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RESUMO

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Crescimento in vitro e aclimatizagiio de
plantulas de orquidea. 2004. 73 p. Dissertagao (Mestrado em Agronomia/
Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A taxa de multiplicagdo de orquideas a partir de métodos convencionais
¢ bastante baixa, nio atendendo as necessidades comerciais. A técnica de cultura
de tecidos € uma alternativa viével para a obtengéo de grande nimero de plantas
com alta qualidade genética e fitossanitéria, em curto espago de tempo. Este
trabalho teve como objetivo estudar o crescimento in vitro e aclimatizagio de
plantulas de orquidea. Para o crescimento in vitro foram realizados trés
experimentos avaliando a influéncia de fontes de nitrogénio (0%, 25%, 50%,
75% e 100% de KNO; e NH;NO;) x espécies (C. nobilior x C. nobilior, C.
leopoldii, L. purpurata ‘Camea’ e L. crispa), meios de cultura (MS, KC e WPM)
x BAP (0;0,5;1;2e4 mg L") e concentragdes do meio KC (0%, 50%, 100%,
150% e 200%) x carvdo ativado (0; 0,5; 1;2e 4 g L. Os explantes utilizados
foram plantulas oriundas da germinag&o in vitro, com tamanho meédio de 1 a 1,5
cm. Os frascos contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento
com irradiancia em tomo de 32 puM m? s, temperatura de 25 £ 1°C e
fotoperiodo de 16 horas. Para a aclimatizagdo, testaram-se diferentes adubagdes
(testemunha, Biofert Plus®, Dyna-Grow® e formulagdo elaborada) x substratos
(pedra britada, fibra de piagava, casca de arroz carbonizada e xaxim desfibrado).
As plantas permaneceram em casa de vegetagdo por um periodo de 12 meses. Na
multiplicagdo, verificou-se que a adi¢io de 50% da formulagdo original de
KNO, e NH,NO; ao meio KC proporciona melhor crescimento in vitro em C.
nobilior x C. nobilior e C. leopoldii. Com a utilizagio do meio WPM acrescido
de 1 mg L' de BAP obtém-se brotos maiores e bem formados em plantulas de
Bc “Pastoral’ x Lc ‘Amber Glow’. A adigdo de 2 g L' de carvdo ativado ao meio
de cultura promove melhor crescimento em Laelia tenebrosa. Para orquideas da
espécie Cattleya loddgesii ‘Alba’ x Cattleya loddgesii ‘Atibaia’, os melhores
substratos para aclimatizagio de plantulas séo casca de arroz carbonizada e fibra
de piagava. Melhores respostas & adubagéo de plantulas de Cattleya loddgesii
‘Alba’ x Cattleya loddgesii *Atibaia’ sdo obtidas com o adubo foliar Biofert
Plus®.

* Comité Orientador: Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Janice Guedes de Carvalho
-UFLA
i



ABSTRACT

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. In vitro growth and aclimatization of orchid
plantlets. 2004. 73 p. Dissertation (Master Program in Crop Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.*

