015).

A participacdo brasileira no mercado floricola internacional ainda ¢ muito pequena, do
total do volume financeiro comercializado pelos produtores, apenas 3% foram
comercializados no mercado externo (SILVA, 2016; NEVES e PINTO, 2015), no entanto,
esse mercado pode oferecer boas perspectivas aos produtores brasileiros desse segmento. De
acordo com Bonato (2015), as caracteristicas brasileiras de clima, geografia e biodiversidade
favorecem a expansdo da atividade no pais, podendo inclusive proporcionar vantagens
competitivas em relac¢do a outros paises.

As orquideas sdo plantas ornamentais comercializadas em vaso que apresentam
elevado valor comercial, estando entre as espécies ornamentais mais produzidas e
comercializadas no pais (KUHN et al. 2014; SCHNEIDER, 2014). Segundo Galdiano Janior
et al. (2012), o comércio internacional de orquideas representa cerca de 8% do mercado
mundial de plantas ornamentais, além disso, inimeras espécies de orquideas possuem
importancia muito grande na industria alimenticia, medicinal e de cosméticos (Silva et al.
2016). O Brasil ¢ um dos paises com a maior diversidade de espécies de orquideas, sendo

registrada a ocorréncia de 235 géneros e aproximadamente 2500 espécies, sendo que cerca de



60% dessas sdo endémicas da Mata Atlantica (CNCFLORA, 2018; SOUZA & LORENZI,
2012).

Contudo, as constantes agressdes ¢ ameagas de destruicdo aos diferentes biomas
brasileiros tém colocado em risco varias espécies dessa familia. Além disso, a coleta
indiscriminada na natureza e o ciclo de vida altamente especializado das orquideas
intensificam esse problema (ALMEIDA, 2014). Infelizmente, na atual Lista Nacional Oficial
de Espécies da Flora Ameagadas de Extingdo encontram-se 68 géneros de orquideas, com um
total de 168 espécies, ou seja, aproximadamente 7% das espécies estdo ameacadas de extin¢ao
na natureza. Nessa lista, o género Cattleya apresenta o maior nimero de espécies ameagadas
de extingdo, com 15 espécies, sendo 9% do total de espécies listadas (CNCFLORA, 2018).

Dentro deste contexto, o emprego de técnicas de propagacao in vitro tem sido muito
relevante do ponto de vista comercial e ecologico para essa familia. A semeadura e a
clonagem de orquideas in vitro tém auxiliado na preservacao destas espécies, além de ser uma
alternativa economicamente viavel na producdo comercial de plantas ornamentais,
possibilitando a producdo de mudas em grande quantidade e em espago reduzido
(STANCATO et al. 2001). Uma das fases mais criticas da propagagdo in vitro ¢ a
aclimatizacao das mudas, pois essas sao retiradas de um ambiente controlado e sd3o expostas

ao ambiente ex vitro, passando por um momento de muito estresse que pode levar a morte

(LEITAO et al. 2005).



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. A familia Orchidaceae

Orchidaceae ¢ considerada a familia mais diversa na Floresta Atlantica (COSTA,
2010) representando também a maior familia de Angiospermas em numero de espécies,
incluindo cerca de 899 géneros e 27 mil espécies aceitas, excluindo hibridos artificiais
(CONTI, 2016). Apresenta distribuicdo cosmopolita, e, no Brasil ja foram registradas a
ocorréncia de aproximadamente 235 géneros e 2.500 espécies (SOUZA e LORENZI, 2012).
Sdo plantas herbaceas, perenes e bastante diversificadas (SCHNEIDERS, 2012), podem
apresentar habito terrestre, epifitico ou rupicola (KRAHL ef al. 2015). A maioria das espécies
de orquideas apresenta metabolismo CAM (metabolismo do 4cido crassuldceo), mas ha
aquelas que sdo C3/CAM facultativas (Metabolismo C3 e Metabolismo do Acido
Crassulaceo), poucas espécies apresentam metabolismo C3 exclusivo, e ndo foi constatada
nenhuma com metabolismo C4 (SAWAMURA, 2016). O caule na maioria das espécies ¢
espessado ¢ denominado de pseudobulbo, podendo ser simpodial ou monopodial, muitas
vezes rizomatoso, e raramente sdo cormos (KRAHL et al. 2015; SCHNEIDER, 2014). As
folhas sdo alternas, raramente opostas, disticas ou espiraladas, simples, inteiras, com nervagao
geralmente paralelinérvea (SCHNEIDER, 2014). No geral as espécies de orquideas
apresentam crescimento bastante lento, permanecendo no estado juvenil por um longo periodo
de tempo até atingir a maturacao, podendo levar de 3 a 10 anos para florescerem (SUZUKI et
al. 2010). Cada espécie de orquidea, com exce¢do aos gé€neros Arundina, Phalaenopsis e
Vanda, floresce somente uma vez no ano e sempre na mesma época (FARIA et al. 2012). Nas
orquideas, a polinizacdo natural ¢ feita principalmente por abelhas, borboletas € moscas
(VENDRAME et al. 2015). A maioria das espécies de orquideas apresentam flores
hermafroditas e ocorrendo a polinizagdo e consequentemente a fecundag¢do do polen no
estigma, ocorrerd simultaneamente a senescéncia da flor e a formacao do fruto, denominado
de capsula (FARIA et al. 2012). A maturidade dessa cépsula varia de acordo com o género
e/ou espécie, podendo levar até 10 meses (VENDRAME et al. 2015; FARIA et al. 2012). E
nessa capsula que ficam armazenadas milhares de sementes diminutas e que geralmente nao
possuem reservas nutritivas, apresentando um padrdo bastante particular de germinagdo e
desenvolvimento, em que na natureza ¢ necessario que ocorra associacdo simbidtica entre as
sementes de orquideas com fungos micorrizicos especificos para que ocorra a germinagao,
estima-se que apenas aproximadamente 5% das sementes dessas plantas germinam em
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condi¢des naturais (VENDRAME et al. 2015; ALMEIDA, 2014; CORREIA, 2012). As
sementes de orquideas apresentam um embrido de aproximadamente 0,1 mm que ao se
desenvolver, durante a geminacdo, formam estruturas denominadas de protocormos
(ARAUIJO et al. 1999). Apbs a associagio com um fungo micorrizico especifico, formam-se
enovelados de hifas fungicas no espago intracelular das células parenquimaticas do embrido,
chamados pelotons, a degradagdo destas estruturas fornece carbono e sais minerais ao
protocormo, estrutura tuberiforme geralmente clorofilada, depois de alguns dias ou semanas o
protocormo desenvolve um apice caulinar com primoérdio foliar e ocorre a formagao de raiz,
inclusive este comportamento diferenciado também ocorre na propagacdo in vitro
(ALMEIDA, 2014).

Além da propagacao sexuada, ha também possibilidade de propaga¢do vegetativa por
meio da divisao de rizomas ou pelo enraizamento de brotos, contudo a formagao de brotos ¢
lenta e restrita a algumas brotacdes emitidas por ano em cada planta, consequentemente
fornecera poucas mudas e em longo tempo, no geral as orquideas apresentam crescimento
bastante lento na natureza (CONTI, 2016; SCHNEIDER, 2014).

Entre os géneros de maior destaque no mercado floricola estdo Cattleya, Laelia,
Oncidium, Epidendrum, Sophronitis ¢ Dendrobium (SILVA, 2014) Dentre estes, o género
Cattleya se mostra como um dos favoritos e tem sido o mais popular, cultivado e
comercializado, evidenciando a sua importancia econdmica no agronegocio floricola
(ARAUJO et al. 2012). E, infelizmente, ¢ o género dessa familia que mais apresenta espécies

em extin¢do na natureza (CNCFLORA, 2018).

1.2. O género Cattleya

Cattleya ¢ um género exclusivamente neotropical que abrange aproximadamente 120
espécies, principalmente epifitas e, mais raramente, rupicolas e terricola (BUZATTO et al.
2010). A grande caracteristica desse género ¢ a presenca de flores, em sua maioria, de cor
lilds-roseas, de tamanho grande e labelo ndo fundido a coluna (CONTI, 2016; SCHNEIDER,
2014). Na lista da Flora do Brasil 2020 em Construcao (2018) estdo catalogadas para o pais
102 espécies de orquideas do género Cattleya, sendo 95 endémicas, ou seja, cerca de 93% das
espécies sdo exclusivas do Brasil. Sendo o género Cattleya de grande importancia ao
comércio de plantas ornamentais, o elevado valor ornamental das espécies desse género as

torna alvo de coletas irregulares advindas das extragdo predatdria, o que, aliado a reducao de



habitats naturais, contribui para a diminuicdo das populagdes naturais, levando intimeras
espécies ao risco de extingdo (CONTI, 2016; SASAMORI et al. 2014).

Entre as orquideas do género Cattleya presentes no Brasil, 18 espécies (Tabela 1), que
equivale a 18% das espécies desse género, encontram-se na Lista Vermelha de espécies da
flora ameagadas de extingdo publicada pelo Ministério do Meio Ambiente, a partir da
avalia¢do do risco de extingdo das espécies conduzido pelo Centro Nacional de Conservagao

da Flora (CNCFLORA, 2018).

Tabela 1. Espécies de orquideas do género Cattleya presentes na Lista Vermelha de espécies

ameagadas de extingdo (Fonte: CNCFLORA, 2018).

Item Espécie Situacdo na Natureza
01 Cattleya aclandiae Lindl. vu
02 Cattleya amethystoglossa Linden e Rchb.f. NT
03 Cattleya bicolor Lindl. NT
04 Cattleya dormaniana Rchb.f. EN
05 Cattleya granulosa Lindl. VU
06  Cattleya guttata Lindl. VU
07 Cattleya harrisoniana Batem. ex Lindl. VU
08 Cattleya intermedia Grah. vu
09 Cattleya labiata Lindl. VU
10  Cattleya nobilior Rchb.f. NT
11 Cattleya porphyroglossa Linden e Rchb.f. CR
12 Cattleya schilleriana Rchb. f. EN
13 Cattleya schofieldiana Rchb.f. CR
14 Cattleya tenuis Campacci e Vedovello EN
15 Cattleya tigrina A.Rich VU
16  Cattleya velutina Rchb.f. VU
17 Cattleya walkeriana Gardner vU
18 Cattleya warneri T.Moore VU

Criticamente em Perigo (CR): S@o espécies que estdo enfrentando um risco extremamente elevado de extingdo
na natureza. Em perigo (EN): Sdo espécies que enfrentam um risco muito elevado de extingdo na natureza.
Vulneravel (VU): Sdo espécies que enfrentam um risco de extingdo elevado na natureza. Quase ameacada
(NT): Espécies que no momento ndo se qualificam como ameagadas, mas estdo perto ou suscetiveis de serem

qualificadas em uma categoria de ameaca num futuro préximo.



Destacou-se na Tabela 1 a espécie Cattleya walkeriana Gardner, endémica do Brasil,
presente na Mata Atlantica e no Cerrado brasileiro, nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids e Tocantins (Figura 1). Tém-se indicios de que sua
populacdo tenha sofrido uma redugdo de cerca de 30% nos ultimos anos, estando entre as

espécies consideradas vulneraveis, ou seja, que enfrenta risco elevado de extingdo na natureza

(CNCFlora, 2018).
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Figura 1. Mapa de ocorréncia de Cattleya walkeriana Gardner (Fonte: CNCFLORA, 2018).

A espécie Cattleya walkeriana Gardner (Figura 2) foi descoberta por Martin Gadner
no periodo de 1839/1840 e descrita pela primeira vez no ano de 1843 no Hooker’s London
Journal Botany, recebeu esse nome em virtude da homenagem de Gardner ao seu assistente
Edward Walker (MENEZES, 2011). A espécie pertence a Familia Orchidaceae, Subfamilia
Epidendroideae, Tribo Epidendreae, Subtribo Laeliinae, tendo hébito predominantemente
epifitico (seus hospedeiros variam de gigantescas arvores a pequenos arbustos), rupicola (em

afloramentos rochosos de calcario) e também em matas ciliares (MENEZES, 2011; SILVA e



MILANEZE-GUTIERRE, 2004). Apresenta metabolismo do tipo CAM (Crassulaceae acid
metabolismo), crescimento simpodial, sendo considerada uma espécie de pequeno porte
dentro de seu gé€nero, com altura de aproximadamente 15 cm. S3o unifoliadas, embora
raramente possam ocorrer pseudobulbos com duas folhas, estas que sdo obovadas, de apice
arredondado e base obtusa, com aspecto suculento-coridceas, as nervuras sdo paralelinérvias
com apenas a nervura central aparente, sdo hipostomaticas (estdmatos apenas na face abaxial),
sobre ambas as faces foliares ha espessa cuticula, o que pode ser considerado um carater
xeromorfico, sendo esta uma das caracteristicas das orquideas de ambientes ensolarados
(SILVA e MILANEZE-GUTIERRE, 2004). Os pseudobulbos sao fusiformes e formados por
trés entrends, no rizoma, os entrends sao relativamente curtos, o que torna os pseudobulbos
proximos uns dos outros, as raizes sdo longas, relativamente grossas e por vezes ramificadas
(RODRIGUES et al. 2013; SILVA e MILANEZE-GUTIERRE, 2004). Suas flores possuem
coloracdo rosa-lildas, com labelo apresentando tonalidade purpirea com pequena mancha
branca no lobo mediano e no apice da coluna, as flores sdo visitadas pela abelha Melipona
scutellaris (nome popular urucu), por abelhas do género Euglossa e também por beija-flores,
sendo esses os potenciais polinizadores naturais da espécie. A floragao no planalto central
ocorre entre os meses de abril e junho, sendo maio o pico de floragdo (MENEZES, 2011).
Em seu habitat natural, como por exemplo, no planalto central em regides de altitude a
temperatura varia entre 6°C e 22°C no periodo seco e frio, época que ocorre a floragao,
quanto entdo a umidade varia de 15% a 50%. J& no periodo quente e chuvoso a temperatura
varia entre 22°C e 33°C, com umidade relativa do ar entre 30% e 80% (MENEZES, 2011).
Ainda segundo Menezes (2011) o sucesso no cultivo de Cattleya walkeriana parece estar
associado a condi¢des de umidade relativa do ar entre 20% e 90%, luminosidade entre 50% e
80%, sendo preferencialmente 70%, temperaturas entre 15°C e 33°C e aeracdo nas raiz das

plantas.



Figura 2. Cattleya walkeriana Gardner - XIII Exposicdo de Orquideas e Bromélias da UFRRIJ
- Seropédica/RJ, 2018 (Foto da Autora).

1.3. Propagacao in vitro de orquideas

A propagagdo in vitro ¢ uma importante ferramenta na propaga¢do de plantas cujas
sementes apresentam dificuldade de germinagdo na natureza, na producdo de clones, no
melhoramento genético, na producdo de plantas livres de virus, reducdo do tempo e da area
necessaria a propagacdo da espécie, entre outros (CARVALHO et al. 2006). Como ja
mencionado, as orquideas apresentam sementes diminutas que geralmente ndo possuem
reservas nutritivas, com padrdes bastante peculiares de germinagdo e desenvolvimento,
provavelmente, condigdes que motivaram Lewis Knudson (1922) a desenvolver o primeiro
procedimento pratico descrito para germinar assimbioticamente sementes de orquideas. O
autor, partindo da hipdtese de que a germinag¢do das sementes dependia da associagdo
simbiotica com fungos, propds que ao invés de uma agdo direta desses microrganismos sobre
o embrido, poderia ter o mesmo efeito inoculando sementes de orquideas oriundas de
Cattleya, Laelia e Epidendrum sobre um meio de cultura constituido de sacarose, agar e sais.
Com este procedimento Knudson (1922) conseguiu um percentual de germinagdo muito
superior aos 5% que geralmente ocorre na natureza. Seu experimento foi pioneiro e até hoje

serve de base para a propagacao in vitro de orquideas (DRONK, 2004; FRANCO, 1942).



Deste modo, a técnica de semeadura in vitro de orquideas tornou-se bastante relevante
do ponto de vista comercial e também ecoldgico, uma vez que essa técnica resulta em maiores
percentuais de germinagdo, em comparagdo com a germinagdo em condigdes naturais, a qual ¢
dependente da associacdo simbidtica com fungos micorrizicos, muitas vezes espécie-
especificos (CARVALHO et al. 2012; LOPES et al. 2006). Assim, além de permitir a
producdo em grande escala de plantas para comercializacdo, contribui para minimizar as
coletas predatdrias e permite manter a variabilidade genética da populagdo original, o que ¢
muito importante no caso dessas plantas serem reintroduzidas na natureza (CONTI, 2016).

Recentemente, tem-se empregado o termo biofabrica para as empresas que produzem
e comercializam mudas propagadas in vitro. No Brasil, as primeiras biofabricas foram criadas
na década de 1980, e o nimero desses estabelecimentos vem crescendo a cada ano, a maioria
dessas empresas estd localizada na regido Sudeste, e as principais espécies produzidas sdo
ornamentais, seguida das frutiferas, espécies florestais (silvicultura) e grandes culturas, neste
ultimo caso com destaque para a cana-de-agciicar (CARVALHO et al. 2012).

Contudo, ainda segundo Carvalho ef al. (2012), embora algumas décadas tenham se
passado, no geral, muitas pesquisas ainda sdo necessarias para a maior eficiéncia e otimizacao
dos custos de produgdo nessa area, como, por exemplo, com a adogdo de praticas adequadas,
uso apropriado de equipamentos e de recursos, utilizacdo de meios de cultura que visem a
redugdo do custo unitario por muda produzida e sem comprometer a qualidade das mudas,
fontes de luz alternativas, entre outros, uma vez que a maior intera¢dao entre todos os elos da

cadeia produtiva sdo fundamentais para a expansao do setor.

1.3.1. Meios de Cultura

Estudos da matéria seca de plantas demonstram que cerca de 90% da composicao
elementar das mesmas apresenta os elementos C, O e H e os 10% restantes sao representados
pelos elementos minerais. Sendo a absor¢do de C proveniente do CO, atmosférico, O e H da
agua e os nutrientes minerais da solucao do solo (FAQUIN, 2005). Desta forma, no cultivo in
vitro, os meios de cultura desempenham importante funcdo, pois devem oferecer as condigdes
necessarias ao crescimento e desenvolvimento das plantas, servindo de suporte fisico para as
mesmas e também proporcionar todos os nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia (BRAZ et

al. 2013; CARVALHO e VIDAL, 2003).



A composi¢ao do meio de cultivo pode ser formulada com diferentes combinagdes de
acordo com a necessidade nutricional de cada espécie, assim € possivel verificar na literatura
o uso de infinitas combinagdes de macro e micronutrientes, vitaminas, agucares, agar-agar,
carvao ativado, entre outros, na composi¢ao dos meios de cultura utilizados na propagacao in
vitro de orquideas a partir de sementes, entretanto, em alguns casos, essas combinagdes
forneceram respostas positivas, mas por vezes, os resultados ndo apresentam éxito e sao
divergentes (Freitas et al.2014; Guson et al.2012; Costa et al.2007). Embora a técnica de
germinagdo assimbidtica de sementes de orquideas esteja proxima de completar um século,
estudos demonstram que ha uma especificidade muito grande entre a composi¢do quimica do
meio e 0 gendtipo; por isso para cada espécie ou grupo de espécies de orquideas ha um meio
mais apropriado, ademais, ainda hd uma grande caréncia de informacdes sobre a nutri¢ao de
orquidea (Rodrigues ef al.2012; Cunha ef al.2011).

Nos meios de cultura a sacarose ¢ a principal fonte de aglicar usada para compor o
esqueleto carbonico e obtengdo de energia pelas células durante o crescimento e
desenvolvimento in vitro, sendo essencial para o crescimento das plantas, pois nestas
condigdes a fotossintese ¢ limitada e as plantas necessitam obter carbono do meio de cultivo
(CONTI, 2016; SCHNEIDER, 2014).