Multiplication rate of orchids from conventional methods is quite poor,
not meeting the commercial needs. Tissue culture technique is a viable
alternative for obtaining a great number of high genetic and phytosanitary
quality plants in a short period of time. For the in vitro growth, three
experiements were accomplished evaluating the influence of sources of nitrogen
(0%, 25%, 50%, 75% and 100% of KNO; and NH,NO;) x species (C. nobilior x
C. nobilior, C. leopoldii, L. purpurata ‘Cérnea’ and L. crispa), culture media
(MS, KC and WPM) x BAP (0; 0.5; 1; 2 and 4 mg L") and concentrations of the
KC medium (0%, 50%, 100%, 150% and 200%) x activated charcoal (0; 0.5; 1;
2 and 4 g L"). The explants utilized were plantlets coming from in vitro
germination, averaging in size from 1 to 1.5 cm. The flasks containing the
explants were kept in growth room with irradiance of around 32 uM m?s’,
temperature of 25 + 1°C and 16-hour photoperiod. For acclimatization, different
fertilizations (control, Biofert Plus®, Dyna-Grow® and elaborated formulation)
x substrates (broken stone, piassava fiber, carbonized rice hull and defibered
xaxim) were tested. The plants stayed in greenhouse for a 12-month period. In
multiplication, it was found that addition of 50% of the original formulation of
KNO; and NH4NO; to KC medium provides better in vitro growth in C. nobilior
x C. nobilior and C. leopoldii. From the use of the WPM medium added of 1 mg
L' of BAP, larger and well formed shoots on plantlets of Bc ‘Pastoral’ x Lc
Amber Glow’ are obtained. The addition of 2 g L™ de activated charcoal into
the culture medium enables better growth in Laelia tenebrosa. For orchids of the
species Cattleya loddgesii ‘Alba’ x Cattleya loddgesii ‘Atibaia’, the best
substrates for acclimatization of plantlets are carbonized rice hulls and piassava
fiber. Best responses 1o the fertilization of Cattleya loddgesii *Alba’ x Cattleya
loddgesii “ Atibaia’ plantlets are obtained from the foliar fertilizer Biofert Plus®.

* Guidance Committee: Moacir Pasqual - UFLA (Major Professor); Janice Guedes de
Carvalho - UFLA
il



1 INTRODUCAO

/ Os sistemas de produgdo de plantas ornamentais evoluiram muito, por
constituirem atividades extremamentes compelitivas, exigentes em tecnologias
avangadas, conhecimentos técnicos e comercializagdo eficiente. Avangos
técnicos, a exemplo da utilizagiio de estufas, cultivares melhoradas e mais
produtivas, manejo de adubagdes e irrigagéo, permitiram methor controle dos
fatores de produgio. )

A propagagdo in vitro de plantas ornamentais é uma realidade em
inimeros paises, como Holanda, Fran¢a, Espanha, Japdo e, mais recentemente,
no Brasil. Dentre as principais plantas omamentais micropropagadas destacam-
se rosas, crisantemos, beg6nias, gérberas, orquideas, bromélias, samambaias e
antirios.

* Dentre essas, as orquideas se destacam devido a beleza e exoticidade de
suas flores, 0 que torna essas plantas de grande importincia econdmica e faz
com que sejam produzidas em todo o mundo. !

Com a descoberta do método assimbiético de propagagao por sementes €
da cultura de meristemas em orquideas, foi possivel produzir grande quantidade
de inimeras espécies e hibridos, flores homogéneas e precoces, ém curto espaco
de tempo, popularizando-as ainda mais e refletindo em pregos mais acessiveis.

A cultura assimbidtica ou semeadura in vitro de orquideas constitui-se
em técnica bastante relevante do ponto de vista comercial e também ecolégico'.
As plantas produzidas desta forma sio altamente interessantes para programas
de reintrodugio de espécies nativas em dareas de preservagido ambiental. A
cultura assimbidtica resulta em maiores percentuais de germinacdo, em
comparagdo com a germinagdo em condigdes naturais, a qual ¢ dependente da

infecgdo por fungos micorrizicos simbiontes muitas vezes espécie-especificos.



Neste contexto, a produ¢do de orquideas a partir de técnicas de cultura
de tecidos ¢ uma alternativa vidvel para a obtengdo de um grande nimero de
plantas com alta qualidade genética e fitossanitéria, em curto espago de tempo,
suprindo assim a necessidade dos produtores de orquideas na aquisigdo de
mudas com qualidade comprovada.

/O xaxim (Dicksonia sellowiana), planta cujo tronco d4 origem a um
excelente substrato para orquideas, na forma de pé, fibra ou placas, estd hé dez
anos na lista de plantas ameagadas de extingio do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Por isso deve-se
buscar substratos alternativos, com propriedades proéximas as do xaxim e que
promovam um bom desenvolvimento das plantas. |

Este trabalho teve como objetivo verificar efeitos de fontes de
nitrogénio, meios de cultura, BAP e carvido ativado sobre o crescimento in vitro

e adubag@o e substrato na aclimatizagdo de plantulas de orquidea.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura

As orquideas sio consideradas as mais antigas entre as espécies
ornamentais. Pertencem 2 familia Orchidaceae, a maior entre as
monocotiledéneas e também entre as plantas omamentais, com 600 a 800
géneros e 25.000 a 35.000 espécies (Sheehan, 1983) e mais de 100.000 hibridos
(Sheehan & Sheehan, 1994), totalizando 7% das plantas ornamentais do mundo
(Van Der Pijl & Dodson, 1966).