O égar-agar ¢ o agente geleificante de natureza polissacaridica produzido por algas
(Gelidium amansii), tradicionalmente mais empregado na preparagdo de meios de cultura
semissolidos, trata-se de um polissacarideo soltivel em dgua, com a capacidade de fundir-se a
100°C e de permanecer semissolido a temperatura ambiente, sua fun¢do no meio de cultivo in
vitro ¢ basicamente de dar suporte as plantas (SCHNEIDER, 2014; SOARES et al. 2014;
CHAPLA et al. 2009).

O carvao ativado ¢ um po finamente moido obtido a partir da combustdo da madeira.
No meio de cultura diversos estudos vém demonstrando alguns efeitos benéficos deste
componente, entre eles capacidade de adsor¢dao de substancias toxicas presentes no meio de
cultura, como, por exemplo, o 5-hidroximetil-furfural (HMF), o qual ¢ produzido a partir da
desidratacdo da sacarose durante a autoclavagem, adsor¢cdo de substancias inibitorias
presentes no agar e também de metabolitos toxicos, tais como substancias fendlicas, etileno e
acido abscisico que sdo eliminados pelas proprias plantulas (PEDROSO-DE-MORAES et al.
2017; GALDIANO JUNIOR et al. 2012; SCHNEIDERS et al. 2012; CHAPLA et al. 2009).
Além disso, também ajuda na estabilizagdo do poténcial hidrogeionico (pH) do meio e,

fisicamente também ha relatos que melhora a porosidade do meio de cultura e simula a
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condicdo de escuro, na qual as raizes normalmente se desenvolvem melhor (PEDROSO-DE-
MORAES et al. 2017, GALDIANO JUNIOR et al. 2012; SCHNEIDERS et al. 2012;
CHAPLA et al. 2009).

As vitaminas, essenciais a qualquer ser vivo inclusive aos vegetais, sao substancias
requeridas em pequenas quantidades e fundamentais para o metabolismo, sobretudo, como
cofator enzimatico, deste modo, sua caréncia pode trazer diversos problemas ao metabolismo
e, consequentemente, ao desenvolvimento, bem como o seu excesso pode ser toxico
(SAWAMURA, 2016). Tradicionalmente, as vitaminas mais utilizadas nos meios de cultura
sio a Tiamina (B)), a Piridoxina (Bs) e o Acido Nicotinico (B3), além dessas também ¢é
comum a adi¢do de Mio-inositol ou simplesmente Inositol, que é derivado do metabolismo da
glicose. Este por muito tempo foi considerado como uma vitamina do complexo B e do
aminodacido Glicina, estudos demonstram que os aminodcidos sdo essenciais no metabolismo
primario das plantas e também percussores de metabodlitos secundarios, como, por exemplo,
alguns hormodnios ¢ moléculas de defesa (SAWAMURA, 2016; TEIXEIRA, 2016). Porém,
ndo ha um consenso se esses componentes seriam realmente essenciais (SAWAMURA,
2016).

Em se tratando de nutrientes, considerados essenciais para o desenvolvimento das
plantas, sdo divididos dois grupos conforme os teores exigidos pelas plantas, o grupo dos
macronutrientes (C, H, O, N, P, K, Ca, Mg e S) e o grupo dos micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe,
Mn, Mo, Ni e Zn) (FERNANDES, 2006; FAQUIN, 2005). Segundo Fernandes (2006) e
Malavolta (1980), um elemento ¢ considerado essencial quando na auséncia do mesmo a
planta ndo sobrevive ou ndo completa seu ciclo de vida, quando o elemento ndo pode ser
substituido por nenhum outro similar e, além disso, quando o elemento participa diretamente
no metabolismo da planta e, ndo apenas, neutraliza efeitos fisicos, quimicos e/ou biologicos
desfavordveis para a planta. Outros elementos, dentre eles Co, Na e Si, sdo considerados
benéficos para o crescimento e desenvolvimento de algumas espécies de plantas, porém sua
falta nao € um fator limitante (FERNANDES, 2006).

As plantas, por ndo apresentarem um sistema seletivo de absor¢do de nutrientes
acabam por absorver do solo elementos essenciais, elementos benéficos e, at¢é mesmo,
elementos toxicos, deste modo todos os elementos essenciais devem estar presentes nos
tecidos das plantas, mas nem todos os elementos presentes, mesmo quando em grande

quantidade, sdo necessariamente essenciais (FERNANDES, 2006; FAQUIN, 2005).
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Dentre os meios mais tradicionais ¢ mundialmente utilizados na propagagao in vitro de
diversas espécies de orquideas destacam-se o Knudson C (KNUDSON, 1946) ¢ o meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) (FERREIRA et al. 2016; CARVALHO e VIDAL, 2015;
SILVA et al. 2015). O meio de Knudson (1946) desenvolvido para semeadura de orquideas,
ainda ¢ bastante utilizado na propagacdo in vitro dessas espécies, contudo o meio MS
desenvolvido por Murashige e Skoog (1962), a principio desenvolvido para cultura de tecidos
de tabaco (Nicotiana tabacum), contribuiu significativamente para o sucesso da produgdo in
vitro de muitas espécies vegetais, sendo inclusive até os dias atuais o mais amplamente
utilizado, embora seja um meio com alto contetido de sais (MENEZES et al.2015; FREITAS
et al.2014; CARVALHO et al. 2012; HERRMANN et al. 2011). Entretanto, esses meios
apresentam custo significativamente alto, tanto pela aquisicdo da formulacdo pronta tanto
quando elaborado, pois, sao importados e no ultimo caso, além de demandar complexidade
para elaboragdo héd necessidade da utilizagdo de compostos como nitrato de amdnia e de
potassio, cuja aquisi¢ao ¢ controlada pelo Ministério da Defesa, conforme consta no Decreto
Federal n° 3665, de 20 de novembro de 2000 (BRASIL, 2000).

Desta forma, o uso de meios de cultura que substituem os meios tradicionais ¢ uma
técnica cada vez mais pesquisada, estes meios vém se mostrando viaveis e, por vezes, mais
eficientes no crescimento ¢ no desenvolvimento de véarias espécies vegetais, sobretudo de
orquideas. Além disso, apresentam simplicidade na elaboragdo, geralmente sdo de facil
aquisi¢cao nos mercados locais, assim, possibilitam a reducdo no custo final de producdo
(SILVA et al. 2016; FREITAS et al. 2014; SCHNEIDER, 2014; BRAZ et al. 2013; GUSON
etal 2012).

Um exemplo é o meio de cultura Suprimento da linha B&G Orchidées”, desenvolvido
especificamente para o cultivo in vitro dos principais géneros e hibridos comerciais de
orquideas, ¢ um produto da B&G Flores, sendo de facil aquisi¢do e facil preparo, pois os
sachés para o preparo de 1 litro de meio de cultura ja possui os macro € micronutrientes,
sacarose e carvao ativado, sendo necessario acrecentar apenas o agar-agar (no caso de meios
semissolido ou so6lido) e a dgua destilada (B&GFLORES, 2019).

Um produto utilizado no preparo de meios de cultura alternativos ¢ o
Kristalon™Laranja, produzido pela Yara Tera,trata-se de um fertilizante da linha de sélidos
soluveis desenvolvidos especialmente para uso via agua (fertirrigacdo) (YARA, 2019),
quando utilizado no preparo de meios de cultura atua como fonte de macro e micronutrientes

para as plantas, sendo necessario o acréscimo de sacarose, carvao ativado, agar-agar (no caso
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de meios semissolido ou sélido) e 4gua destilada. Outro fertilizante utilizado é o Peters®™
Professional, este contem os macronutrinetes nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) e
alguns micronutrietntes (ICL SPECIALTY FERTILERS, 2019), sendo considerado um
fertilizante de uso geral, e assim como o fertilizante Kristalon™Laranja atua no fornecimento
de macro e micronutrientes, os demais componentes do meio de cultura devem ser
adicionados.

Além do emprego de fertilizantes como fontes alternativas de nutrientes minerais para
constituicdo de meios, hd também pesquisas com adi¢ao de compostos organicos, como polpa
de frutas, principalmente de banana, tomate e dgua de coco, tipos alternativos de suporte,
visando substituir o agar, fontes de luz mais econdmicas, entre outros; tudo para simplificacao

e otimizagao dos custos do cultivo in vitro (FREITAS et al. 2014; SCHNEIDER, 2014).

1.3.2. Potencial hidrogenionio (pH)

Outro importante fator que deve ser levado em consideragdo no meio de cultura € o
potencial hidrogenionico (pH), uma vez que esse fator atua diretamente sobre a
disponibilidade dos sais, influenciando assim na absor¢do de nutrientes e consequentemente
no desenvolvimento das plantulas (PEDROSO-DE-MORAES et al. 2017; CHAPLA et al.
2009; BARROS e PASQUAL, 1992). Além disso, alguns autores sugerem que o pH do meio
de cultura estaria relacionado com a formacgdo de raiz das plantas cultivadas in vitro, assim,
um pH levemente 4cido seria o preferido pela maioria das espécies vegetais, o que poderia ser
explicado pela teoria do crescimento acido e a¢do das auxinas (PRIZAO, 2006). No geral,
tem-se utilizado pH variando de 5,2 a 5,8 na propagagdo in vitro da maioria das espécies,
sendo esses valores ajustados sobre temperatura ambiente e antes da adicdo do 4gar e do
processo de autoclavagem do meio de cultura (PRIZAO, 2006; PEIXOTO e PAQUAL, 1995;
SKIRVIN et al. 1986). Entretanto, diversos fatores podem afetar o pH do meio de cultivo, e
isto pode ocorrer antes e/ou durante o subcultivo das plantas, como, por exemplo, pelo
aquecimento para a dilui¢do e homogeneizacdo do agar-agar, pelo processo de autoclavagem
dos meios e pela atividade metabdlica das plantulas como por exemplo a absor¢do ou
excrecdo de ions como o NOj™ e NH,', entre outros (ADAMUCHIO, 2015; RODRIGUES et
al .2006; SKIRVIN et al. 1986).

Diniz (1996), Williams et al. (1993) e Skirvin et al. (1986) verificaram que apos a
inoculagdo dos propagulos, ha uma rapida alteragdo no pH do meio de cultura, até que o

mesmo alcance um equilibrio. Isso que depende do tipo de propagulo e dos componentes do
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meio utilizado e que, independentemente do pH inicial, quando no equilibrio, geralmente o
pH fica em torno de 4,0 com pequenas oscilagdes até o final do subcultivo. Adamuchio
(2015) e Leifert et al. (1992) sugerem que algumas espécies, independente do pH inicial,
seriam capazes de tornar o meio de cultivo mais proximo do ideal para seu Otimo
desenvolvimento. Deste modo, torna-se fundamental a consideragao de Skirvin ef al. (1986),
que sugeriram que sejam feitas medicdes de pH do meio de cultura antes e apds a
autoclavagem, e também durante o tempo de cultivo das plantulas, sendo possivel observar
quais as variacdes que podem ocorrer ¢ em que determinado momento, sendo possivel uma
melhor interpretagdo dos resultados e, consequentemente, obtengdo de conclusdes mais

consistentes.

1.4. Aclimatizacao

O termo aclimatizacdo refere-se ao conjunto de procedimentos técnicos que tem como
objetivo adaptar, por um periodo de tempo, as plantulas propagadas in vitro para as condigdes
ambientais ex vitro em estufas ou casa de vegetacdo (DORNELES e TREVELIN, 2011;
GOMES e FARIA, 2009; STEGANI, 2006). Trata-se de uma etapa fundamental, sendo
considerada a etapa mais critica na producdo de mudas micropropagadas, uma vez que a
transferéncia do ambiente in vitro para o ambiente ex vitro requer alteragdes bioquimicas,
anatomicas e morfoldgicas, alterando os processos fisiologicos normais das plantas
propagadas in vitro (LIMA-BRITO et al. 2016; SORGATO, 2013; Santos et al. 2013;
DORNELES e TREVELIN, 2011; PEREIRA et al. 2009; SILVA et al. 2007). Em sistema de
propagacdo in vitro as plantulas se encontram em ambiente de alta umidade e baixa
concentracdo de CO,, reduzida intensidade luminosa e presenca de sacarose no meio de
cultura, deste modo, em geral, apresentam raiz e estdmatos pouco funcionais, reduzida taxa de
transpiracdo e atividade fotossintética limitada quando comparada as condicdes ex vitro
(LIMA-BRITO et al.2016; SORGATO, 2013; MAYER et al. 2008; StEGANI, 2006; BOSA
et al. 2003). Assim, durante a etapa de aclimatizagdo as plantulas ficam mais susceptiveis ao
estresse hidrico, e precisam adaptar seu metabolismo para um incremento na taxa de
transpiracao, além disso, passam de uma condi¢do heterotréfica para um estado autotrofico e
de uma condigdo de alta disponibilidade de nutrientes no meio de cultura para outra, onde ¢
necessario incrementar a absorcdo de sais, além disso, também deixam um ambiente
asséptico, ficando sujeitas a agdo de microrganismos (CARDOSO, 2015; SORGATO, 2013;

LONE et al. 2008; STEGANI, 2006).
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Nesse contexto, o controle dos diversos fatores ambientais como: temperatura,
luminosidade, umidade, substrato e nutrientes sdo fundamentais nessa etapa, procedimentos
incorretos durante a aclimatizagdo podem acarretar em prejuizo econdmico muito
significativo ao produtor, caso haja atraso e/ou diminui¢do do crescimento da planta, e até
mesmo a morte desta (DORNELES e TREVELIN, 2011; STEGANI, 2006). Dai a
importancia de se testar diferentes técnicas para favorecer o melhor desempenho na so-

brevivéncia das plantas aclimatizadas (DORNELES e TREVELIN, 2011).

1.5. Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP)

As Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP) compreendem um grupo
de microrganismos exofiticos e endofiticos que colonizam diferentes Orgdos vegetais,
podendo estimular o crescimento das plantas por meio de mecanismos diretos e/ou indiretos e
ndo apresentam agao patogénica (SPOLAOR et al. 2016; MARIANO et al. 2004).

Os mecanismos envolvidos na promogao de crescimento das plantas pelas bactérias
estdo relacionados a sintese de compostos que oferecem (PAIS ef al. 2016). O principal efeito
direto sobre as plantas ¢ o fornecimento de fitoreguladores como auxinas, giberelinas e
citocininas. Além disso, também aumentam a performance das plantas na absor¢do de
nutrientes como nitrogénio, fosforo e ferro e na producdo de enzimas, como por exemplo a
ACC-deaminase (PAIS, et al. 2016; SPOLAOR et al. 2016; SILVEIRA, 2008; MARIANO et
al. 2004). Indiretamente, essas bactérias também contribuem para o desenvolvimento das
plantas através de mecanismos de biocontrole, os quais inibem o crescimento de diversos
microrganismos considerados fitopatogénicos (PAIS, et al. 2016; SPOLAOR et al. 2016;
SILVEIRA, 2008; MARIANO et al. 2004).

Deste modo, respostas benéficas do uso de BPCP tém sido observadas por diversos
autores em plantas propagadas in vitro e ex vitro, entre essas respostas estdo incremento da
area foliar, altura da planta, numero de folhas, nimero de raiz, comprimento de raiz, matéria
seca, reducdo do tempo de aclimatizacdo, maior sobrevivéncia das mudas, controle de
doengas e consequentemente maior produtividade (SOUZA, 2016). Em troca de todos esses
beneficios, as plantas, por sua vez, transferem para os microrganismos, carbono, aminoacidos,
flavonoides, entre outros compostos, que contribuem na nutrigdo microbiana (EMBRAPA,

2016).
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Neste contexto, a utilizacdo dos microrganismos na forma de inoculantes ¢ uma
ferramenta promissora no mercado agricola, sendo uma das tecnologias mais eficientes em
substituir métodos tradicionais de adubacdo com fertilizantes, visando o incremento da
produtividade vegetal de forma econdmica e sustentdvel (COSTA et al. 2014; SILVEIRA,
2008). A técnica pode ser utilizada para tratamento de sementes, explantes e mudas
micropropagadas, incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e
raiz, pulverizagdes na parte aérea incluindo folhagem e frutos, € em pos-colheita (MARIANO
et al. 2004).

H4 uma vasta quantidade de géneros dessas bactérias descritos para diferentes
culturas, entre eles  Azospirillum, Bacillus,  Bradyrhizobium,  Burkholderia,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Microvirga, Pseudomonas e Rhizobium (SPOLAOR et
al. 2016; COSTA et al. 2014; MARIANO et al. 2004).

Em orquideas alguns desses gé€neros também ja foram descritos como presentes
naturalmente, dentre eles, Azospirillum amazonense descrita por Lange e Moreira (2002),
Azospirillum, Enterobacter, Pseudomonas, Acetobactereas e Herbaspirillum descritos por
Zambrano et al. (2007), Bacillus, Burkholderia, Enterobacter e Curtobacterium descritos por
Galdiano Junior et al. (2011), Bacillus thuringiensis, Burkholderia cepacia, Burkholderia
gladioli, Herbaspirillum frisingense, Pseudomonas stutzer, Rhizobium cellulosilyticum,
Rhizobium radiobacter, Stenotrophomonas maltophilia descritas por Gontijo et al. (2018).

Diante da diversidade de géneros ja descritos para orquideas, tornam-se fundamentais
estudos que busquem selecionar estirpes bacterianas que contribuam para produgdo comercial

mais eficiente e sustentavel.
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CAPITULO I

PROPAGACAO IN VITRO DE Catleya walkeriana Gardner EM MEIOS
DE CULTURA ALTERNATIVOS
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RESUMO

No cultivo in vitro, o meio de cultura tem grande influéncia no desenvolvimento das
plantulas, pois ¢ responsavel por fornecer as condi¢des ideais de nutrigdo e as caracteristicas
fisico-quimicas adequadas para o desenvolvimento das mesmas, assim, alguns estudos vém
sendo realizados para que esse sucesso seja o maior possivel, adequando a composi¢do do
meio de cultura a determinada espécie. Deste modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
desenvolvimento de protocormos de Cattleya walkeriana cultivados em diferentes meios de
cultura em sistema de propagacao in vitro. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado (DIC) com cinco tratamentos e 20 repeti¢des, sendo considerado cada frasco uma
repeticdo, contendo quatro plantulas/frasco, totalizando 400 plantulas. Os meios de cultura
testados foram Murashige e Skoog (1962) (MS), Knudson C (1946) modificado por Morel,
(1965) (KC), meio de cultura a base de fertilizante Peters® (PE), meio de cultura a base de
fertilizante Kristalon™ Laranja (KL) e o meio de cultura suprimento B&G Orchidées® (BG).
Ap6s 240 dias de subcultivo das plantulas foram mensuradas as variaveis: massa fresca total
(MFT), nimero de folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), nimero de raiz (NR),
comprimento da maior raiz (CMR) e o pH dos meios de cultura ao final do subcultivo das
plantulas (pHgnar). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a comparagao
das médias com teste estatistico de Tukey, com intervalo de confianca de 1%. Foi possivel
concluir que o meio Knudson C (1946) modificado por Morel (1965) (KC) ndo ¢ adequado
para propagagao in vitro de plantulas de Cattleya walkeriana sob as condi¢des utilizadas neste
experimento. O meio a base do fertilizante Kristalon™ Laranja (KL) e o meio de cultura
suprimento B&G Orchidées® (BG) foram os que apresentaram as maiores médias para as
variaveis massa fresca total (MFT), comprimento da maior folha (CMF), comprimento da
maior raiz (CMR). O meio de cultura a base de fertilizante Peters® (PE) apresentou médias
iguais ao do meio Murashige e Skoog (1962) (MS) para as varidveis massa fresca total (MFT)
e comprimento da maior raiz (CMR), contudo apresentou média inferior para a variavel
comprimento da maior folha (CMF). O meio de cultura Murashige e Skoog (1962) (MS) foi o
que apresentou média superior para variavel nimero de folhas (NF), sendo que os demais
meios ndo se diferiram entre si. Para varidvel nimero de raiz (NR) ndo houve diferenca entre
os meios testados, exceto para o meio de cultura a base de fertilizante Peters® (PE) que
apresentou a menor média. Pode-se constatar que houve variagdo de pH em todos os meios de
cultura testados, todos sofreram uma reducdo de pH quando comparados ao pHinicial (5,8 £
0,1) dos meios. Contudo, ndo houve respostas lineares, positivas ou negativas, entre os
resultados das variaveis biométricas obtidos € o pHgna do meio de cultura. Pode-se concluir
que o meio a base do fertilizante Peters” (PE), do fertilizante Kristalon™ Laranja (KL) e o
meio de cultura suprimento B&G Orchidées” (BG) podem ser utilizados para propagagdo de
Cattleya walkeriana em substituicdo aos meios de cultura tradicionais Knudson C (1946)
modificado por Morel (1965) (KC) e o Murashige e Skoog (1962) (MS), possibilitando ao
produtor melhor relag@o custo-beneficio.

Palavras-chave: orchidaceae, desenvolvimento de protocormos, potencial hidrogenidnico.
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ABSTRACT

In the in vitro culture, the culture medium has great influence on the development of the
seedlings, as it is responsible for providing the ideal conditions of nutrition and the
appropriate physico-chemical characteristics for the development of the same, some studies
have been carried out so that this success is as large as possible, adjusting the composition of
the culture medium to the particular species. Thus, the objective of this work was to evaluate
the development of Cattleya walkeriana protocorms grown in different culture media in an in
vitro propagation system. The experimental design was a completely randomized design
(DIC) with five treatments and 20 replicates, each vial being considered one replicate,
containing four seedlings / vial, totaling 400 seedlings. The culture media tested were
Murashige and Skoog (1962) (MS), Knudson C (1946) modified by Morel, (1965) (KC),
Peters® (PE) fertilizer-based culture medium, Kristalon Orange (KL) fertilizer and B&G
Orchidées® (BG) supply medium. After 240 days of subculture of the seedlings, the
following variables were measured: total fresh mass (MFT), leaf number (NF), leaf length
(CMF), root number (NR), length of largest root (CMR) pH of the culture media at the end of
the subculture of the seedlings (pHfina). The data were submitted to analysis of variance and
the comparison of means with Tukey statistical test, with a confidence interval of 1%. It was
concluded that the Knudson C (1946) modified by Morel (1965) (KC) medium is not suitable
for in vitro propagation of Cattleya walkeriana seedlings under the conditions used in this
experiment. The medium of the Kristalon™ orange fertilizer (KL) and the B&G Orchidées®
(BG) supply medium were the ones that presented the highest averages for the variables total
fresh mass (MFT), leaf length (CMF), leaf length greater root (CMR). The Peters” (PE)
fertilizer medium presented mean values similar to those of the Murashige and Skoog (1962)
medium (MS) for the variables total fresh mass (MFT) and length of the largest root (CMR),
however, for the variable length of the largest leaf (CMF). The culture medium Murashige
and Skoog (1962) (MS) presented the upper average for leaf number variable (NF), and the
other media did not differ from each other. For the root number variable (NR), there was no
difference between the media tested, except for the Peters® (PE) fertilizer medium with the
lowest mean. It can be verified that there was variation of pH in all culture media tested, all
of them suffered a reduction of pH when compared to the initial pH (5.8 + 0.1) of the media.
However, there were no linear positive or negative responses between the results of the
biometric variables obtained and the final pH of the culture medium. It can be concluded that
Peters” fertilizer (PE), Kristalon Orange (KL) fertilizer and B&G Orchidées® (BG) supply
medium can be used for the propagation of Cattleya walkeriana in replacement of culture
media (1946) modified by Morel (1965) (KC) and Murashige and Skoog (1962) (MS),
making it possible for the farmer to be more cost-effective.

Keywords: orchidaceae, development of protocorms, hydrogenation potential.
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1. INTRODUCAO

O Brasil dispoe de grande biodiversidade de espécies de orquideas, no entanto, muitas
espécies estao correndo o risco de extingdo na natureza, seja pela coleta predatéria, destruicao
dos ecossistemas, uso de produtos quimicos toxicos, acompanhada da evasdo dos
polinizadores, e neste caso, ndo mais se reproduzem, pois ndo ocorre a polinizagdo e a
formagao das cépsulas de sementes (FREITAS et al. 2014; SOUZA et al. 2006). Ademais, as
sementes das orquideas sao diminutas e nao possuem endosperma, deste modo, na natureza
essas sementes germinam e desenvolvem-se através da relagdo com fungos simbiontes
especificos, assim, apesar de produzirem milhares de sementes por cépsula, apenas
aproximadamente 5% delas germinam (FARIA et al. 2012; SOUZA et al. 2006).

Desse modo, a técnica de semeadura in vitro desenvolvida por Lewis Knudson (1922)
se tornou imprescindivel para propagacao de orquideas em escala comercial, por proporcionar
alto percentual de germinagdo e producdo de mudas com qualidade fitossanitaria, e, além
disso, uma importante ferramenta de preservagdo, pois ao aumentar a oferta de mudas
comerciais reduz a predacdo das mesmas da natureza e também por permitir, caso necessario,
a sua propagacao e reintroducdo em seu habitat natural (in situ), uma vez que a técnica
mantem a variabilidade genética das plantas produzidas (FREITAS et al.2014; CORREIA et
al. 2012; FARIA et al. 2012; SCHNEIDERS ef al. 2012).

Portanto, os motivos supracitados reforcam a importancia de estudos da propagagao in
vitro, que tem como objetivo proporcionar as melhores condi¢des para o crescimento e
desenvolvimento dessas plantas, uma vez que as necessidades ambientais (temperatura,
umidade, intensidade luminosa, etc.) e nutricionais variam conforme o gendétipo e o estadio de
desenvolvimento das mesmas, ndo existindo, ainda, condi¢cdes ambientais e um meio de
cultura especifico e ideal, quanto a composi¢do nutricional, em nivel de género, espécie,
hibrido ou clones de orquideas (SCHNEIDER, 2014; CORREIA ef al.2012). Os meios de
cultura mais tradicionais nessa area necessitam de uma série de compostos quimicos para a
sua formulag¢do ou devem ser importados, sendo, portanto, de dificil acesso no mercado, o que
dificulta a produ¢ao de mudas principalmente por pequenos produtores (SCHNEIDER, 2014).
Deste modo, o uso de meios de cultura alternativos na propagacgdo in vitro vem sendo
testados, e algumas pesquisas t€m mostrado que uma das formas de simplificar a producao do
meio ¢ através do uso de fertilizantes comerciais como base nutricional e/ou pela adi¢ao de

compostos organicos, produtos de facil acesso no mercado, de simples utilizagdo e que,
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consequentemente, proporcionam reducdo de custos dos meios de cultura e muitas vezes com
resultados superiores aos dos meios de culturas mais tradicionais (FREITAS et al. 2014;
SCHNEIDER, 2014; HERRMANN et al. 2010).

A espécie Cattleya walkeriana Gardner, ¢ uma orquidea endémica que encontra-se
em risco de extin¢do elevado na natureza, sendo muito cobigada pelos orquidoéfilos devido a
beleza de suas flores e pequenas dimensdes das por¢des vegetativas, caracteristicas que lhe
confere consideravel importancia econdomica no Brasil e no mundo (GALDIANO JUNIOR et
al. 2014; DIGNART et al. 2009; SILVA e MILANEZE-GUTIERRE, 2004; FARIA et al.;
2002). Assim, considerando a importancia econdmica e necessidade de conservagdo dessa
espécie, este trabalho teve como objetivos: 1) indicar meios de cultura alternativos eficientes
para o crescimento de plantulas de Cattleya walkeriana Gardner propagadas in vitro; 2)
avaliar a correlagdo entre o pH final dos meios de cultura e as variaveis biométricas

analisadas.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV),
no Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro — UFRRIJ, Rio de Janeiro, RJ. Frascos contendo protocormos de Cattleya
walkeriana foram adquiridos na PESAGRO-Seropédica/RJ, a semeadura in vitro dessas
plantulas foi realizada no més de outubro de 2016 em camara de fluxo, os frascos foram
fechados com tampas plasticas que tiveram as bordas protegidas com filme PVC (Figura 3).
Estes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25+ 2°C, sob fotoperiodo
de 16 horas e intensidade luminosa de aproximadamente 40 pmol.m™.s ' até a data de

realizagdo desse experimento.

Figura 3. Frasco contendo protocormos de Cattleya walkeriana adquirido na PESAGRO-

Seropédica/R]J.

No dia 18 de outubro de 2017 protocormos, apresentando altura média de 1,0 cm de
comprimento (Figura 4), foram subcultivados nos diferentes meios de culturas descritos a
seguir e cuja composi¢cdo encontra-se discriminada na Tabela 2.

1. Murashige e Skoog (1962) - MS
Knudson C (1946) modificado por Morel (1965) — KC
Fertilizante Peters® (20-20-20) (3 g.L'l) - PE
Fertilizante Kristalon™ Laranja (6-12-36) (3 g.L"") - KL
Meio de cultura suprimento B&G Orchidées® - BG

wok »wN
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Figura 4. Protocormos de Cattleya walkeriana Gardner com altura média de 1,0 cm de

comprimento utilizados para o subcultivo (Seropédica, 2017).

Tabela 2. Composi¢do quimica dos meios de cultura utilizados para o crescimento in vitro de

Cattleya walkeriana (mg.L™).

Componentes dos Meios de Cultura (mg.L™)*

Macronutrientes MS KC PE BG** KL
N total 841,000 245,000 600,000 42,500 180,000
N-Nitrico (NHj3") 552,000 140,000 177,000 - 135,000
N-amoniacal (NH;") 289,000 105,000 117,000 - 45,000
N-ureia - - 306,000 - -
Fosforo (P,0s) 88,700 127,500 600,000 33,500 360,000
Potassio (K,0) 892,000 82,500 600,000 146,500 1080,000
Calcio (Ca) 60,000 200,000 - 23,000 -
Magnésio (Mg) 36,000 70,300 - 6,500 90,000
Enxofre (S) 48,000 92,350 - 15,000 600,000

Micronutrientes MS KC PE BG KL
Boro (B) 1,080 - 0,600 0,295 0,750
Cloro (Cl) - 286,700 - - -
Cobre (Cu) 0,010 - 1,500 0,035 0,300
Ferro (Fe) 11,200 4,750 3,000 0,880 2,100
Manganés (Mn) 5,490 1,875 1,500 0,575 1,200
Molibidénio (Mo) 0,100 - 0,015 0,0001 0,120
Zinco (Zn) 1,950 - 1,500 0,270 0,750

Total de Solutos 1985,5 1356,0 2408,115 269,055 2495,220
Componentes Meios de Cultura (g.L'l)

Sacarose 30,0 30,0 30,0 40,0* 30,0
Carvao Ativado 1,0 1,0 1,0 2,0* 1,0
Agar-agar 7,5 7.5 7,5 7,5 7,5

* conforme informado pelos fabricantes.

** Fabricante informou apenas o percentual de N-total.
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No meio MS além dos compostos listados na Tabela acima, ha também adi¢ao dos

compostos listados na Tabela 3.

Tabela 3. Outros componentes presentes apenas no meio MS (Murashige e Skoog, 1962).

Componentes mg.L™!
Acido Nicotinico (B3)* 0.5
Piridoxina (Bg)* 0.5
Tiamina (B;)* 0.1
Glicina** 2

Mio-Inositol (Inositol) *** 100
*Vitaminas do complexo B; **Aminoacido ndo essencial; *** componente derivado do metabolismo da

glicose

Como podemos observar na Tabela 2, com excecdo ao meio BG, todos os meios
utilizados para o subcultivo dos protocormos foram suplementados com 1 g.L'1 de carvao
ativado (Vetec®), 30 g.L"! de sacarose (Isofar™) e 7,5 gL' de 4gar (Isofar™). No meio BG,
que ja vem com sacarose (40 g.L") e carvio ativado (2 g.L™"), também foi acrescentado 7,5
gL de 4gar. Todos os meios tiveram o pH ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adigdo do agar.
Por fim foram colocados em aparelho micro-ondas até a terceira fervura, quando entdo se
transferiu cerca de 35 ml de cada meio para frascos de 268 ml que, posteriormente, foram
esterilizados em autoclave a 121°C, a 1,1 atm, durante 15 minutos.

Os protocormos foram subcultivados em camara de fluxo laminar, os frascos foram
fechados com tampa plastica e tiveram suas bordas protegidas com filme PVC, em seguida
estes foram transferidos para sala de crescimento e mantidos sob temperatura média de
28.9°C (minima de 22.8°C e maxima de 29.7°C), umidade relativa do ar média de 28.2%
(minima 19% e maxima 68%), fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de
aproximadamente 3.000 lux (Luximetro Digital marca Icel modelo Ld 510) pelo periodo de
240 dias, quando foram feitas as coletas para realizagcdo das avaliagdes.

Antes da realizacdo das avaliagdes, de todos os tratamentos, as plantas obtidas foram
retiradas do meio de cultura e tiveram suas raizes lavadas em 4agua corrente até a completa
eliminagdo do meio de cultura. Foram avaliados a massa fresca total (MFT), o numero de
folhas (NF), o comprimento da maior folha (CMF), o nimero de raiz (NR), o comprimento da
maior raiz (CMR) e o pH dos meios de cultura ao final do subcultivo das plantulas (pHginal).

Para avaliagdo do MFT foi utilizada balanga eletronica digital de precisdo da marca
Bioprecisa modelo FA2104N com quatro casas decimais, a avaliagdio do CMF e do CMR
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foram feitas manualmente com uso de régua graduada em milimetros, ja a avaliagdo do NF e
NR foram feitas manualmente por contagem, em todos os casos as avaliacdes foram feitas
planta por planta, obtendo-se a média de 4 plantas/frasco (repeti¢ado).

Para aferi¢do do pHsna @ metodologia foi adaptada da Embrapa (1997), selecionou-se
ao acaso 10 frascos de cada tratamento, em seguida o meio de cultura foi homogeneizado com
ajuda de um bastdo de vidro (A), em seguida 10 ml do meio homogeneizado foram
transferidos para copo descartavel de 150 ml (B), entdo colocou-se 25 ml de 4dgua destilada
deionizada, agitou-se com bastdo de vidro, lavando-se ao passar de uma amostra para
outra(C). Deixou-se em repouso por 1 hora e em seguida agitou-se novamente com bastao de
vidro, sendo feita a afericdo do pHgna com uso de eletrodo combinado imerso em suspensao,

a leitura foi feita em temperatura ambiente de aproximadamente 25°C (D) (Figura 5).

Figura 5. Etapas para afericio do pH dos meios de cultura ao final do subcultivo (Fonte:

Autora, 2018).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) com cinco
tratamentos e 20 repeticdes, sendo considerado cada frasco uma repeticdo, contendo 4
protocormos/frasco, totalizando ao final 400 plantulas. Para a avaliacdo do pHyina selecionou-
se ao acaso 10 frascos de cada tratamento, totalizando 10 repeti¢cdes. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e a comparacao das médias com teste estatistico de Tukey,

com intervalo de confianca de 1%, com auxilio do software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas duas primeiras semanas, verificou-se a presenca de frascos contaminados, estes
foram retirados da sala de crescimento e levados para identificacdo do agente contaminante. A
identificacdo dos contaminantes presentes nos frascos foi realizada em nivel de género e foi
realizada através do preparo de laminas e posterior exame microscopico. De acordo com a
identificacdo foi detectada a presencga dos fungos do género Penicillium (20 frascos ¢/ BG) e
Cladosporium (1 frasco ¢/ KC) (Figura 6), totalizando 21 frascos contaminados. Deste modo,
o tratamento BG foi recultivado e, posteriormente ndo foram constatados novos frascos com
contamina¢do. A contaminacdo por fungos e bactérias ¢ comum neste tipo de propagacao,
segundo Colombo et al. (2004), nas biofdbricas brasileiras ja foram registrados percentuais de
contaminagdo superiores a 30%, causado tanto por fungos como por bactérias, mesmo com
todos os cuidados de assepsia, assim neste trabalho conseguimos manter a contaminacao
dentro do percentual esperado. Deste modo, o tratamento BG foi refeito, e apds duas semanas

do inicio do experimento reintroduzido na sala de crescimento.

Figura 6. Frascos do tratamento BG contaminados por fungo do género Penicillium (A);
Frasco do tratamento KC contaminado por fungo do género Cladosporium (B) (Seropédica,

2017).
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Apds cinco meses de subcultivo das plantulas in vitro, foi realizada avaliagdo
qualitativa, visual e preliminar, uma vez que abrir a unidade experimental representa elevado
risco de contaminacgdo. Nesta avaliagdo pode-se constatar que no tratamento KC houve
clorose seguida de oxidacdo de 34 plantas (44,74%) e que as 42 plantas (55,26%) que
permaneceram vivas apresentam desenvolvimento bastante reduzido quando comparadas aos

outros tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados da avaliagdo qualitativa realizada apds 150 dias de subcultivo no
tratamento KC. Numero total de plantas que apresentaram sintoma de clorose seguida de
oxidagdo e plantas que nao apresentaram sintoma de clorose e consequentemente oxidagao

nas 19 repeti¢cdes deste tratamento.

Unidade Com sintoma de Sem sintoma de
experimental Clorose/oxidacido Clorose/oxidagao
(4 plantulas/frasco) (unidade) (unidade)
R14 0 4
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R16 2 2

R17 4 0
R18 4 0
R19 1 3

Total 76 (100%) 34 (44,74%) 42 (55,26%)

Essa avaliagdo qualitativa foi feita, uma vez que, observou-se que neste tratamento as
plantas comegaram a adquirir coloracdo esbranquig¢ada e em seguida entravam em senescéncia
(Figura 7). Nesta mesma avaliagdo, aos cinco meses de subcultivo, pode-se observar que nos

demais tratamentos as plantulas seguiam se desenvolvendo normalmente, isto €, sem estes ou

outros sintomas visuais.

Figura 7. Frascos contendo meio KC, evidenciando o sintoma de clorose seguido de oxidacdo

das plantulas (Seropédica, 2018).

Supde-se que os resultados obtidos tenham ocorrido pela auséncia de alguns nutrientes
ditos essenciais para o desenvolvimento de plantas, alids, o meio KC foi utilizado por Lewis
Knudson (1946) na etapa de semeadura. Resultados semelhantes foram obtidos por Sousa et
al. (2006), que também subcultivaram protocormos de Cattleya walkeriana em meios
Knudson C (1922) e observaram que de um total de 257 protocormos subcultivados apenas 38
plantulas foram obtidas, sendo que estas apresentavam coloragdo verde menos intensa do que
as plantulas da espécie Shomburgkia crispa (Orchidaceae) que também foi objeto de estudo
no trabalho desses pesquisadores. Contudo, Aratjo ef al. (1999) obtiveram sucesso no uso do

meio KC na propagacdo in vitro de Cattleya walkeriana Gardner, mas embora tenham
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subcultivado as plantas pelo periodo total de 240 dias (8 meses), esses autores fizeram a
inoculacdo por duas vezes, ou seja, sendo quatro meses cada subcultivo. De acordo com
Freitas et al. (2014), embora o meio Knudson C possua diferentes sais minerais e, seja muito
utilizado na germinacao de sementes de orquideas, parece ndo proporcionar as condig¢des
ideais para o desenvolvimento de plantulas de algumas espécies, esses autores observaram
que o tratamento KC foi o que alcangou a segunda menor média na propagacdo in vitro de
plantulas de Cattleya intermedia.

Mesmo com esses resultados, optou-se por manter os 19 frascos (repeticdes) deste
tratamento na sala de crescimento até o final do experimento, e pode-se observar que apenas
poucas plantulas desse tratamento sobreviveram e que apresentam tamanho muito reduzido
(Figuras 8 e 9). Mediante esses resultados, esse tratamento foi excluido da anélise estatistica,

exceto para variavel pHgpar.