O elevado numero de espécies e hibridos possibilita a ocorréncia de
grande variabilidade de formas, tamanhos e cores de folhas e flores. Gragas a
beleza e exuberincia de suas flores, as orquideas destacam-se como importante
planta ornamental, de grande interesse econdmico e boténico.

Sio monocotiledoneas, herbiceas e perenes, podendo ser, quanto ao
hébito de crescimento, epifitas, terresires, rupicolas ou saprofiticas, ndo
existindo espécies parasitas (Black, 1973). O crescimento pode ser do tipo
monopodial (ereto) ou simpodial (prostrado). A descricdo detalhada das
caracteristicas botdnicas das plantas desta familia é encontrada em Black
(1973), Shechan (1992) e Dressler (1993). Segundo Paula & Silva (2001),
morfologicamente, as orquideas sdo constituidas de raiz, caule, folha,
inflorescéncia, flor, fruto e semente.

O fruto, denominado capsula, encerra seu desenvolvimento cerca de
nove meses apos a fecundagao dos dvulos no ovério, quando entdo se rompe em
trés fendas longitudinais, liberando as sementes. Uma capsula pode conter
500.000 sementes ou mais. Apesar desta quantidade, na natureza, poucas ou
nenhuma germinam, uma vez que elas nio possuem, como as outras plantas,

reserva nutritiva necessaria para iniciar a germinagao (Paula & Silva, 2001).



As orquideas podem ser propagadas tanto vegetativamente quanto por
meio de sementes. Essas, embora produzidas em grande quantidade, néo
possuem endosperma funcional, sendo incapazes de germinar na natureza. Dessa
forma, torna-se necessria associagdo simbidtica da orquidea com fungos
micorrizicos (Sheehan, 1983; Pierik, 1987).

A hibridagdo natural entre géneros e/ou espécies é freqiientemente baixa

e, similarmente ao que ocorre com a propaga¢io sexuada, baixa taxa de
multiplicagdo ¢ obtida por meio dos métodos convencionais, como divisio de
bulbos, brotagdes e ‘keikis’ (estruturas de propagag¢do), ndo atendendo as
necessidades comerciais. Assim, a clonagem in vivo de orquideas ¢ um processo
muito lento, exigindo, as vezes, 10 anos para se obter um novo clone (Pierik,
1987).

O cultivo assimbidtico de orquideas passa por dois estadios de
desenvolvimento em meio de cultura in vitro: germinagdo e subcultivo e
posterior aclimatizag@o. O estadio de subcultivo é o mais prolongado, variando
de 9 a 12 meses, dependendo da espécie cultivada, sendo, por isso, a etapa mais

dispendiosa.
2.2 Micropropagacio de plantas ornamentais

A micropropaga¢io de plantas ornamentais ¢ a técnica de cultura de
tecidos mais amplamente utilizada. Mais de 500 milhdes de plantas sio
propagadas anualmente e a maioria é constituida por espécies omamentais
(Debergh, 1994).

HSiegundqr Kerbauy (1997), algumas das vantagens da técnica da
multiplicéc;éo clonal in vitro sdo: producio de plantas mais uniformes em curto
periodo de tempo, controle efetivo de doencas, facilidade no manuseio e

transporte, independéncia da sazonalidade e espago fisico reduzido.



Libano & Witmer (1987), estudando diferengas entre plantas de
crisantemo (Chrysanthemum morifolium) propagadas in vitro e ex viiro,
constataram que o material propagado in vitro é mais precoce € homogéneo,
apresentando expressiva superioridade na produgdo e qua\llidade das flores.
Trabalho semelhante foi conduzido com begbnia (Begonia hiemalis) por
Takayama & Misawa (1982), que obliveram plantas mais homogeéneas e com
maior valor comercial.