Figura 8. Alguns frascos do tratamento KC no dia da coleta, ou seja, apos 240 dias de cultivo

das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner in vitro.
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Figura 9. Plantulas do tratamento KC, fora dos frascos, no dia da coleta (240 dias de

subcultivo) das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner in vitro.

A andlise de varidancia (ANAVA) mostrou resultado significativo para todos os
parametros avaliados, ou seja, mostrou que o meio utilizado influenciou nos resultados de
todas as varidveis analisadas. Assim, na Tabela 5, podemos observar o resumo da analise da

comparagao das médias pelo teste de Tukey a 1% das variaveis MFT, NF, CMF, NR ¢ CMR
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para os tratamentos MS, PE, KL e BG. E as médias da varidvel pHgp, para todos os

tratamentos.

Tabela 5. Médias da massa fresca total (MFT), nimero de folhas (NF), comprimento da maior
folha (CMF), nimero de raiz (NR), comprimento da maior raiz (CMR) e do potencial
hidrogenidnico dos meios de cultura (pHgina) apds oito meses de cultivo de protocormos de

Cattleya walkeriana Gardner in vitro.

Meios de Cultura Média das Variaveis Avaliadas*
(Tratamentos) MFT (g) NF (unid) CMF (cm) NR (unid.) CMR (cm)  pHggal
MS 0.4839b 6.8875a 1.7088 b 6.7000 a 2.5550b 3.8130 cd
PE 0.4678 b 4.4708 b 1.2029 ¢ 4.5292 b 2.7304 b 4.6040 b
KL 1.0339a 4.9375b 2.0900ab 7.8875a 3.9900 a 3.8930 ¢
BG 0.9288a 5.3500b 2.3863 a 6.7750 a 47413 a 3.8630 cd
KC** - - - - - 3.4680 d
Controle*** - - - - - 5.8000 a
Média Geral 0.7286 54115 1.8470 6.4729 3.5042 4.2402
CV (%) 35.54 19.48 21.04 19.63 26.49 5.96

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de

probabilidade.

**Uma vez que os protocormos pouco se desenvolveram neste meio, ndo foi possivel fazer avaliagdo das
varidveis biométricas, sendo apresentado apenas a média do pHyg,, desse meio de cultura.

***Controle — pH aferido durante o preparo dos meios de cultura antes do cultivo dos protocormos.

MS - Murashige e Skoog (1962); KC - Knudson C (1946) modificado por Morel (1965); PE - Fertilizante
Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées®".

Os dados representam a média de 20 repeticdes para as varidveis biométricas de cada tratamento e 10 repeticdes

para o pHygy,, de cada tratamento.

Os resultados acima seguem abaixo representados graficamente e de maneira
individual para cada uma das variaveis analisadas. Na Figura 10 temos os resultados médios
para a variavel MFT em gramas, onde podemos observar que as médias dos tratamentos KL e
BG nao diferiram entre si pelo teste de Tukey a 1%, mas se mostraram superiores as dos
tratamentos PE e MS, estes que também ndo apresentaram médias com diferenca significativa

entre si, pelo teste de Tukey a 1%.
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Figura 10. Massa fresca total (expresso em gramas) das mudas de Cattleya walkeriana apds

240 dias de cultivo in vitro. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média de 20 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées®®.

Em relacdo a varidvel NF o tratamento MS foi o que apresentou melhores resultados,
com média diferindo significativamente das médias dos tratamentos PE, KL e BG, esses que
nao apresentaram meédias com diferenga significativa entre si (Figura 11). Contudo, embora o
tratamento MS tenha apresentado média superior para variavel NF, em se tratando da variavel
CMF ele apresentou média significativamente inferior ao tratamento BG, igual ao do

tratamento KL e superior ao do tratamento PE, pelo teste de Tukey a 1% (Figura 12).
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Figura 11. Numero de folhas (NF) das mudas de Cattleya walkeriana ap6s 240 dias de cultivo

in vitro. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média de 20 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Figura 12. Comprimento da maior folha (CMF) das mudas de Cattleya walkeriana apds 240

dias de cultivo in vitro. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média de 20 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrdo.

MS - Murashige ¢ Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Em relacdo a variavel NR, podemos observar que os meios de cultura KL, MS e BG
ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 1%, contudo todos eles apresentaram médias
significativamente superiores ao tratamento PE (Figura 13). Contudo, para varidvel CMR,
pode-se observar que as médias dos tratamentos KL e BG foram superiores as médias dos

tratamentos PE e MS (Figura 14).
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Figura 13. Numero de raiz (NR) das mudas de Cattleya walkeriana apds 240 dias de cultivo
in vitro. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 20 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.
MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Figura 14. Comprimento da maior raiz (CMR) das mudas de Cattleya walkeriana apds 240

dias de cultivo in vitro. Seropédica, 2018.

*M¢édias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média de 20 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”.

Dignart et al. (2009) observaram que nao houve diferenca significativa entre as médias
das variaveis numero de brotos, nimero de folhas, comprimento de parte aérea e comprimento
de raiz no cultivo in vitro de plantulas de Cattleya walkeriana em meio de cultivo Murashige
¢ Skoog (1962) com diferentes concentragdes de sacarose (15,0 e 30,0 g.L™), apenas a
variavel nimero de raiz apresentou média inferior no tratamento com 15,0 g.L’1 de sacarose,
assim, esses autores consideraram que, no cultivo in vitro de Cattleya walkeriana, é possivel
utilizar tanto a concentragdo convencional de sacarose (30 g.L'l) como a metade dessa. Estes
resultados corroboram com os resultados obtidos nesse experimento, onde o tratamento KL,
com menor concentracio de sacarose (30,0 g.L") apresentou médias estatisticamente iguais a
do tratamento BG (40,0 g.L'1 de sacarose) para todas as variaveis testadas.

Sousa et al. (2007) e Faria et al. (2002) inferiram que o uso de carvao ativado no meio
de cultura para subcultivo da espécie Cattleya walkeriana contribui positivamente para o
desenvolvimento vegetativo das plantulas. Faria ef al. (2002) concluiram que a adi¢ao de 2
gL de carvio ativado ao meio de cultura foi a concentragio mais benéfica para a propagacio
de Cattleya walkeriana in vitro. No entanto, neste estudo, a concentragdo de carvao ativado
no meio de cultura, parece nao ter contribuido para o melhor desempenho do meio BG,
quando comparado ao meio KL, uma vez que estatisticamente ndo houve diferenca
significativa entre todas as variaveis biométricas avaliadas.

Pedroso-de-Moraes et al. (2009) concluiram que o meio de cultura a base de
fertilizante Kristalon Laranja demonstrou ser mais eficaz na propaga¢ao in vitro de plantulas
de Cattleya tigrina, considerando as varidveis Massa fresca da raiz, Numero de raiz e
Comprimento da maior da raiz, quando comparado ao meio de cultura a base de Hyponex
(NPK 6,5-9-19) e ao meio Murashige e Skoog (1962) com metade da concentragdo de
macronutrientes. Schneider (2014) verificou que o melhor meio de cultivo para o
desenvolvimento in vitro de mudas de Cattleya intermedia a partir de protocormos foi 0 meio
a base do suplemento para orquideas B&G e que o meio a base do fertilizante comercial

Krystalon Laranja apresentou resultados similares a este no desenvolvimento das mudas,
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esses meios foram testados pela autora também em comparagdo aos meios Murashige e Skoog
(1962) e Knudson C (1946). Santos (2009) cultivou protocormos de Cattleya walkeriana nos
meios de cultura Murashige ¢ Skoog (1962), fertilizante Peters® 10-30-20 (3,0 g.L") e
fertilizante B&G (3,0 g.L™") e avaliou a concentracdo de alguns nutrientes na massa seca dos
tecidos das plantulas obtidas, este autor observou que no meio Peters® houve maior niimero
de nutrientes deficitarios (6 de 10 nutrientes avaliados), ¢ que todos os meios apresentaram
déficit dos nutrientes Ca, Mg e Mn, com exce¢do ao Mg no meio a base do fertilizante B&G
(3,0gL™).

Ainda, Segundo Santos (2009), no meio a base do fertilizante Peters®, que nio
apresenta Ca em sua constituicdo, o Ca presente no tecido das plantulas, provavelmente, foi
fornecido pelos demais constituintes do meio de cultura, principalmente pelo carvao ativado.
Esses resultados talvez possam explicar o fato dos bons resultados obtidos com o meio KL
para todas as varidveis analisadas, uma vez que o meio KL utilizado nesse experimento
também ndo possui o macronutriente essencial Ca em sua constituicao.

Santos (2009) e Rodrigues (2005) em estudos com Cattleya walkeriana observaram
que a relacao Raiz/Folha aumenta com a redugdo da concentragdo de sais no meio de cultura,
trata-se de uma capacidade das plantulas em se adaptarem as condigdes de baixo suprimento
nutricional, ou seja, investem mais em raiz do que em parte aérea. Assim, comparando o
tratamento KL com o tratamento BG, podemos observar a tendéncia do meio KL a maior
relacdo Raiz/Folha, talvez por conta da auséncia de Ca neste meio, enquanto, segundo
informag¢do na embalagem do fabricante, o meio BG apresenta 23,0 mg.L'1 de Ca.

Na Figura 15 temos a comparacao de valores médio do pHyn, dos cinco tratamentos,
pode-se constatar que houve variagdo de pH em todos os meios de cultura testados, todos
sofreram uma reducdo de pH quando comparados ao pHinicial (5,8 + 0,1) dos meios. Nessa
analise, o pHsina do meio PE foi o que se manteve mais elevado e o pHfiny do meio KC foi o
que sofreu maior reducdo. Portanto, ndo houve correlacdo entre o pH e os resultados das
variaveis biométricas obtidos. Com isso descartamos a possibilidade dos resultados inferiores
no desenvolvimento das plantulas cultivadas no meio KC ser devido a uma reducgao do pH do

meio de cultura.
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Figura 15. pHgna dos meios de cultura apds 240 dias de cultivo de Cattleya walkeriana

Gardner in vitro. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média de 10 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

MS - Murashige ¢ Skoog (1962); KC - Knudson C (1946) modificado por Morel (1965); PE - Fertilizante
Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

Alteragdes do pH do meio de cultura durante o subcultivo de plantas vem sendo
especulada desde a década de 1940 (VACIN e WENT, 1949) a partir dai outros autores
averiguaram que um conjunto de fatores estdo envolvidos na variacdo de pH do meio de
cultura, dentre eles fatores fisicos (autoclavagem do meio de cultura) e/ou quimicos (adigdo
de agar e pela propria dinamica do balango nutricional e exsudados liberados pela planta no
meio) (PEDROSO-DE-MORAES et al. 2017, ADAMUCHIO, 2015; SCHNEIDER, 2014;
PRIZAO, 2006). Vacin e Went (1949), ao medir o pH do meio contendo Epidendrum
brineanum apos cem dias, observaram uma alteracdo de 5,46 para 3,78, enquanto que na
auséncia de plantulas os autores verificaram que o pH foi pouco alterado. Do mesmo modo,
Bettdo (2009) encontrou valores médio de pH entre 3,03 e 3,98 apds seis meses de cultivo in
vitro de Cattleya walkeriana ao testar o meio de cultura Knudson C acrescido com diferentes
doses de diferentes variedades de banana e pH inicial de 5,3 = 0,1. Majerowicz et al. (2000)
também observaram redu¢do no pH dos meios com o cultivo de Catasetum fimbriatum e
observaram que esta redugdo variava conforme a fonte de nitrogénio do meio. Sabe-se que o
balango de NO;" ¢ NH;  no meio de cultura e a absor¢do diferenciada destes ions pelas
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plantas, participam na variagdo do pH no meio. Quando as plantas absorvem ions NH, ", ions
H' sdo liberados, contribuindo para a reducio do pH do meio enquanto que a absorgdo de
NOj pode resultar em aumento do pH do meio, deste modo o balango adequado entre esses
dois ions parece ser fundamental no cultivo in vitro (FERNANDES, 2006; KAJIKI, 2004;
SKIRVIN, et al. 1986). Peixoto e Pasqual (1995) em cultivo in vitro de videira também
observaram auséncia de respostas lineares, positivas ou negativas, entre alguns nutrientes
analisados nos tecidos das plantas € o pH do meio de cultura. Da mesma forma Bettao (2009)
verificou que nao houve correlacdo entre o pH final de diferentes meios de cultura com as
variaveis biométricas numero de folhas e de raiz e comprimento de folha e de raiz das
plantulas de Cattleya walkeriana propagadas in vitro.

Lone et al. (2008), testando diferentes substratos para a aclimatizacdo de Cattleya
intermedia, relataram que os valores médios de pH, apresentaram-se muito variados, € nao
influenciaram no desenvolvimento das plantas. Deste modo, outros estudos precisam ser
realizados para que se possa entender a dinamica pH versus desenvolvimento de plantas em

sistema de propagacao in vitro.
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As diferengas visuais no desenvolvimento das plantas nos diferentes meios de cultivo

avaliados podem ser observadas na Figura 16.

Figura 16. Comparagao visual do desenvolvimento das plantulas de Cattleya walkeriana
Gardner ap6s oito meses de cultivo nos meios MS (Murashige e Skoog, 1962), PE
(Fertilizante Peters® (20-20-20)), KL (Fertilizante Kristalon™ Laranja (6-12-36)) e BG (Meio

de cultura suprimento B&G Orchidées®).
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Nesse contexto, um meio de cultura que seja de baixo custo e eficiente, torna-se muito

importante na cadeia de produgdo da espécie. Ainda de acordo com Schneider (2014) o meio

de cultura pode representar mais de 11% do custo operacional da producdo da muda. E,

conforme pode ser visto na Tabela 6 os custos com os meios alternativos utilizados neste

trabalho podem representar uma reducdo de até quatro vezes quando comparado com os

meios tradicionais, além disso, como visto os meios alternativos KL ¢ BG forneceram

resultados ainda melhores que os meios tradicionais, neste caso os meios KC e MS. Plantas

de orquideas podem demorar de quatro a seis anos para atingirem padrao de comercializagao,

assim, pequenos ganhos de tempo em alguma fase de desenvolvimento da cultura podem

representar ganho economico importante ao produtor (SAWAMURA, 2016).

Tabela 6. Custo médio por litro dos meios de cultura utilizados neste trabalho (Seropédica,

2018).

Custo médio por litro (R$)*

Meio de Cultura Meio de

Carviao

Cultura Sacarose Ativado Agar Total
MS** R$ 12,80 R$ 0,88 R$ 0,09 R$ 5,33 RS 19,01
KC** R$ 10,00 R$ 0,88 R$ 0,09 R$ 5,33 RS 16,30
BG R$ 4,25 - --- R$ 5,33 R$ 9,58
PE R$ 0,15 R$ 0,88 R$ 0,09 R$ 5,33 RS 6,45
KL R$ 0,03 R$ 0,88 R$ 0,09 R$ 5,33 RS 6,33

*Orgamento realizado em novembro de 2018.

** Meios de cultura utilizados a partir de formulacao pronta.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”.
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4. CONCLUSOES

1) O meio Knudson C (1946) modificado por Morel (1965) ndo foi adequado para
propagacao in vitro de plantulas de Cattleya walkeriana Gardner nas condigdes utilizadas
neste experimento;

2) Nao houve correlagdo entre a variavel pHgna dos meios de cultura e as respostas
biométricas das plantas de Cattleya walkeriana Gardner avaliadas;

3) O meio de cultura alternativo a base de fertilizante Kristalon™ Laranja e o meio de
cultura suprimento B&G Orchidées® se mostraram os mais indicados na propagacio in vitro

de plantulas de Cattleya walkeriana Gardner sob as condic¢des testadas.
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CAPITULO II

INOCULACAO DE PLANTULAS DE Cattleya walkeriana Gardner COM
Azospirillum brasilense E Microvirga vignae DURANTE
ACLIMATIZACAO
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RESUMO

A etapa de aclimatizagdo ¢ a etapa na qual a planta ¢ transferida das condi¢des in vitro para o
ambiente ex vitro, trata-se de uma etapa critica, representando, em muitos casos, as maiores
perdas no cultivo in vitro de muitas espécies. A fim de minimizar os efeitos negativos desta
etapa, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento de plantas durante a aclimatizacdo de plantulas de Cattleva walkeriana Gardner
provenientes do cultivo in vitro em diferentes meios de cultura. Protocormos de Cattleya
walkeriana com aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram cultivadas in vitro nos
meios de cultura Murashige e Skoog (MS); Fertilizante Peters® (PE); Fertilizante
KristalonTM Laranja (KL) e Meio de cultura suprimento B&G Orchidées® (BG) durante 240
dias. Ao término desse periodo as plantulas foram levadas para aclimatizacdo em casa de
vegetacdo, o substrato utilizado foi o Sphagnum e o sistema de irrigacdo foi do tipo
nebulizacdo intermitente. Aos 28 dias apds o transplantio das mudas (DAT), com o auxilio de
seringa esterilizada, plantulas de cada tratamento foram inoculadas com 1,0 ml da suspensao
de Azospirillum brasilense SP 245 BR 11005 (AZ); com 1,0 ml da suspensdo de Microvirga
vignae BR 3299 (MV); e com zero ml de inoculante, sendo utilizada apenas H,O destilada,
este ultimo foi designado de tratamento Controle (CO). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 3x4, sendo o fator A, inocula¢do da
suspensdo de Azospirillum brasilense (AZ), inoculacdo da suspensdo de Microvirga vignae
(MV) e auséncia de inoculagdo (CO) e o fator B, mudas produzidas in vitro nos meios de
cultua MS, PE, KL e BG. Foram feitas quatro repeticdes contendo seis plantulas cada,
totalizando assim 288 plantas. Completados os 120 dias ap6és o inicio da etapa de
aclimatizacdo das plantulas avaliou-se o percentual de sobrevivéncia (SB), a massa fresca
total (MFT), o nimero de folhas (NF), o comprimento da maior folha (CMF), o nimero de
raiz (NR) e o comprimento da maior raiz (CMR). Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia e a comparagdo das médias ao teste estatistico de Tukey, com intervalo de
confianca de 1%. Durante o periodo de aclimatizagdo a temperatura média foi de 28°C, a
umidade relativa do ar entre 70%-80% e a radiacdo média de 16.700 lux. O teste estatistico
demostrou que ndo houve interagdo entre os fatores testados e que a inoculagdo bacteriana nao
influenciou positivamente e/ou negativamente no desempenho das plantulas durante o periodo
de aclimatizacdo, contudo pode-se constatar que o meio de cultura interfere no
desenvolvimento das plantulas durante a etapa de aclimatizagdo. As plantulas provenientes do
cultivo in vitro no meio de cultura BG foram as que obtiveram o melhor desempenho na etapa
de aclimatizacdo, quando comparadas aquelas provenientes do cultivo in vifro nos meios de
cultura PE, KL e MS. Porém, os meios alternativos PE ¢ KL também se mostram como boa
alternativa para substituicdo do meio de cultura MS na propagacdo in vitro de plantulas de
Cattleya walkeriana Gardner, representando reducao significativa nos custos de producao.

Palavras-chave: orquideas, inoculante, cultivo ex vitro.
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ABSTRACT

The acclimatization stage is the stage in which the plant is transferred from the in vitro
conditions to the ex vitro environment. This is a critical stage, representing, in many cases, the
greatest losses in the in vitro cultivation of many species. In order to minimize the negative
effects of this step, the objective of this work was to evaluate the effect of inoculation with
plant growth promoting bacteria during the acclimatization of Cattleya walkeriana Gardner
seedlings from in vitro culture in different culture media. Cattleya walkeriana protoplasts
approximately 1.0 cm in length were cultured in vitro in the Murashige and Skoog (MS)
culture media; Peters® Fertilizer (PE); Orange Kristalon™ (KL) Fertilizer and B&G
Orchidées® (BG) supply medium for 240 days. At the end of this period the seedlings were
taken to acclimatization in greenhouse, the substrate used was Sphagnum and the irrigation
system was of the intermittent mist type. Twenty-eight days after transplanting the seedlings
(DAT), seedlings of each treatment were inoculated with 1.0 ml of the suspension of
Azospirillum brasilense SP 245 BR 11005 (AZ); with 1.0 ml of the Microvirga vignae BR
3299 (MV) suspension; and with zero ml of inoculant, with only distilled H 2 O being used,
the latter was designated Control (CO) treatment. The experimental design was completely
randomized (DIC) in a 3x4 factorial scheme, with factor A, inoculation of suspension of
Azospirillum brasilense (AZ), inoculation of Microvirga vignae (MV) suspension and
absence of inoculation (CO) and factor B, produced in vitro in the culture media MS, PE, KL
and BG. Four replicates were made containing six seedlings each, totaling 288 plants. The
total fresh mass (MFT), number of leaves (NF), length of largest leaf (CMF), total leaf mass
(MFT) root number (NR) and the length of the largest root (CMR). The data were submitted
to analysis of variance and the comparison of the means to the statistical test of Tukey, with a
confidence interval of 1%. During the acclimatization period the average temperature was
28°C, the relative air humidity between 70% -80% and the average radiation of 16,700 lux.
The statistical test showed that there was no interaction between the tested factors and that the
bacterial inoculation did not influence positively and / or negatively on the performance of the
seedlings during the acclimatization period, however, it can be verified that the culture
medium interferes with the development of the seedlings during the acclimatization stage.

The seedlings from the in vitro culture in the BG medium were the ones that obtained the best
performance in the acclimatization stage when compared to those obtained from the in vitro
culture in the culture media PE, KL. and MS. However, the alternative media PE and KL are
also shown as a good alternative for replacing the MS medium in the in vitro propagation of
Cattleya walkeriana Gardner seedlings, representing a significant reduction in production
costs.

Keywords: orchids, inoculant, ex vitro cultivation.
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1. INTRODUCAO

A propagacgdo in vitro de orquideas a partir de sementes constitui uma das técnicas
mais difundidas na propagacdo dessas espécies (EMBRAPA, 2011). A etapa final deste
processo consiste na aclimatizacao das plantulas obtidas, sendo considerada uma das etapas
mais delicadas, que se nao for bem conduzida pode acarretar no atraso e/ou diminui¢do do
crescimento das plantulas, ou at¢ mesmo na perda de todo o material obtido in vitro
(ASSAKAWA et al. 2008; STEGANI, 20006).

De acordo com Lone ef al. (2008), a passagem das plantulas das condi¢des in vitro
para ex vitro em casa de vegetacdo torna-se critica devido a fatores como o estresse hidrico,
fotossintese, absor¢do de nutrientes e fitossanidade. Desta forma, nessa etapa, as plantas
passam por adaptagdes bioquimicas, anatdomicas ¢ morfologicas, alterando os processos
fisiologicos até entdo adaptados para as condi¢des de sobrevivéncia in vitro (ZANDONA et
al. 2014; SILVA et al. 2007).

O estresse hidrico resulta da elevada transpiragdo das plantas durante a transferéncia
para a condicdo ex vitro, a baixa eficiéncia em regular a transpiragdo excessiva ocorre porque,
em geral, as plantas in vitro possuem estomatos pouco funcionais, reduzido espessamento da
cuticula e da parede das células epidérmicas, pequeno desenvolvimento do mesoéfilo foliar,
com muitos espacos intercelulares e auséncia ou reduzido niimero de tricomas na epiderme
(LIMA-BRITO et al. 2016).

A atividade fotossintética das plantas in vitro € limitada principalmente pela reduzida
intensidade luminosa, baixa concentragdo de CO, no recipiente de cultivo e presenga de
sacarose no meio de cultura que €, em geral, a inica ou principal fonte de carbono para o
crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro (LIMA-BRITO et al. 2016; SOUTO et al.
2010). Deste modo, o processo de aclimatagdo visa auxiliar as plantas provenientes do cultivo
in vitro a atingirem sua taxa fotossintética normal (LIMA-BRITO et al. 2016; SOUTO et al.
2010). Além disso, comumente, as raizes de plantas provenientes da propagacgdo in vitro sao
fracas e pouco funcionais (BOSA ef al. 2003), uma vez que no meio de cultura as plantulas,
em geral, encontram facilmente disponiveis todo o suprimento necessario para seu
desenvolvimento (ZANDONA et al. 2014).

Nas orquideas, as raizes além de serem responsaveis pela fixacdo de plantas e
absor¢ao de nutrientes, podem atuar na propagagao vegetativa e na realizagdo de fotossintese

(KERBAUY, 1998). Deste modo, na fase de aclimatizagdo, o sistema radicular tende a ficar
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mais desenvolvido e funcional, proporcionando maior eficiéncia na absor¢do de nutrientes
pelas plantulas, o que permite aumentar a probabilidade de sobrevivéncia das mesmas e,
consequentemente possibilitando seu desenvolvimento (SOUTO et al. 2010; BOSA et al.
2003).

Nesse sentido, torna-se extremamente relevante, testar diferentes técnicas para
favorecer o desenvolvimento de plantulas provenientes de propagacdo in vitro durante a etapa
de aclimatizagdo. Como, por exemplo, a técnica de inoculacdo com bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP), que naturalmente habitam raizes de orquideas e podem trazer
beneficios para a planta hospedeira, contudo pouco se conhece sobre a funcdo desses
microrganismos na fase de aclimatizago ex vitro (GALDIANO JUNIOR et al. 2011).  As
plantulas propagadas em condig¢des in vitro, ou seja, em condig¢des assépticas sdo, portanto,
privadas de microrganismos benéficos, e essa técnica t€ém se mostrado altamente favoravel na
aclimatizacdo de plantulas micropropagadas de diferentes espécies vegetais (GALDIANO
JUNIOR, 2009). Tais contribui¢des podem ser traduzidas em incremento da biomassa, maior
aquisi¢cdo de nutrientes, biocontrole de fitopatdgenos e resisténcia a estresses ambientais,
consequentemente com maior de sobrevivéncia das mesmas (GALDIANO JUNIOR, 2009).

Nesse contexto, nesse experimento objetivou-se avaliar: 1) a influencia dos meios de
cultura MS, PE, KL e BG na etapa de aclimatizacao das plantulas; 2) os efeitos da inoculagao
com duas espécies de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) durante a
aclimatizacdo das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner obtidas no experiemento do

Capitulo anterior.
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2. MATERIAL E METODOS

Ao término das avaliagdes biométricas as plantulas do Experimento I obtidas in vitro
foram transplantadas para bandejas de polipropileno com 40 células cada, totalizando oito
bandejas (duas bandejas por tratamento MS, PE, KL e BG), o substrato utilizado foi o
Sphagnum. As plantulas obtidas do tratamento KC ndo foram consideradas nessa etapa. As
plantulas permaneceram no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto de
Agronomia da UFRRJ (LCTV-IA/UFRRJ) por uma semana, em sequencia foram levadas para
casa de vegetacdo onde permaneceram pelo periodo de 28 dias sem receber nenhum tipo de
tratamento (Figura 17). O sistema de irrigagdo utilizado foi do tipo nebulizag¢do intermitente,
sendo controlada automaticamente através do controlador e indicador digital de umidade e
temperatura Full gauge modelo MT-530 super (Fabricante), quando a umidade relativa do ar
no ambiente ¢ < 70% o sistema ¢ acionado, permanecendo em funcionamento pelo tempo de
cinco minutos ou até que a umidade atinja 80%. A temperatura média na casa de vegetagao
foi de 28°C, uma vez que o sistema de exaustdo de ar da estufa também € controlado pelo
mesmo sistema, sendo o mesmo acionado quando a temperatura atinge 30°C, e permanece em
funcionamento até que a temperatura baixe ou que o sistema de irrigagcdo seja acionado.
Ambos os sistemas, irrigagdo por nebulizagdo intermitente e exaustdo de ar, ndo funcionam
simultaneamente. A intensidade luminosa média foi medida durante o periodo de

aclimatizacdo com aparelho Luximetro Digital da marca Icel modelo Ld 510.

Figura 17. Mudas de Cattleya walkeriana em aclimatizacdo antes de receber a inoculagdo

bacteriana (Seropédica, 2018).
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Aos 28 dias ap6s o transplantio das mudas (DAT), plantulas de cada tratamento foram
inoculadas com 1 ml da suspensdo de Azospirillum brasilense SP 245 (BR 11005)
(concentracdo de 10° UFC ml™) (AZ); 1 ml da suspensio de Microvirga vignae BR 3299
(concentracio de 10° UFC ml') (MV); e sem adi¢io de inoculante, sendo designado de
tratamento Controle (CO) (Figura 18).

As estirpes bacterianas foram adquiridas na Embrapa Agrobiologia, Seropédica/RJ e
posteriormente foram cultivadas em erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio de
cultivo DYGS liquido previamente esterilizado e com pH ajustado para 6,8 antes da
autoclavagem (Dobereiner et al., 1999), pelo periodo de 48 horas a 30°C e sob agitagdo
constante de 125 rpm. A quantidade de células foi determinada através de dilui¢Ges seriadas e
contagem de unidades formadoras de coldnias (UFCs) no periodo entre 36-48 horas até
resultar em concentra¢des bacterianas de ~ 10% células ml”, que foram entio usadas para
inoculacdo. Para inoculagdo utilizou-se seringas descartaveis e a suspensdo foi aplicada ao
redor do colo das plantas (Ferrari et al. 2018).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
3x4, sendo o fator A, inoculacao da suspensdo de Azospirillum brasilense (AZ), inoculagao da
suspensdo de Microvirga vignae (MV) e auséncia de inoculagdo (CO) e o fator B, os meios de
cultura MS, PE, KL e BG, usados para a produ¢do de mudas. Foram feitas quatro repetigoes,
sendo considerada uma bandeja de polipropileno contendo seis células com uma planta cada,
uma repeticdo, totalizando assim 288 plantas. As plantas permaneceram na casa de vegetagao
por mais 92 dias, totalizando 120 dias (28 dias + 92 dias), quando entdo avaliou-se o
percentual de sobrevivéncia (SB), a massa fresca total (MFT), o numero de folhas (NF), o
comprimento da maior folha (CMF), o numero de raiz (NR) e o comprimento da maior raiz
(CMR) . Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e a comparagdo das
médias ao teste estatistico de Tukey, com intervalo de confianca de 1%, com auxilio do

software SISVAR 5.6 (Ferreira, 2014).
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Figura 18. Mudas de Cattleya walkeriana em aclimatiza¢do sendo inoculadas: suspensao de
bacteria (A); Inoculagdo com 1,0 ml da suspensdo bacteriana no colo da raiz (Seropédica,

2018).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia (ANAVA) mostrou que nao houve diferenca significativa,para
o fator interacdo (meio de cultura versus inocula¢do), também ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para o fator inoculag¢@o, havendo resultado significativo apenas
para o fator meio de cultura, pelo teste F a 1%, para todas as varidveis analisadas. Portanto, a
analise estatistica mostrou que pelo menos um dos meios de cultura utilizado durante a fase de
propagacdo in vitro influenciou nos resultados de todas as varidveis analisadas durante a
aclimatizacdo das plantulas independentemente da presenca e/ou auséncia de inoculagdo

(Tabela 7).

Tabela 7. Resultado da analise de variancia (ANAVA) para os parametros avaliados, apos

quatro meses de aclimatizagdo das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner produzidas in

Vitro.
Fat Variaveis Analisadas
atores SB (%) MFT (g) NF (unid) CMF (cm) NR (unid.) CMR (cm)
Inoculacio (A) ns ns ns ns ns ns
Meios de Cultura (B) * * * * * *
Interagﬁo (AXB) ns ns ns ns ns ns
Média Geral 82.60 1.51 3.88 2.00 4.35 4.93
CV (%) 16.99 30.71 21.37 17.67 23.85 18.51

*resultado significativo no teste F a 1%; ns — resultado ndo significativo no teste F a 1%.
Percentual de sobrevivéncia (SB); Massa Fresca Total (MFT); Numero de Folhas (NF); Comprimento da Maior
Folha (CMF); Numero de Raiz (NR); Comprimento da Maior Raiz (CMR).

Os resultados da comparacao das médias pelo teste de Tukey a 1% estdo expressos na

Tabela .

Tabela 8. Teste de média para as variaveis analisadas apos quatro meses de aclimatizacao de

plantulas de Cattleya walkeriana Gardner cultivadas in vitro em diferentes meios de cultura.

Média das Variaveis Analisadas*

Meios de Cult
SIS G TSB (%) MFT (2) NF (unid) CMF (cm) NR (unid) CMR (cm)

MS 62.5b 0.94 bc 3.84b 1.65c 3.29b 4.64 bc
PE 73.58b  0.61c 3.05b 1.26 ¢ 3.00b 3.50 ¢
KL 95.75a 146D 346D 2.16b 4320 5.25 ab
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BG 98.58a 3.03a 520a 294 a 6.78 a 6.34a

Média Geral 82.60 1.51 3.88 2.00 4.35 4.93

* médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.

Percentual de sobrevivéncia (SB); Massa Fresca Total (MFT); Numero de Folhas (NF); Comprimento da Maior
Folha (CMF); Numero de Raiz (NR); Comprimento da Maior Raiz (CMR).

O meio BG mostrou resultados superiores para todos os parametros analisados, com
excecdo aos parametros percentual de sobrevivéncia (% SB) e comprimento da maior raiz
(CMR), cujo meio KL apresentou médias estatisticamente iguais ao meio BG. J& os meios MS
e PE apresentaram, entre si, resultados estatisticamente iguais para todos os pardmetros. O
meio KL apresentou resultado estatisticamente similar ao meio MS para a varidvel massa
fresca total (MFT), sendo superior ao meio PE. No entanto, para variavel nimero de folhas
(NF), comprimento da maior folha (CMF) e numero de raiz (NR) o meio KL ndo diferiu
estatisticamente dos meios MS ¢ PE.

Na Tabela 9 tém-se os resultados da comparagdo das médias pelo teste de Tukey a 1%
para os meios de cultura dentro de cada tratamento do fator inoculagao.

Em auséncia de inoculacdo, o meio BG mostrou resultado superior para a variavel
MFT, CMF e NR, nio diferindo estatisticamente do meio KL e PE para a variavel SB e dos
meios MS, PE e KL para varidvel NF. Para varidvel CMR os meios BG, KL e MS
apresentaram resultados similares, contudo os meios KL ¢ MS também nao diferiram do meio
PE, este que apresentou média inferior ao meio BG. Quando na presencga de inoculagdo com
Azospirillum brasilense (AZ), estatisticamente, ndo houve diferenca entre as médias das
variaveis SB e NF dos diferentes meios de cultura utilizados. Entretanto, o meio BG se
mostrou superior aos demais meios quanto a variavel MFT, para essa mesma varidvel os
demais meios foram similares. Para variavel CMF os meios BG e KL ndo diferiram
estatisticamente entre si, contudo o meio KL também se mostrou similar ao meio MS, que por
sua vez nao diferiu do meio PE. Quanto a variavel NR os meios BG ¢ KL também nao
diferiram estatisticamente entre si, mas o meio KL apresentou resultados estatisticamente
iguais aos meios MS e PE. Para variavel CMR os meios MS, KL e BG ndo diferiram
estatisticamente entre si, contudo os meios MS e KL também se mostraram similar ao meio
PE.

Na presenga de inoculacdo com Microvirga vignae (MV), estatisticamente, ndo houve

diferenca entre as médias da variavel CMR em fun¢do aos diferentes meios de cultura
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utilizados durante a fase de cultivo in vitro. Entretanto, o meio BG mostrou resultados
superiores para a varidvel MFT, CMF e NR. Os meios MS, PE e KL ndo diferiram entre si
para a variavel MFT e NR. Quanto a varidvel NF os meios BG ¢ MS nao diferiram
estatisticamente entre si, contudo, o meio MS também ndo diferiu estatisticamente dos meios
KL e PE, estes que mostraram resultados inferiores aqueles obtidos com o meio BG. Para
variavel SB os meios BG, KL e PE nao diferiram estatisticamente entre si, porém, os meios
KL e PE também se mostraram similares ao meio MS, este que apresentou resultados
inferiores aos do meio BG. Em se tratando da varidvel CMF o meio KL mostrou resultado
estatisticamente igual ao meio PE, este que por sua vez nao diferiu do meio MS, meio que se

mostrou inferior ao meio KL para essa variavel.

Tabela 9. Teste de média para as varidveis analisadas ap6s 120 dias de aclimatizagdo de
plantulas de Cattleya walkeriana Gardner cultivadas in vitro, comparacao das médias dentro

de cada tratamento do fator inoculagao.

Fatores M¢édia das Variaveis Analisadas*
l\é‘zﬁzr‘;e Inoculagio SB (%) MFT (g) NF (unid.) CMF (cm) NR (unid.) CMR (cm)
MS CcO 5425b 1.00b 4.08 ab 2.05b 349b 4.87 ab
PE CO 79.25ab 0.51b 2.87b 1.15¢ 3.03b 3.09b
KL CO 95.75a 1.36b 3.34 ab 2.11b 397b 4.97 ab
BG CO 100.00a 3.14a 525a 3.03a 6.83 a 6.33a
Média 82.31 1.50 3.89 2.08 4.33 4.82
MS AZ 70.75a 0.89b 341 a 1.5bc 2.58b 4.80 ab
PE AZ 62.50a 0.62b 342 a 1.25¢ 3.38b 3.34b
KL AZ 95.75a 1.51b 383a 2.15ab 4.56 ab 5.29 ab
BG AZ 95.75a 293a 493 a 271 a 6.50 a 6.46 a
Média 81.19 1.49 3.89 1.90 4.25 4.97
MS MV 62.50b 092b 4.02 ab 140 ¢ 3.79b 4.24 a
PE MV 79.00ab 0.71b 2.85b 1.37 be 2.60b 4.08 a
KL MV 95.75ab 1.51b 321b 2.22b 443b 5.50a
BG MV 100.00a 3.0la 542 a 3.08a 7.00 a 6.23 a
Média 84.31 1.54 3.87 2.02 4.46 5.01

* médias seguidas da mesma letra na coluna dentro de um mesmo tratamento do fator inoculagdo ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

MS - Murashige ¢ Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.

Percentual de sobrevivéncia (SB); Massa fresca total (MFT); Numero de folhas (NF); Comprimento da maior

folha (CMF); Numero de raiz (NR); Comprimento da maior raiz (CMR).
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Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae
(MV).

Galdiano Junior (2009) promoveu a inoculagdo das bactérias Bacillus sp.,
Enterobacter sp., Burkholderia sp., Curtobacteria sp., (rizobactérias produtoras de AIA que o
autor verificou que naturalmente habitam o velame de Cattleya walkeriana Gardner do acervo
da casa de vegetacdo do Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas do
Departamento de Tecnologia — FCAV/UNESP), o autor verificou que os isolados de
Enterobacter sp. e de Bacillus sp. mostraram-se promissores para a promog¢ao de crescimento
desta espécie orquidacea durante a fase ex vitro de plantulas obtidas de maneira assimbidtica,
com percentual de sobrevivéncia superior ao tratamento testemunha, entretanto os isolados
Burkholderia sp. e Curtobacteria sp. ndo foram eficientes para a sobrevivéncia e promogao de
crescimento durante a aclimatizacao das plantulas.

Embora alguns estudos (VIEIRA et al. 2017; GOMES et al. 2016; SPOLAOR et al.
2016; SOUZA et al. 2015; COSTA et al. 2014) ja comprovaram os beneficios que a
inoculacdo com as bactérias Azospirillum brasilense, Microvirga vignae, entre outras,
proporcionam as mais variadas culturas, como soja, milho, trigo, feijdo, arroz, etc., alguns
autores verificaram auséncia de efeito ou até mesmo efeito negativo da inoculagcdo com
algumas bactérias. Santos et al. (2016) verificaram que a inoculagdo da bactéria Azospirillum
brasilense no tratamento de semente nao trouxe mudanga significativa na qualidade industrial
e fisiologica de trigo. Corassa et al. (2013) verificaram que a inoculagdo de sementes de trigo
com Azospirillum brasilense quando ndo associada a adubagdo nitrogenada, acarretou no
declinio no rendimento de graos. Amaral et al. (2017) também verificaram que na cultura de
arroz o efeito da inoculacdo com bactérias depende da variedade e da dose de N utilizada.
Neste trabalho, a inoculagdo com as bactérias Azospirillum brasilense e Microvirga vignae
parece ndo ter ocasionado efeito positivo e/ou negativo as plantulas, uma vez que,
estatisticamente esses tratamentos nao diferiram do tratamento com auséncia de inoculagao
(Controle).