Segundo Debergh (1994) e George (1996), a utilizagdo de cultura de
tecidos para fins de propagagdo de plantas é normalmente dividida em 5
estigios: estigio O, selegdo e preparo da planta matriz; estagio 1,
estabelecimento de cultura asséptica; estégio 2, multiplicagdo répida; estagio 3,
preparag3o para o crescimento em meio natural e estgio 4, aclimatizagdo.

No estagio 0, as plantas matrizes devem ser tipicas da espécie e livres de
doengas. O estagio 1 é caracterizado pelo inicio da micropropagagéo € os
explantes mais utilizados sio gemas, brotos e brotos apicais. Entretanto,
explantes foliares ou pedinculo floral tém sido empregados, especialmente
naqueles casos em que ndo ha necessidade de que as plantas sejam livres de
viroses.

Nos estagios 1 e 2, os meios de cultura mais utilizados sdo os
solidificados e derivados dos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962),
Knudson (Knudson, 1922) ou WPM- Wood Plant Medium (Lloyd & McCown,
1980). Com balango hormonal auxina/citocinina em favor das citocininas, ha a
quebra da dominancia apical, estimulando a emissdo de brotagdes axilares. A
alta concentracéo de citocininas no meio de cultura nem sempre ¢é benéfica,
podendo provocar aberragdes fisiologicas durante a cultura in vitro € na
subsegiiente fase de desenvolvimento da planta em casa de vegetagao.

O estagio 3 visa o enraizamento, que pode ser obtido in vitro ou in vivo,

em meio com baixa concentragio de sais e suplementado com auxinas. O



enraizamento pode também ser obtido em meio de cultura livre de reguladores
de crescimento. Para a maioria das plantas ornamentais ambas as técnicas sdo
apropriadas para promover o alongamento e/ou enraizamento.

A qualidade do material micropropagado é fundamental para o sucesso
da aclimatizagéo (estdgio 4). Pode-se definir aclimatizagio como a transferéncia
das mudas da condicio in vitro para ex vitro, em que fatores, como
hiperhidricidade (aspecto de vidro) ou distirbios fisiologicos podem ser
extremamente limitantes.

A cultura de tecidos, além de permitir a propagagdo de espécies com
problemas de propagac¢do sexuada, possibilita a obten¢do de plantas isentas de
viroses e clones mais produtivos, preservagéo e intercdmbio de germoplasmae a

realizagdo de estudos envolvendo biologia molecular (George, 1996).
2.3 Micropropagacio de orquideas

Para satisfazer as necessidades de mercado, preservar as espécies, manter
a biodiversidade e recuperar dreas ji despovoadas, é importante dispor de
métodos adequados de propagacgio, de modo a permitir a clonagem répida e
massiva dessas plantas.

As técnicas de cultura de células e tecidos in vitro para orquideas tém
sido utilizadas para estudos de anatomia vegetal (Esau, 1976), fisiologia vegetal
(Arditti & Emst, 1992), nutrigdo mineral (Arditti & Ernst, 1992; Caldas et al.,
1998), fitopatologia e limpeza clonal (Duval et al., 1998), produgio de
metabdlitos secundédrios (Domenburg & Knorr, 1996), criopreservagio,
propagacdo clonal e melhoramento genético (Arditti & Emnst, 1992).

Como discutido anteriormente, os métodos de propagac¢do seminifera
convencional e propagagéo vegetativa natural por divisio de touceiras tém se

mostrado inadequados ou ineficientes e antiecondmicos, para plantas desta



familia. O cultivo in vitro de células e tecidos tem sido, portanto, excelente
alternativa a ser empregada para a propagagao das orquidaceas, apesar de ser um

processo lento em relagdo a outras espécies e demandar mdo-de-obra

especializada. Segundo Prakash et al. (1996), as orquideas foram as primeiras
plantas de importéncia econmica clonadas pelo método de cultivo in vitro em
escala comercial.