Os resultados seguem abaixo representados graficamente. Nas Figuras 19, 21, 23, 25,
27 e 29 temos, respectivamente, os resultados das médias para as variaveis SB, MFT, NF,
CMF, NR e CMR por tratamento dentro do fator meio de cultura. E nas Figuras 20, 22, 24,
26, 28 e 30 temos, respectivamente, os resultados das médias para as variaveis SB, MFT, NF,

CMF, NR e CMR por tratamento dentro do fator inoculacao.
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Figura 19. Percentual de sobrevivéncia (SB) por tratamento do Fator B das mudas de
Cattleya walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdio em casa de vegetagdo.

Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média das 12 repeti¢des para cada tratamento dentro do fator meio de cultura.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”. Barra de erro padrio.
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Figura 20. Percentual de sobrevivéncia (SB) por tratamento do Fator A das mudas de

Cattleya walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdio em casa de vegetagdo.

Seropédica, 2018.
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*Médias seguidas pela mesma letra dentro de um mesmo tratamento do fator inocula¢do ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade. Barra de erro padrdo.

Os dados representam a média geral das quatro repeti¢des dentro de cada tratamento do fator inoculagdo.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.

Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae
(MV).
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Figura 21. Massa fresca total (MFT) por tratamento do fator B das mudas de Cattleya
walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagcdo em casa de vegetacdo. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.
Os dados representam a média das 12 repeti¢cdes para cada tratamento dentro do fator meio de cultura.
MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”. Barra de erro padrio.
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Figura 22. Massa fresca total (MFT) por tratamento do fator A das mudas de Cattleya
walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacdo. Seropédica, 2018.
*Médias seguidas pela mesma letra dentro de um mesmo tratamento do fator inoculagdo ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade. Barra de erro padréo.

Os dados representam a média geral das quatro repeti¢des dentro de cada tratamento do fator inoculacao.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters®; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.

Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae

(MV).
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Figura 23. Numero de folhas (NF) por tratamento do fator B das mudas de Cattleya
walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacdo. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.
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Os dados representam a média das 12 repeti¢des para cada tratamento dentro do fator meio de cultura.
MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”. Barra de erro padrio.
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Figura 24. Numero de folhas (NF) por tratamento do fator A das mudas de Cattleya

walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacdo. Seropédica, 2018.
*Médias seguidas pela mesma letra dentro de um mesmo tratamento do fator inoculagdo ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade. Barra de erro padréo.

Os dados representam a média geral das quatro repeti¢des dentro de cada tratamento do fator inoculagéo.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters®; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.

Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae

(MV).
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Figura 25. Comprimento da maior folha (CMF) por tratamento do fator B das mudas de
Cattleya walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdio em casa de vegetagdo.

Seropédica, 2018. Barra de erro padrio.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.
Os dados representam a média das 12 repeticdes para cada tratamento dentro do fator meio de cultura.
MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de

cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Figura 26. Comprimento da maior folha (CMF) por tratamento fator A das mudas de Cattleya

walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacdo. Seropédica, 2018.
*Médias seguidas pela mesma letra dentro de um mesmo tratamento do fator inoculagdo ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade. Barra de erro padrdo.

Os dados representam a média geral das quatro repetigdes dentro de cada tratamento do fator inoculagao.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.

Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae

(MV).
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Figura 27. Numero de raiz (NR) por tratamento (Fator B) das mudas de Cattleya walkeriana

Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetagdo. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média das 12 repeti¢des para cada tratamento dentro do fator meio de cultura.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de

cultura supriemento B&G Orchidées”. Barra de erro padréo.
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Figura 28. Numero de raiz (NR) por tratamento do fator A das mudas de Cattleya walkeriana

Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacao. Seropédica, 2018.
*Médias seguidas pela mesma letra dentro de um mesmo tratamento do fator inoculagdo ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade. Barra de erro padrdo.

Os dados representam a média geral das quatro repetigdes dentro de cada tratamento do fator inoculag@o.
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MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.
Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagcdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae

(MV).
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Figura 29. Comprimento da maior raiz (CMR) por tratamento do fator B das mudas de
Cattleya walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacao.

Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.

Os dados representam a média das 12 repeti¢cdes para cada tratamento dentro do fator meio de cultura.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™™ Laranja; BG - Meio de

cultura supriemento B&G Orchidées®. Barra de erro padrio.
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Figura 30. Comprimento da maior raiz (CMR) por tratamento do fator A das mudas de
Cattleya walkeriana Gardner apds 120 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacdo.

Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra dentro de um mesmo tratamento do fator inoculagdo ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade. Barra de erro padrdo.

Os dados representam a média geral das quatro repeti¢des dentro de cada tratamento do fator inoculacao.

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.

Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae

(MV).

Em se tratando do percentual de sobrevivéncia obtido, podemos considerar que houve
grande eficacia na etapa de aclimatiza¢do, uma vez que os percentuais de sobrevivéncia,
independentemente do tratamento do fator inoculagdo, foram de 62.50% para plantulas
provenientes de cultivo in vitro no meio MS, 73.58% para plantulas provenientes de cultivo in
vitro no meio PE, 95.75% para plantulas provenientes de cultivo in vitro no meio KL e de
98.58% para plantulas provenientes de cultivo in vitro no meio BG. Os resultados relativos a
porcentagem de sobrevivéncia observados nesse trabalho se aproximam aos obtidos por
Galdiano-Junior et al. (2011). Estes autores obtiveram o seguinte percentual de sobrevivéncia
ao final de 90 dias de aclimatizagdo de plantulas de Cattleya walkeriana  Gardner
provenientes de cultivo in vitro em meio Murashige e Skoog (1962) e inoculadas com
rizobactérias em casa de vegetagdo: Bacillus (80%), Burkholderia (57.5 %), Enterobacter

(75.5%), Curtobacterium (55%) e na auséncia de inoculagao (60%).
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Entretanto, Colombo et al. (2005) verificaram que dentre os substratos por eles
testados, o Sphagnum spp. foi o substrato que proporcionou a menor taxa de sobrevivéncia de
plantulas de um hibrido de Cattleya. Dorneles e Trevelin (2011) obtiveram apenas 53% de
sobrevivéncia das plantulas de Cattleya intermedia aclimatizadas em substrato de Sphagnum
spp., esses autores relataram que algumas plantulas apresentaram intolerdncia a umidade
excessiva, senescendo devido ao apodrecimento de suas raizes, fato que também se observou
neste experimento. Ademais, as bactérias do género Azospirillum spp. € Microvirga spp. sao
aerobias, assim alguns estudos indicam que o excesso de dgua no substrato, pode influenciar
negativamente na eficiéncia das mesmas, pela ocorréncia de morte, de dorméncia ou
diminuicao da capacidade de fixacao de nitrogénio (VIEIRA ef al. 2017; SOUZA et al. 2015).

O Sphagnum spp. ¢ um dos substratos mais indicado para aclimatiza¢do de orquideas,
uma vez que o estresse hidrico pds cultivo in vitro ¢ um dos fatores preponderantes na
sobrevivéncia das plantas, a alta capacidade de reten¢do de umidade proporcionada por este
substrato leva ao bom desempenho de sobrevivéncia das plantas aclimatizadas, entretanto,
questdes ambientais t€ém gerado um aumento na pesquisa por substratos alternativos.

No Brasil, a coleta de Sphagnum spp. na natureza ¢ proibida pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), sendo o Sphagnum spp.
importado de turfas chilenas, o que agrega alto custo ao substrato (ZANDONA et al.2014;
DORNELES e TREVELIN, 2011; LONE et al. 2008). Além do substrato, as condigdes
ambientais na casa de vegetacdo foram mantidas dentro da faixa para a espécie, conforme
valores descritos por Menezes (2011), sendo a umidade relativa do ar entre 70-80% e a
temperatura média de 28 °C e radiacdo média de 16.700 lux.

Na Tabela 10 podemos analisar os resultados das variaveis biométricas obtidos antes e
depois da aclimatiza¢do das mudas, houve aumento das médias das variaveis MFT e CMR
apos o periodo de aclimatizacdo das mudas provenientes de todos os meios de cultura
utilizados. Entretanto, para as demais variaveis, houve queda nos valores médios apds a
aclimatizacdo, exceto para as plantulas provenientes do cultivo em meio BG. Estas
mantiveram a média para variavel NF e NR, apds aclimatizacdo, praticamente igual a média
inicial, ou seja, antes da aclimatizacdo e médias superiores para as varidveis CMF e CMR
ap6s o periodo de aclimatizacdo. A queda do valor médio em algumas variaveis pode ser
devido ao estresse sofrido pelas plantulas durante a fase de aclimatiza¢do, resultados
semelhantes foram observados por Dorneles e Trevelin (2011) na aclimatizacdo de Cattleya

intermedia, cujo substrato utilizado também foi o Sphagnum spp. Estes autores observaram
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que o nimero médio de folhas e de raiz e o comprimento médio de folhas e de raiz sofreram
reducdo ao longo do tempo de aclimatizagdo. Assim, estes resultados refor¢am que as plantas
cultivadas in vitro do meio BG tiveram melhor desempenho durante a fase de aclimatizagao
que aquelas provenientes dos demais meios de cultura, uma vez que nao houve redu¢ao nos

valores médios de nenhuma das variaveis analisadas.

Tabela 10. Resultado das variaveis analisadas antes (in vitro) e depois (ex vitro) da

aclimatizac¢ao das mudas de Cattleya walkeriana Gardner.

Média das variaveis analisadas
MFT (g) NF (unid.) CMF (cm) NR (unid.) CMR (cm)

Meios de Cultura

MS in vitro 0.48 6.89 1.71 6.70 2.56
MS ex vitro 0.94 3.84 1.65 3.29 4.64
PE in vitro 0.47 4.47 1.20 4.53 2.73
PE ex vitro 0.61 3.05 1.26 3.00 3.50
KL in vitro 1.03 4.94 2.09 7.89 3.99
KL ex vitro 1.46 3.46 2.16 4.32 5.25
BG in vitro 0.93 5.35 2.39 6.78 4.74
BG ex vitro 3.03 5.20 2.94 6.78 6.34

MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters™; KL - Fertilizante Kristalon™ ™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées”.
Massa fresca total (MFT); Numero de folhas (NF); Comprimento da maior folha (CMF); Numero de raiz (NR);

Comprimento da maior raiz (CMR).

O meio de cultura BG utilizado possui 10 g.L”" de sacarose e 1 g.L"' de carvio ativado
a mais que os demais meios de cultura utilizados, fato que, além da propria concentragdo de
macro e micronutrientes, pode ter influenciado nos resultados obtidos.

Contudo, Silva et al. (2014) testaram diferentes concentracdes de sacarose (0, 15, 30 e
45 g.L'") em meio composto pelos sais do meio Murashige e Skoog (1962) no cultivo in vitro
de Cattleya walkeriana Gardner e obtiveram melhores resultados com emprego de 20 g.L'1 de
sacarose, estas apresentaram maior crescimento, bem como a maior espessura do mesofilo.
Dignart et al. (2009) também testaram o meio Murashige e Skoog (1962) com diferentes
concentracdes de sacarose (0, 15 ¢ 30 g.L™") na propagacio de Cattleya walkeriana Gardner e
verificaram que estatisticamente as concentragdes de 15 e 30 gL’ de sacarose ndo
interferiram nos resultados das variaveis biométricas analisas.

Torres et al. (2010) verificaram que plantulas de Cattleya labiata propagadas in vitro
em meio contendo 20 gL' de sacarose foram mais resistentes ao processo de aclimatizagdo

ex vitro, apresentando maior taxa de sobrevivéncia quando comparadas as do mesmo meio de
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cultura utilizado s6 que contendo 30 g.L™' de sacarose. Correia ef al. (2012) constataram que a
auséncia de sacarose no meio de cultura favorece o desenvolvimento de plantulas de Cattleya
labiata tanto sob condicdes in vitro como em telado, além da maior porcentagem de
sobrevivéncia na aclimatizagao.

Faria et al. (2002) testaram o meio Murashige e Skoog (1962) modificado com a
metade da concentragdo dos macronutrientes e suplementado com 1, 2, 4 ¢ 6 gL' de carvio
ativado na propagacdo in vitro de Cattley walkeriana e concluiram que a adicdo de 2 g. L' de
carvao ativado ao meio de cultura foi a mais benéfica para a propagacdo da espécie.
Galdiano-Junior et al. (2009) testaram diferentes concentragdes de carvao ativado (0; 0,5; 1,0
e 2,0 g L") em meio Murashige e Skoog (1962) modificado com a metade da concentragio
dos macronutrientes e também verificaram que a adigdo de 2,0 gL de carvio ativado no
meio nutritivo favoreceu maior crescimento in vifro € maior porcentagem de sobrevivéncia ex
vitro de plantas de Cattleya loddigesii. Além desses, outros autores, entre eles Guson et al.
(2012), Chapla et al. (2009), Morales et al. (2006) e Prizao (2006) também constataram
beneficios do uso do carvao ativado para a cultura in vitro de orquideas.

Como nos resultados obtidos do cultivo in vitro o meio KL contendo ¢ 1,0 g.L" de
carvio ativado e o meio BG contendo 2,0 g.L™! ndo diferiram entre si, esperava-se que ambos
também tivessem o mesmo desempenho durante a aclimatizag¢do, contudo isso ndo ocorreu, €
outros fatores também podem ser responsaveis por esses resultados, como a prépria
concentragdo de macro e micronutrientes presentes em cada um desses meios de cultura. Por
exemplo, o macronutriente calcio (Ca) ndo faz parte da composi¢do do meio KL, embora seja
um elemento essencial para as plantas. Segundo Fernandes (2006) na deficiéncia de Ca as
plantas tendem a apresentar limitado crescimento do sistema radicular, podendo as raizes
escurecer e apodrecerem, mas ndo foi o que se observou nas plantas cultivadas no meio KL,
que, pelo contrario, apresentaram a maior média para a varidvel NR durante cultivo in vitro e
segunda maior média para a variavel CMR durante a aclimatizagao.

Deste modo, torna-se muito dificil apontar se houve uma interferéncia da
concentracdo de sacarose, carvao ativado ou se foi mesmo o balango de macro e
micronutrientes presentes nesses meios de cultura os responsaveis pelos resultados obtidos
durante a aclimatizagcdo das plantulas. Mas, independentemente desse fato, o meio BG foi o
que apresentou melhores resultados durante a aclimatizacdo das plantulas de Cattleya
walkeriana Gardner. Também, hd de se ressaltar que os resultados obtidos com o meio

alternativo KL e PE foram muito promissores, sendo observados com o uso do meio KL
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resultados estatisticamente mais eficientes (varidveis SB e CMF) ou similares (variaveis
MFT, NF, NR ¢ CMR) aos obtidos com o meio MS durante a aclimatizacdo das plantas e
todos os resultados obtidos com o meio PE foram estatisticamente similares aos obtidos com
meio MS.

As diferencgas visuais no desenvolvimento das plantulas provenientes de diferentes
meios de cultivo e inocula¢do durante aclimatizagdo por quatro meses podem ser observadas

na Figura 31.
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Figura 31. Plantulas de Cattleya walkeriana Gardner ap6s 240 dias de aclimatiza¢do em casa

de vegetagdo nos diferentes tratamentos. Seropédica, 2018.
MS - Murashige e Skoog (1962); PE - Fertilizante Peters®; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de
cultura suprimento B&G Orchidées®

Auséncia de inoculag@o (CO); Inoculagdo com Azospirillum brasilense (AZ); Inoculagdo com Microvirga vignae
(MV).
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4. CONCLUSOES

1) O meio de cultura suprimento B&G Orchidées® ¢ o mais indicado na propagacio in
vitro das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner, permitindo obter plantas mais
desenvolvidas durante a etapa de aclimatizagao;

2) A inoculacdo com Azospirillum brasilense e Microvirga vignae nao promoveu
melhorias no desenvolvimento das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner durante etapa de

aclimatizacao.
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CAPITULO 111

COMPARACAO ENTRE OS MEIOS DE CULTURA KRISTALON
LARANJA E SUPRIMENTO B&G ORCHIDEES® NO
DESENVOLVIMENTO IN VITRO E EX VITRO DE Cattleya walkeriana

Gardner
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RESUMO

No intuito de contribuir para obtencao de mudas de qualidade, por meio da indicagdo de um
meio de cultura eficiente na promog¢ao do crescimento das plantulas, protocormos de Cattleya
walkeriana Gardner foram subcultivados in vitro em dois diferentes meios de cultura,
denominados KL (Fertilizante Kristalon™™ Laranja) e BG (Meio de cultura suprimento B&G
Orchidées™). Apos 240 dias de cultivo in vitro, as plantulas de cada tratamento foram
retiradas dos frascos e foram avaliadas as varidveis: massa fresca total (MFT), comprimento
da parte aérea (CPA), nimero de folhas (NF), nimero de raiz (NR), comprimento da maior
raiz (CMR) e o pH dos meios de cultura ao final do subcultivo (pHgpa). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) com dois tratamentos e 12 repeti¢des,
sendo considerado cada frasco uma repeti¢do, contendo 4 protocormos/frasco, totalizando ao
final 96 plantulas. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a comparacao
das médias ao teste estatistico de Tukey, com intervalo de confianga de 1%. Em seguida, as
plantulas obtidas foram levadas para aclimatizagdo em casa de vegetacdo onde permaneceram
por 120 dias. O substrato utilizado foi o Sphagnum e o sistema de irrigacdo foi do tipo
nebulizacdo intermitente. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC)
com dois tratamentos e oito repeticdes, sendo cada repeticdo com seis plantas/bandeja de
polipropileno, totalizando assim 96 plantas. Completados os 120, avaliou-se o percentual de
sobrevivéncia (SB), a massa fresca total (MFT), o nimero de folhas (NF), o comprimento da
maior folha (CMF), o nimero de raiz (NR) e o comprimento da maior raiz (CMR). Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e a comparagao das médias ao teste
estatistico de Tukey, com intervalo de confianga de 1%. Tanto na etapa in vitro quanto na
etapa ex vitro, com exce¢do ao parametro CMR, a andlise de varidncia mostrou resultado
significativo para todas as varidveis analisadas, e posteriormente, o teste de média aplicado
demonstrou que as médias do tratamento BG se mostraram superiores as dos tratamentos KL
para todos esses parametros. Pode-se concluir que o meio de cultura BG ¢ o mais indicado
para o cultivo in vitro de Cattleya walkeriana Gardner, sob as condigdes deste experimento.
Os dois meios de cultura testados apresentaram redugdo significativa do pH ao final do
subcultivo, o que reforca a necessidade de outros estudos a cerca dessa variavel. Deste modo,
constatou-e que os maiores teores de sacarose e/ou carvao ativado no meio de cultura a base
de Fertilizante Kristalon"™ Laranja parecem interferir de forma negativa no desenvolvimento
das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner.

Palavras-chave: propagacao in vitro, sacarose, carvao ativado.
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ABSTRACT

In order to contribute to obtaining quality seedlings, by means of an efficient culture medium
to promote seedling growth, Cattleya walkeriana Gardner protocorms were subcultured in
vitro in two different culture media, called KL (Kristalon™ Orange Fertilizer ) and BG (B&G
Orchidées® supply culture medium). After 240 days of in vitro cultivation, the seedlings of
each treatment were removed from the flasks and the following variables were evaluated: total
fresh mass (MFT), shoot length (CPA), leaf number (NF), root number (NR), the length of the
largest root (CMR) and the pH of the culture medium at the end of the subculture (pHgina).
The experimental design was completely randomized (DIC) with two treatments and 12
replicates, each vial being considered one replicate, containing 4 protocorms/vial, totalizing at
the end 96 seedlings. The data were submitted to analysis of variance and the comparison of
the means to the statistical test of Tukey, with a confidence interval of 1%. Then, the
seedlings obtained were taken to acclimatization in a greenhouse where they remained for 120
days. The substrate used was Sphagnum and the irrigation system was of the intermittent
nebulization type. The experimental design was the completely randomized (DIC) with two
treatments and eight replications, each replicate with six plants / polypropylene tray, totaling
96 plants. After completing the 120, the percentage of survival (SB), total fresh mass (MFT),
leaf number (NF), leaf length (CMF), root number (NR) and length of the largest root (CMR).
The data were submitted to analysis of variance and the comparison of the means to the
statistical test of Tukey, with a confidence interval of 1%. In both the in vitro and ex vitro
stages, with the exception of the CMR parameter, the analysis of variance showed a
significant result for all the analyzed variables, and later, the applied mean test showed that
the means of the BG treatment were higher than the KL treatments for all these parameters. It
can be concluded that the BG culture medium is most suitable for the in vitro culture of
Cattleya walkeriana Gardner, under the conditions of this experiment. The two culture media
tested showed a significant reduction of pH at the end of the subculture, which reinforces the
need for other studies about this variable. Thus, it was found that the higher levels of sucrose
and/or activated carbon in the culture medium based on Kristalon™ Orange Fertilizer seem to
interfere negatively in the development of Cattleya walkeriana Gardner seedlings.

Keywords: in vitro propagation, sucrose, activated carbon.
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1. INTRODUCAO

A espécie Cattleya walkeriana Gardner ¢ endémica do Brasil e esta entre as espécies
ameacadas de extingao na natureza (CNCFLORA, 2018). O elevado valor ornamental da
espécie a torna alvo de coletas irregulares, o que, aliado a redugdo de habitats e
consequentemente dos seus hospedeiros, contribui para a diminui¢do das populacdes naturais
(MENEZES, 2011). Deste modo, a propagacao de orquideas in vitro tem sido uma valiosa e
eficiente ferramenta para a produgdo dessas plantas, contribuindo para aumentar a produgao
de mudas, reduzindo seu custo e contribuindo para salvar muitas espécies de orquideas da
extingdo (SASAMORI et al. 2014; SCHNEIDERS et al. 2012; UNEMOTO et al. 2007).
Entretanto, ainda ndo existe um meio de cultura Unico que seja ideal para o balango
nutricional de diferentes espécies de orquideas cultivadas in vitro, uma vez que cada espécie
possui distintas exigéncias nutricionais (FREITAS et al. 2014).

Por falta de informagdes em relacdo a nutricdo dessas plantas, os orquicultores
empregam meios de cultivo complexos, com diversos nutrientes e componentes, cOmo carvao
ativado, sacarose, vitaminas, fitoreguladores, etc., onerando os custos desta forma de
propagacdo (MORAES et al. 2009; VENTURA, 2002). Ademais, ha muitos resultados
controversos na literatura, em certas combinac¢des de componentes do meio e condi¢des de
cultivo, os resultados tém sido bem-sucedidos, enquanto em outras nao ha éxito (FREITAS et
al. 2014; VENTURA, 2002). De acordo com Moraes ef al. (2009) a resposta as condi¢gdes do
cultivo in vitro varia fortemente entre géneros, espécies, cultivares e até mesmo plantas de um
mesmo genotipo quando cultivadas sob diferentes condigdes ambientais. Em geral, ¢ dificil
definir os motivos pelos quais certas combinagdes de meio e condigdes de cultivo obtém
sucesso, ao passo que outras fracassam (Ventura, 2002).

Plantas provenientes do cultivo in vitro necessitam de um periodo de aclimatizagao,
trata-se de uma etapa fundamental e muitas vezes considerada limitante para a sobrevivéncia
dos individuos (SASAMORI et al. 2014). Sabe-se que a composicado do meio de cultura
durante a propagacdo in vitro pode interferir nesta etapa, como por exemplo, a concentragao
de sacarose no meio de cultura. Portanto, a formulagdo do meio de cultura ¢ essencial para o
bom desempenho das plantulas, pois possibilita a presenca dos constituintes necessarios
(minerais, vitaminas, reguladores de crescimento, etc.) para seu desenvolvimento (CORREIA

etal. 2012).
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Assim, esse experimento teve como objetivo: 1) avaliar se as diferentes concentracdes
de sacarose ¢ de carvdo ativado nos meios de cultura KL (Fertilizante Kristalon™ Laranja) e
no meio de cultura BG (Meio de cultura suprimento B&G Orchidées®) podem ter
influenciado nos resultados obtidos na propagacao in vitro e na aclimatizacao das plantulas de
Cattleya walkeriana Gardner dos experimentos anteriores, descritos nos Capitulos I e II desta

dissertacao.
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2. MATERIAL E METODOS

No dia 03 de julho de 2018 protocormos que haviam restado do primeiro experimento,
apresentando altura média de 1,0 cm de comprimento (Figura 32), foram subcultivados nos
meios de culturas descritos a seguir:

1. Fertilizante Kristalon™ Laranja (6-12-36) (3 g.L'") - KL

2. Meio de cultura suprimento B&G Orchidées” - BG

Figura 32. Protocormos de Cattleya walkeriana Gardner inoculadas em meio de cultura BG e

KL. Seropédica, 2018.

Neste segundo experimento o meio KL foi suplementado com 2 g.L™' de carvio
ativado (Vetec™), 40 g. L' de sacarose (Isofar”) ¢ 7,5 gL' de agar (Isofar™). No meio BG que
ja vem com sacarose (40 g.L') e carvdo ativado (2 g.L"), também foi acrescentado 7,5 g.L™!
de agar (Tabela 11). Os dois meios tiveram o pH ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adicdo do
agar. Por fim, foram colocados em aparelho micro-ondas até a terceira fervura, quando entao
se transferiu cerca de 30 ml de cada meio para frascos de 268 ml que, posteriormente, foram

esterilizados em autoclave a 121°C, a 1,1 atm, durante 15 minutos.
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Tabela 11. Composi¢do quimica dos meios de cultura Kristalon™ Laranja (KL) e suprimento
B&G Orchidées® (BG) utilizados para o desenvolvimento in vitro de protocormos de Cattleya

walkeriana Gardner.

Composicao nutricional dos Meios de Cultura*

Macronutrientes (%) BG KL
Nitrogénio total (N total) 0,85 6.0
N-Nitrico (NH3") ok 4,5
N-amoniacal (NH;") ok 1,5
Fosforo (P05 0,67 12,0
Potassio (K,0) 2,93 36,0
Célcio (Ca) 0,46 -
Magnésio (Mg) 0,13 3,0
Enxofte (S) 0,30 20,0
Micronutrientes (%) BG KL
Boro (B) 0,0059 0,025
Cobre (Cu) 0,0007 0,01
Ferro (Fe) 0,0176 0,07
Manganés (Mn) 0,0115 0,04
Molibdénio (Mo) 0,0001 0,004
Zinco (Zn) 0,0054 0,025
Demais componentes

Sacarose (g.L") 40,0 40,0
Carvio Ativado (g.L™) 2,0 2,0
Agar-agar (g.L") 7,5 7,5

* conforme informado pelos fabricantes.
** Fabricante informou apenas o percentual de N-total.

Os protocormos foram subcultivados em camara de fluxo laminar, os frascos foram
fechados com tampa pléstica e tiveram suas bordas protegidas com filme PVC, em seguida
estes foram transferidos para sala de crescimento e mantidos sob temperatura média de 25,6
°C (minima de 23,9°C e maxima de 26,6 °C), umidade relativa do ar média de 30.1%

(minima 18% e maxima 50%), fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de

86



aproximadamente 3.000 lux (Luximetro Digital marca Icel modelo Ld 510) pelo periodo de
240 dias, quando foi feita a coleta das plantulas para realizacdo das avaliagdes.

Antes da realizagdo das avaliagdes as plantas obtidas foram retiradas do meio de
cultura e tiveram suas raizes lavadas em agua corrente até¢ a completa eliminagdo do meio de
cultura. Foram avaliados a massa fresca total (MFT), o comprimento da parte aérea (CPA), o
numero de folhas (NF), o nimero de raiz (NR), o comprimento da maior raiz (CMR), o peso
de matéria fresca (PMF) e o pH dos meios de cultura ao final do subcultivo (pHfinal).

Para avaliagdo da MFT foi utilizada balanca eletronica digital de precisao da marca
Bioprecisa modelo FA2104N (Fabricante) com quatro casas decimais, a avaliagdo do CMF e
do CMR foram feitas manualmente com uso de régua graduada em milimetros, ja a avaliagao
do NF e NR também foram feitas manualmente por contagem, em todos os casos as
avaliagOes foram feitas planta por planta, obtendo-se a média de 4 plantas/frasco (repeti¢ao).
Para afericdo do pHgna @ metodologia foi adaptada da Embrapa (1997), a aferi¢ao foi feita em
agua (1: 2,5 v/v), onde o meio de cultura foi homogeneizado com bastdo de vidro, em seguida
10 ml foram transferidos para copo descartavel de 150 ml, em seguida adicionou-se 25 ml de
agua destilada deionizada e agitou-se com bastdo de vidro, lavando-se ao passar de uma
amostra para outra. Deixou-se em repouso por 1 hora e em seguida agitou-se novamente com
bastdo de vidro, sendo feita a afericdo de pH com uso de eletrodo combinado imerso em
suspensao, a leitura foi feita em temperatura ambiente. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado (DIC) com dois tratamentos e 12 repeti¢des, sendo considerado cada
frasco uma repeti¢do, contendo 4 protocormos/frasco, totalizando ao final 96 plantulas. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a comparagdo das médias ao teste
estatistico de Tukey, com intervalo de confianca de 1%, com auxilio do software SISVAR 5.6

(Ferreira, 2014).

o Aclimatizacao

Ao término das avaliagdes biométricas as plantulas obtidas in vitro foram
transplantadas para bandejas de polipropileno com seis células cada, totalizando dezesseis
bandejas (oito bandejas por tratamento), o substrato utilizado foi o Sphagnum spp. As
plantulas permaneceram no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto de
Agronomia da UFRRJ (LCTV-IA/UFRRJ) por uma semana e em seguida foram levadas para

casa de vegetacdo. O sistema de irrigacdo utilizado foi do tipo nebulizag¢do intermitente, sendo
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controlada automaticamente através do controlador e indicador digital de umidade e
temperatura Full gauge modelo MT-530 super (Fabricante), quando a umidade relativa do ar
no ambiente ¢ < 70% o sistema ¢ acionado, permanecendo em funcionamento pelo tempo de
cinco minutos ou até que a umidade atinja 80%. A temperatura média na casa de vegetacao
foi de 28°C, uma vez que o sistema de exaustdo de ar da estufa também ¢ controlado pelo
mesmo sistema, sendo o mesmo acionado quando a temperatura atinge 30°C, e permanece em
funcionamento até que a temperatura baixe ou que o sistema de irrigagdao seja acionado.
Ambos os sistemas, irrigacao por nebulizacdo intermitente e exaustdo de ar, ndo funcionam
simultaneamente. A intensidade luminosa média foi medida durante o periodo de
aclimatizacao com aparelho Luximetro Digital da marca Icel modelo L.d 510.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com oito repeti¢des,
sendo considerada uma bandeja de polipropileno contendo seis células com uma planta cada,
uma repeticdo, totalizando assim 96 plantas. As plantas permaneceram na casa de vegetacao
por 113 dias, totalizando 120 dias em condi¢des ex vitro (7 dias + 113 dias), quando entdo
avaliou-se o percentual de sobrevivéncia (SB), a massa fresca total (MFT), o niumero de
folhas (NF), o comprimento da maior folha (CMF), o nimero de raiz (NR) e o comprimento
da maior raiz (CMR). Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e a
comparac¢do das médias ao teste estatistico de Tukey, com intervalo de confianga de 1%, com

auxilio do software SISVAR 5.6 (Ferreira, 2014).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o experimento in vitro, com exce¢do ao parametro CMR a analise de variancia
(ANAVA) mostrou resultado significativo para todos os demais parametros avaliados, e
posteriormente, o teste de média aplicado demonstrou que as médias do tratamento BG se
mostraram superiores as dos tratamentos KL para todos esses parametros. Na Tabela 12
podemos observar o resumo da andlise da comparacdo das médias pelo teste de Tukey a 1%

de significancia das variaveis MFT, NF, CMF, NR e pHgpa, para os tratamentos KL e BG.

Tabela 12. Médias da massa fresca total (MFT), numero de folhas (NF), comprimento da
maior folha (CMF), nimero de raiz (NR), comprimento da maior raiz (CMR) e do potencial
hidrogenidnico dos meios de cultura (pHgina) apds oito meses de cultivo de protocormos de

Cattleya walkeriana Gardner in vitro. UFRRIJ, Seropédica - 2019.

Meios de Cultura Média das Variaveis Avaliadas*
(Tratamentos) MFT (g) NF (unid.) CMF (cm) NR (unid.) CMR (cm)  pHgpal
BG 0.9684a 4.8958a 1.9167 a 6.7708a 49000 ns 3.9800 b
KL 0.5114b 3.5417b 1.2958 b 4.7354b 4.1229ns 3.6750b
Controle™* - - - - - 5.8000 a
Média Geral 0.7399 42188 1.6063 5.7531 4.5115 4.4850
CV (%) 50.77 24.45 29.43 25.70 28.36 5.10

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade; ns — resultado ndo significativo no teste F a 1%.

**Controle — pH aferido durante o preparo dos meios de cultura antes do cultivo dos protocormos.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

Os dados representam a média de 12 repeticdes para as variaveis biométricas de cada tratamento e 10 repetigdes

para o pHygy,, de cada tratamento.

Deste modo, temos esses resultados representados graficamente, nas Figuras 33, 34,

35, 36, 37 e 38, respectivamente, para as variaveis MFT, NF, CMF, NR, CMR e pHsiyal.
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Figura 33. Massa fresca total (gramas) das mudas de Cattleya walkeriana apds 240 dias de

cultivo in vitro. Seropédica, 2018.
*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 12 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Figura 34. Numero de folhas (NF) das mudas de Cattleya walkeriana ap6s 240 dias de cultivo

in vitro. Seropédica, 2018.
*Médias seguidas pela mesma letra, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 12 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrio.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Figura 35. Comprimento da maior folha (CMF) das mudas de Cattleya walkeriana apos 240

dias de cultivo in vitro. Seropédica, 2018.

*Meédias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 12 repeticdes para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Figura 36. Numero de raiz (NR) das mudas de Cattleya walkeriana apds 240 dias de cultivo

in vitro. Seropédica, 2018.

*Médias seguidas pela mesma letra, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 12 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Quanto ao parametro CMR os resultados representados graficamente seguem na
Figura 40. Embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa pelo teste de Tukey a 1% de
significancia em relagao a esse parametro, podemos observar que a média do tratamento BG
também foi superior.
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Figura 37. Comprimento da maior raiz (CMR) das mudas de Cattleya walkeriana apés 240

dias de cultivo in vitro. Seropédica, 2018.
*ns - resultado ndo significativo no teste F a 1%.
Os dados representam a média de 12 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

Em se tratando do pardmetro pHsna 0s resultados representados graficamente seguem
na Figura 41. Pode-se verificar que em ambos tratamentos o pHpnar diferiu significativamente
do pHinicial dos meios de cultura, porém nao houve diferenca significativa pelo teste de Tukey

a 1% de significancia entre os tratamento BG e KL.
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Figura 38. pHgna dos meios de cultura apds 240 dias de cultivo de Cattleya walkeriana

Gardner in vitro. Seropédica, 2018.
*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 10 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

Na Tabela 13 podemos observar os resultados médios obtidos entre os meios de
cultura BG e KL no primeiro e no segundo experimento in vitro. Curiosamente no segundo
experimento in vitro houve redugdo nos valores médios do tratamento KL para todos os
parametros analisados, embora o resultado esperado fosse o oposto, ou seja, esperava-se que
os resultados médios fossem maiores ou, no minimo, se mantivessem iguais ao do primeiro
experimento in vitro. Comparando os resultados obtidos € possivel observar que os resultados
das médias do tratamento BG, se mostraram bastante aproximadas entre os experimentos. E
que o mesmo ndo ocorreu com os resultados médios para o tratamento KL, onde no
Experimento I, cujo teor de sacarose e carvao ativado era menor na composi¢ao do meio, 0s
resultados médios tenderam a superioridade, sendo praticamente o dobro para as varidveis
MFT, CMF e NR em relacdo ao Experimento III.

De fato podemos considerar que a concentragdo de sacarose e/ou de carvao ativado no
meio de cultura, parece nao interferir nos resultados superiores do meio BG na propagacao in

vitro de Cattleya walkeriana Gardner.
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Tabela 13. Compara¢do das médias da massa fresca total (MFT), numero de folhas (NF),
comprimento da maior folha (CMF), nimero de raiz (NR), comprimento da maior raiz (CMR)
e do potencial hidrogenidnico dos meios de cultura (pHgna) apos oito meses de cultivo de
protocormos de Cattleya walkeriana no Experimento in vitro 1 e II. UFRRJ, Seropédica -

2019.

Meios de Cultura Meédia das Variaveis Avaliadas

(Tratamentos) MFT (g) NF (unid) CMF (cm) NR (unid.) CMR (cm)  pHppal
BGExp 1 0.9288 5.3500 2.3863 6.7750 4.7413 3.8630
BG Exp 11 0.9684 4.8958 1.9167 6.7708 4.9000 3.9800
KL Exp I 1.0339 4.9375 2.0900 7.8875 3.9900 3.8930
KL Exp II 0.5114 3.5417 1.2958 4.7354 4.1229 3.6750

Exp I: Experimento in vitro I; KL - Fertilizante Kristalon' " Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G
Orchidées®™ (Os dados representam a média de 20 repeti¢des para cada tratamento);
Exp II: Experimento in vitro 11. KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G

Orchidées”™ (Os dados representam a média de 12 repetigdes para cada tratamento).

As diferencas visuais no desenvolvimento das plantulas provenientes do meio de

cultura BG e do meio de cultura KL podem ser observadas na Figura 39.

Figura 39. Comparagao visual do desenvolvimento das plantulas de Cattleya walkeriana

Gardner apds oito meses de cultivo nos meios KL (Fertilizante Kristalon™ Laranja ¢ BG

(Meio de cultura suprimento B&G Orchidées®).
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Para a etapa de aclimatizagdo, com excecao ao parametro CMR a andlise de variancia
(ANAVA) mostrou resultado significativo para todos os pardmetros avaliados, e
posteriormente, o teste de média aplicado demonstrou que o meio BG proporcionou valores
médios superiores para todos os parametros analisados. Na Tabela 14 podemos observar o
resumo da andlise da comparacdo das médias pelo teste de Tukey a 1% de significancia das

variaveis SB, MFT, NF, CMF e NR para os tratamentos KL e BG.

Tabela 14. Médias do percentual de sobrevivéncia (SB), massa fresca total (MFT), nimero de
folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), nimero de raiz (NR) e do comprimento da
maior raiz (CMR) apds quatro meses de aclimatizacdo de Cattleya walkeriana Gardner em

casa de vegetacdo. UFRRJ, Seropédica - 2019.

Meios de Cultura Média das Variaveis Avaliadas*
(Tratamentos)  SB (%) MFT(g) NF (unid) CMF (cm) NR (unid) CMR (cm)
BG 100 a 3.1724 a 5.3125a 2.5771 a 7.5000 a 7.9583 ns
KL 77b 1.1931b 3.0250b 1.7525b 3.9917b 5.4281 ns
Média Geral 88.50 2.1827 4.1687 2.1648 5.7458 6.6932
CV (%) 15.76 52.55 16.90 22.81 31.68 29.53

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade. ns — resultado ndo significativo no teste F a 1%.
KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées®. Os dados representam

a média de 8 repeticdes.