O desenvolvimento do método de germinagdo assimbidtica de sementes
in vitro, por Knudson, em 1922, possibilitou estudos posteriores visando a
propagagio vegetativa in vitro. Rotor (1949), Morel (1960, 1964, 1969) e
Reinert & Mohr (1967) sio exemplos dos primeiros pesquisadores que lograram
“éxirlo com a propagacio de orquideas (Read & Szendrak, 1998).

Os cultivos in vitro apresentam as vantagens de serem, em alguns casos,
muito eficientes, proporcionarem altos rendimentos e manterem nos
descendentes as caracteristicas da planta-matriz (Pierik, 1990). Apresentam
ainda vantagens tinicas sobre os mélodos convencionais de propagacdo, como
multiplicagdo répida e obtengdo de populagdes homogéneas de genétipos
oriundos de programas de melhoramento genético. As células competentes e
especializadas s3o manipuladas para proporcionar elevada multiplicagdo de
plantas-matrizes, sob estimulos apropriados e otimas condigdes de incubagdo
(Govil & Gupta, 1997).

E, porém, reduzido o nimero de trabalhos publicados que envolvem
cultura de células e tecidos vegetais de espécies de orquidaceas. Além disso,
ainda é necessario otimizar protocolos eficientes de propagacao em larga escala
(Arditti & Emst, 1992), para que as biotécnicas néo convencionais sejam

aplicaveis ao fitomelhoramento genético.



2.3.1 Meios de cultura

Os meios nutritivos utilizados para cultura de células, tecidos e érgdos de
plantas fornecem as substincias essenciais para o crescimento dos tecidos e
controlam, em grande parte, o padréo de desenvolvimento in vitro (Caldas et al.,
1998). -

Na cultura de tecidos, os meios de cultura geralmente sao compostos de
uma fonte de carboidratos, macro e micronutrientes e outras substincias como
vitaminas, aminoécidos, agtcares, agente solidificante, reguladores de
crescimento (George & Sherrington, 1984) e, eventualmente, aditivos, como
antibi6ticos, carvio ativado e componentes complexos.

Knudson (1922) observou que era possivel o cultivo de sementes em
meio artificial, contendo minerais e aglicar, sem a presenga de fungos.
Posteriormente, em 1946, ele aperfeicoou esse meio de cultura, sendo,
atualmente, o mais utilizado comercialmente na germinagdo e desenvolvimento
de orquideas (Arditti & Emst, 1 992). No entanto, sdo necessarios estudos, pois
sdo descritos vérios mei()sgc‘:lﬁtura para muitos géneros e espécies diferentes.

Existe grande variedade de meios para micropropagacgio. Entretanto, a
maioria das descri¢oes de preparos de meios de cultura altemativos ndo
demonstra de maneira comparativa se o novo meio é ou nio melhor que o outro
do qual ele foi originado. Esse deve ser selecionado em fun¢éo da espécie e tipo
de cultivo ou do estadio cultural que esté sendo efetivado (Pasqual et al., 1997).

Virias mudangas de padrio foram propostas na tentativa de otimizar o
crescimento in vitro. Essas modificagdes visam principalmente a redugdo ou
incremento de alguns componentes que podem promover melhor crescimento
em tecidos de orquideas (Hoffmann et al., 1998).

A alta proporgdo de nitrogénio (N) na forma de aménio no meio MS e a

quantidade total de N sdo muilo maiores do que na maioria dos outros meios,



tomando-se inadequados para algumas espécies. Meios que apresentam menor
proporgdo, como o Knudson C (Knudson, 1946) ou WPM, so mais indicados
para otimizar o crescimento € a morfogénese em algumas espécies (Pasqual et
al., 1997). -
No cultivo e subcultivo de plantulas do género Cattleya, George et al.
(1987) sugerem o meio Knudson C ou Reinert & Mohr (Reinert & Mohr, 1967).
Segundo Ardlm & Ermst (1992), o meio de propagagdo para Cattleya, Laelia,
Laehocattleya e Brassocattleya podem ser os mesmos citados anteriormente.
Vlllalobos et al. (1994) sugerem o meio Vacin & Went (Vacm & Went,
1949) para Cattleya, Encyclia e Oncidium, suplementado com 25% de agua de
coco e o meio Knudson C suplementado com 60 g L de polpa de banana para