Deste modo, temos esses resultados representados graficamente, nas Figuras 40, 41,

42,43, 44 e 45, respectivamente, para as variaveis SB, MFT, NF, CMF, NR e CMR.

100 - -
90 - b
80 - I
70 -

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Percentual de sebrevivéncia (%)

BG KL
Meios de Cultura
Figura 40. Percentual de sobrevivéncia (SB) das mudas de Cattleya walkeriana Gardner apos

120 dias de aclimatizacdo em casa de vegetagao. Seropédica, 2019.
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*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 8 repeti¢des para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

a
35
3.0
3
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1.0
0.5
0.0 4

BG KL

Melos de Cultura

Massa Fresca Total (g)
T

Figura 41. Massa fresca total (gramas) das mudas de Cattleya walkeriana apds 120 dias de

aclimatizacdo em casa de vegetacdo. Seropédica, 2019.
*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 8 repetigdes para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
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304

Mimera de Follas
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Aleiios de Cultwra
Figura 42. Numero de folhas (unidade) das mudas de Cattleya walkeriana ap6s 120 dias de

aclimatizacdo em casa de vegetagcdo. Seropédica, 2019.
*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 8 repetigdes para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

96



Comprimenta da Mador Folla {cm)

. a

25

2.0 b

LS -

10

05 |

uln e — I —
BG KL

Metos de Culiura

Figura 43. Comprimento da maior folha (cm) das mudas de Cattleya walkeriana apos 120
dias de aclimatiza¢do em casa de vegetagdo. Seropédica, 2019.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 8 repetigdes para cada tratamento. Barra de erro padréo.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Figura 44. Numero de raiz (cm) das mudas de Cattleya walkeriana apos 120 dias de

aclimatizacdo em casa de vegetagdo. Seropédica, 2019.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Os dados representam a média de 8 repetigdes para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

97



10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

Comprimento da Maior Raiz (cm)

ns

ns

BG KL
Meios de Cultura

Figura 45. Comprimento da maior raiz (cm) das mudas de Cattleya walkeriana apés 120 dias

de aclimatizacdo em casa de vegetagdo. Seropédica, 2019.

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.

Os dados representam a média de 8 repetigdes para cada tratamento. Barra de erro padrao.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.

As diferengas visuais no desenvolvimento das plantulas provenientes do meio de

cultura BG e do meio de cultura KL podem ser observadas na Figura 46.

Figura 46. Comparagao visual do desenvolvimento das plantulas de Cattleya walkeriana

Gardner ap6s quatro meses de aclimatizagdo. Seropédica, 2019.

KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
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Portanto, os resultados obtidos nos Experimentos I, II e III sugerem que pequenas
altera¢des na composicdo do meio de cultura podem trazer resultados bem diferentes e por
vezes indesejaveis. Alguns autores reconhecem o efeito antagonico da sacarose no meio de
cultura, Maldaner et al. (2006), por exemplo, testaram diferentes doses de sacarose no meio
de cultura na propagacao de Pfaffia glomerata (Amaranthaceae) e sugeriram que altas doses
de nitrogénio e sacarose afetaram negativamente o enraizamento das plantas por conta do
aumento do potencial osmético do meio. Deste modo, supde-se que ao alterarmos o teor de
sacarose de 30 g.L"! para 40 g.L"! no meio KL, houve um efeito antagdnico da sacarose com
algum dos componentes deste meio de cultura, o que interferiu no desenvolvimento das
plantas como um todo.

Afinal, Silva et al. (2014) testaram diferentes concentra¢des de sacarose (0, 15, 30 e
45 g.L'l) em meio composto pelos sais do meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) no
cultivo in vitro de Cattleya walkeriana e obtiveram melhores resultados com emprego de 20
gL de sacarose, estas apresentaram maior crescimento, bem como a maior espessura do
mesofilo. Dignart et al. (2009) também testaram o meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
com diferentes concentragdes de sacarose (0, 15 ¢ 30 g.L'l) na propagacdo de Cattleya
walkeriana e verificaram que estatisticamente as concentragdes de 15 e 30 g.L™' de sacarose
ndo interferiram nos resultados das variaveis numero de brotos, numero de folhas,
comprimento de parte aérea e comprimento de raiz, assim, esses autores consideraram que, no
cultivo in vitro de Cattleya walkeriana, € possivel utilizar tanto a concentracdo convencional
de sacarose (30 g.L'l) como a metade da mesma.

Faria et al. (2002) testaram o meio Murashige e Skoog (1962) modificado com a
metade da concentragdo dos macronutrientes e suplementado com 1, 2, 4 ¢ 6 gL' de carvio
ativado na propagacio in vitro de Cattley walkeriana e concluiram que a adigdo de 2 g.L”' de
carvao ativado ao meio de cultura foi a mais benéfica para a propagagdo da espécie. Deste
modo, sugere-se que os resultados obtidos sejam em funcao da alteragdo na concentragao de
sacarose.

Inclusive podemos observar que neste ultimo experimento de validagdo dos resultados
as plantas cultivadas in vitro do meio BG tiveram melhor desempenho durante a fase de
aclimatizacdo que aquelas provenientes do meio KL, uma vez que ndo houve reducdo nos
valores médios de nenhuma das varidveis analisadas para o tratamento BG, enquanto que para

o tratamento KL houve redugao nas variaveis NF ¢ NR (Tabela 15).
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Tabela 15. Resultado das variaveis analisadas antes (in vitro) e depois (ex vitro) da

aclimatizacao das mudas de Cattleya walkeriana Gardner. Seropédica, 2019.

Média das variaveis analisadas

Meios de Cult
o8 MFT (9 NF (unid) CMF (cm) NR (unid) CMR (cm)

BG in vitro 0.9684 4.8958 1.9167 6.7708 4.9000
BG ex vitro 3.1724 5.3125 2.5771 7.5000 7.9583
KL in vitro 0.5114 3.5417 1.2958 4.7354 4.1229
KL ex vitro 1.1931 3.0250 1.7525 3.9917 5.4281

KL - Fertilizante Kristalon™" Laranja; BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”.
Massa Fresca Total (MFT); Numero de Folhas (NF); Comprimento da Maior Folha (CMF); Numero de Raiz
(NR); Comprimento da Maior Raiz (CMR).

A queda do valor médio em algumas varidveis pode ser devido ao estresse sofrido
pelas plantulas durante a fase de aclimatizagdo, fase que as plantas passam por mudangas
fisiologicas, morfolégicas e anatomicas (ZANDONA et al. 2014). Resultados semelhantes
foram observados por Dorneles e Trevelin (2011) na aclimatizacdo de Cattleya intermedia,
cujo substrato utilizado também foi o Sphagnum spp. Estes autores observaram que o nimero
médio de folhas e de raiz e o comprimento médio de folhas e de raiz sofreram reducao ao
longo do tempo de aclimatizagdo.

Assim, podemos considerar que a composi¢ao nutricional dos meios de cultura sejam
os fatores responsaveis pelos resultados obtidos nesse trabalho. Seja por conta da composicao
de macro e micronutriente e/ou pela relagdo desses com os outros componentes do meio,
como, por exemplo, com sacarose. Ademais, segundo informa¢do na embalagem do
fabricante 0 meio BG apresenta 23,0 mg.L™' de Ca em sua composi¢io, enquanto que o meio
KL o nutriente Ca ¢ ausente, sabe-se que este ¢ um nutriente dito essencial para plantas,
estando presente na membrana e na parede celular e atuando como sinalizador para ativagao
de enzimas e também no controle de eventos fisiologicos, por esse motivo o cdlcio (forma
Ca™) ¢ encontrado em baixos niveis no citosol celular ficando armazenado no vactiolo
(FERNANDES, 2006). Portanto, uma hipotese ¢ de que quando a planta passa para um
ambiente ex vitro a auséncia ou baixa concentragdo desse elemento traga algum prejuizo para
planta nessa etapa.

Logo o meio de cultura suprimento B&G Orchidées” (BG) pode ser considerado mais
indicado na propagacao in vitro de Cattleya walkeriana Gardner quando comparado ao meio
de cultura a base do fertilizante Kristalon™ Laranja (KL).

Levando em consideragdo o custo médio/litro de meio, e embora o custo médio por

litro do meio a base do fertilizante Kristalon™ Laranja (KL) seja 30% menor quando
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comparado ao meio de cultura suprimento B&G Orchidées® (BG) (Tabela 16), neste trabalho
a diferenca de custo entre os meios KL e BG parece ndo compensar os ganhos em
desenvolvimento e qualidade das mudas obtidas, refor¢ando a indicacdo do meio de cultura
suprimento B&G Orchidées” na propagacio de Cattleya walkeriana Gardner. Ademais, o
procedimento de preparo do meio BG ¢ mais simplificado, demandando menor uso de
vidrarias, redu¢do do procedimento de pesagem de reagentes como a sacarose € carvao
ativado, consequentemente reduzindo o tempo no preparo (mao-de-obra) dos meios e,

portanto, conferindo maior eficiéncia ao processo na etapa de produgao in vitro.

Tabela 16. Custo médio/litro dos meios de cultura utilizados neste trabalho.

Custo médio por litro (R$)*

Mielo de Cultura Meio de Sacarose Carvio Agar Total
Cultura Ativado g
BG R$ 4,25 -- - R$ 5,33 RS 9,58
KL R$ 0,03 R$ 1,17 R$ 0,18 R$ 5,33 R$ 6,71

*Orgamento realizado em novembro de 2018.

BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées”; KL - Fertilizante Kristalon™ Laranja.
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4. CONCLUSOES

1) O maior teor de sacarose e/ou de carvao ativado no meio de cultura a base de
fertilizante Kristalon™ Laranja parece interferir de forma negativa nos resultados das
variaveis biométricas analisadas;

2) O meio de cultura suprimento B&G Orchidées” demonstrou ser o mais indicado na
propagacao in vitro das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner, permitindo obter plantas
mais desenvolvidas também durante a etapa de aclimatizagao;

3) Constatou-se que héa redugdo do pH dos meios de cultura ao final do subcultivo,
contudo ndo foi possivel concluir se essa reducdo pode ser um fator critico ou limitante para o

desenvolvimento das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner.
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CONSIDERACOES FINAIS

E importante analisar o efeito dos diferentes meios de cultura nas etapas in vitro e ex
vitro (aclimatizag¢ao) de cada espécie vegetal.

O meio de cultura suprimento B&G Orchidées® demonstrou ser o mais indicado na
propagacdo de Cattleya walkeriana Gardner, permitindo obter plantas mais desenvolvidas.
Além disso, trata-se de um produto de origem nacional, de facil obtencdo e preparo,
permitindo maior eficiéncia no processo de produgao de mudas.

Adicionalmente, os meios de cultura alternativos a base de fertilizante Peters® e do
fertilizante Kristalon™ Laranja também podem ser utilizados em substitui¢do aos meios de
cultura tradicionais Murashige e Skoog (1962) e Knudson C (1946) modificado por Morel
(1965) na propagagdo in vitro de Cattleya walkeriana Gardner. E fundamental avaliar a
relagdo custo-beneficio do meio de cultura a ser utilizado, pois essa analise pode representar
ganhos econdmicos significativos ao produtor.

O mercado de flores e plantas ornamentais no Brasil ¢ dominado por pequenos
produtores, o que reforca a necessidade de encontrar formas alternativas mais simples e
econdmicas de produgao.

Contatou-se que ha redug¢do do pH dos meios de cultura ao final do subcultivo,
contudo nao foi possivel concluir se essa redu¢do pode se um fator critico ou limitante para o
desenvolvimento das plantulas de Cattleya walkeriana Gardner, assim, tendo em vista a
importancia do pH das solugdes e meios de cultura na fisiologia de plantas, torna-se
necessarios outros estudos a cerca dessa variavel.

Embora, os resultados com inoculagdo bacteriana durante a etapa de aclimatiza¢do nao
tenham sido positivos, novas pesquisas precisam ser realizadas a fim de testar outras estirpes e

técnicas de inoculagao.
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APENDICE

Anadlise de Varidncia (ANAVA) — Capitulo I

- Variavel analisada: massa fresca total (MFT)

Opcdo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
TRAT 3 5.223311 1.741104 25.968 0.0000
erro 76 5.095600 0.067047

Total corrigido 79 10.318911

cv (%) = 35.54

Média geral: 0.7286122 Numero de observagdes: 80

- Variavel analisada: numero de folhas (NF)

Opgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacgdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 3 65.837754 21.945918 19.758 0.0000
erro 76 84.417015 1.110750

Total corrigido 79 150.254769

Ccv (%) = 19.48

Média geral: 5.4114584 Numero de observagdes: 80

- Variavel analisada: comprimento da maior folha (CMF)

Opcgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 3 15.675924 5.225308 34.614 0.0000
erro 76 11.472999 0.150961

Total corrigido 79 27.148923

Ccv (%) = 21.04

Média geral: 1.8469791 Numero de observagdes: 80

- Variavel analisada: numero de raiz (NR)

Opcgdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )
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FV GL SO oM Fc Pr>Fc
TRAT 3 118.440638 39.480213 24.447 0.0000
erro 76 122.736800 1.614958

Total corrigido 79 241.177438

CV (%) = 19.63

Média geral: 6.4729166 Numero de observacdes: 80

- Variavel analisada: comprimento da maior raiz (CMR)

Opgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacgdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 3 65.320318 21.773439 25.278 0.0000
erro 76 65.462322 0.861346

Total corrigido 79 130.782640

CV (%) = 26.49

Média geral: 3.5041666 Numero de observacdes: 80

- Variavel analisada: pH final (pHgfina1)

Opgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 5 36.069468 7.213894 112.938 0.0000
erro 54 3.449230 0.063875

Total corrigido 59 39.518698

cv (%) = 5.96

Média geral: 4.2401667 Numero de observagdes: 60

Analise de Variancia (ANAVA) — Capitulo 11

- Variavel analisada: % de sobrevivéncia (SB)

Opcgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )
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FV GL SO oM Fc Pr>Fc
MEIO 3 10964.395833 3654.798611 18.549 0.0000
TRAT 2 80.166667 40.083333 0.203 0.8169
MEIO*TRAT 6 1249.666667 208.277778 1.057 0.4059
erro 36 7093.250000 197.034722
Total corrigido 47 19387.479167
Ccv (%) = 16.99
Média geral: 82.6041667 Numero de observacdes: 48

- Variavel analisada: massa fresca total (MFT)

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 3 41.136591 13.712197 63.875 0.0000
TRAT 2 0.020680 0.010340 0.048 0.9530
MEIO*TRAT 6 0.229667 0.038278 0.178 0.9810
erro 36 7.728213 0.214673

Total corrigido 47 49.115152

CcvV (%) = 30.71

Média geral: 1.5087950 Numero de observacgdes: 48

- Variavel analisada: numero de folhas (NF)

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 3 31.324844 10.441615 15.147 0.0000
TRAT 2 0.003208 0.001604 0.002 0.9977
MEIO*TRAT 6 3.278069 0.546345 0.793 0.5818
erro 36 24.817311 0.689370

Total corrigido 47 59.423432

Ccv (%) = 21.37

Média geral: 3.8847146 Numero de observagdes: 48

- Variavel analisada: comprimento da maior folha (CMF)

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacédo

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

(
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TRAT

erro

cv (%) =

- Variavel analisada: numero de raiz (NR)

Opcdo de transformacdo: Variavel sem transformacédo

MEIO
TRAT
MEIO*TRAT
erro

cv (%) =

- Variavel analisada:

TRAT

erro

20.199 0.0000
0.206 0.8147
0.681 0.6661

cv (%) =

GL SQ QM
3 18.912229 6.304076
2 0.268838 0.134419
6 1.157433 0.192905
36 4.502840 0.125079
47 24.841339
17.67
2.0015290 Numero de observacgdes:
(YY)
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
GL SQ oM
3 106.227535 35.409178
2 0.333942 0.166971
6 5.342870 0.890478
36 38.676735 1.074354
47 150.581083
23.85
4.3465242 Numero de observacdes:
comprimento da maior raiz (CMR)
Opcgédo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
GL SQ oM
3 50.513442 16.837814
2 0.343627 0.171813
6 3.404917 0.567486
36 30.010084 0.833613
47 84.272071
18.51
4.9338521 Numero de observacdes:

Anadlise de Variancia (ANAVA) — Capitulo III (Fase in vitro)

- Variavel analisada: massa fresca total (MFT)

Opcédo de transformacdo:

Varidvel sem transformacédo

(YY)
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TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 1.253012 1.253012 8.881 0.0069
erro 22 3.104125 0.141097

Total corrigido 23 4.357137

Ccv (%) = 50.77

Média geral: 0.7399000 Numero de observacgdes: 24

- Variavel analisada: numero de folhas (NF)

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 11.002604 11.002604 10.339 0.0040
erro 22 23.411458 1.064157

Total corrigido 23 34.414063

cv (%) = 24.45

Média geral: 4.2187500 Numero de observagodes: 24

- Variavel analisada: comprimento da maior folha (CMF)

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 2.312604 2.312604 10.351 0.0040
erro 22 4.915208 0.223419

Total corrigido 23 7.227812

CV (%) = 29.43

Média geral: 1.6062500 Numero de observagdes: 24

- Variavel analisada: numero de raiz (NR)

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 24.857526 24.857526 11.370 0.0027
erro 22 48.097865 2.186267

Total corrigido 23 72.955391

CcvV (%) = 25.70

Média geral: 5.7531250 Numero de observagdes: 24
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- Variavel analisada: comprimento da maior raiz (CMR)

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 3.623151 3.623151 2.214 0.1510
erro 22 36.009323 1.636787

Total corrigido 23 39.632474

CV (%) = 28.36

Média geral: 4.5114583 Numero de observagodes: 24

- Variavel analisada: pH final (pHgfina1)

Opgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacgdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 2 26.403500 13.201750 252.647 0.0000
erro 27 1.410850 0.052254

Total corrigido 29 27.814350

cv (%) = 5.10

Média geral: 4.4850000 Nimero de observacdes: 30

Analise de Variancia (ANAVA) — Capitulo III (Fase Aclimatizacio)

- Variavel analisada: % de sobrevivéncia (SB)

Opcédo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 2116.000000 2116.000000 10.875 0.0053
erro 14 2724.000000 194.571429

Total corrigido 15 4840.000000

Ccv (%) = 15.76

Média geral: 88.5000000 Numero de observagdes: 16
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- Variavel analisada: massa fresca total (MFT)

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 15.670276 15.670276 11.911 0.0039
erro 14 18.419357 1.315668

Total corrigido 15 34.089634

CV (%) = 52.55

Média geral: 2.1827313 Numero de observacdes: 16

- Variavel analisada: numero de folhas (NF)

Opgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 20.930625 20.930625 42.187 0.0000
erro 14 6.945961 0.496140

Total corrigido 15 27.876586

CvV (%) = 16.90

Média geral: 4.1687500 Numero de observacdes: 16

- Variavel analisada: comprimento da maior folha (CMF)

Opcdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

Fv GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 2.719753 2.719753 11.152 0.0049
erro 14 3.414172 0.243869

Total corrigido 15 6.133925

CV (%) = 22.81

Média geral: 2.1647919 Numero de observacgdes: 16

- Variavel analisada: numero de raiz (NR)

Opcgédo de transformagdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 49.233623 49.233623 14.858 0.0018
erro 14 46.390537 3.313610

Total corrigido 15 95.624159
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CV (%) = 31.68
Média geral: 5.7458331 Numero de observagdes: 16

- Variavel analisada: comprimento da maior raiz (CMR)

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
MEIO 1 25.607825 25.607825 6.554 0.0227
erro 14 54.702830 3.907345

Total corrigido 15 80.310656

CV (%) = 29.53

Média geral: 6.6932294 Numero de observacdes: 16
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