orquideas do género Stanhopea.
2.3.2 Reguladores de crescimento

O crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo controlados por
substdncias organicas naturais denominadas fito-hormoOnios, os quais s@o
sintetizados em pequenas concentragdes € em determinadas regides das plantas,
sendo distribuidos em diferentes 6rgdos, nos quais exercem Ssuas fungdes,
inibindo ou estimulando processos fisiologicos e ou biogquimicos vitais. Esses
fito-horménios podem ser sintetizados em laboratério e denominados de
substancias reguladoras de crescimento ou fitorreguladores (Taiz & Zeiger,
1991a, citado por Fraguas, 2003).

Embora as auxinas ndo sejam necessarias no cultivo in vitro de algumas
espécies, as citocininas sdo indispensaveis para a quebra da dominancia apical e
indugdo de proliferagio de gemas axilares. Além disso, promovem divisdo,
alongamento e diferenciacéo celular e retardam a senescéncia das plantas (Taiz

& Zeiger, 1991b, citado por Fraguas, 2003).



A composigio e a concentragdo de reguladores de crescimento no meio
de cultura sdo fatores determinantes no crescimento e no padrio de
desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de tecidos (Caldas et al.,
1998). Os reguladores de crescimento sio substincias que atuam em baixas
concentragdes, em varios processos do desenvolvimento das plantas (George &
Sherrington, 1984).

As citocininas, substancias sintetizadas principalmente nos pontos de
crescimento do sistema radicular, como o BAP (6-benzilaminopurina), induzem
a formagio de grande nimero de brotos, aumentando a taxa de multiplicagéo
(Hu & Wang, 1983; Pierik, 1987).

Na maioria dos casos, uma relagdo auxina/citocinina tendendo para
maior concentragdo de citocininas é necessaria para indugéo de brotagdes nos
explantes (George & Sherrington, 1984). O tipo de citocinina e a sua
concentragdo sdo os principais fatores que influenciam o sucesso da
multiplicagdo in vitro. Experimentos testando diversas combinagdes de
citocinina com outros reguladores de crescimento sio muito comuns para o
ajustamento dos meios de cultura (Grattapaglia & Machado, 1998).

O BAP tem sido eficiente na multiplicagio de partes aéreas e indug¢do de
gemas adventicias em diversas espécies (Hu & Wang, 1983) e € a citocinina
mais utilizada, seguida pela cinetina e 2iP (isopenteniladenina).

Apesar da utilizagio de citocinina ser essencial & multiplicagiao da parte
aérea, 0 seu excesso ¢ toxico e caracteriza-se, principalmente, por excessivo
numero de brotos, redugdo no tamanho das folhas, encurtamento dos entrends,
engrossamento exagerado dos caules e vitrificagdo (Leshem et al., 1988). Qi-
Guang et al. (1986) observaram que altas concentragdes de BAP inibiram a
brotagao das gemas e, conseqlientemente, o numero de partes acreas,

promovendo a formacio de calo em Castanea mollissima.



Start & Cumming (1976), trabalhando com violeta africana obtiveram
6timos resultados na multiplicagdo in vitro com o emprego de 1 mg L' de BAP
e fizeram referéncia a que, possivelmente, as técnicas de cultura de tecidos
poderiam produzir milhdes de mudas bem formadas, por meio de brotagdes
axilares ¢ laterais de gérbera, gloxinia e morango, em um espago minimo e de
forma econdmica. Raman (1977) obteve grande nimero de brotos de gloxinia
utilizando meio MS suplementado com 1 mg L' de BAP e | mg L de ANA.
Segundo Paiva et al. (1997), maior mimero de brotos de gloxinia pode ser obtido

com o emprego de 2 mg L' de BAP na auséncia de ANA.

2.3.3 Carvio ativado

O carvio ativado (CA) ¢é preparado pela carbonizagdo controlada da
madeira em vapor ou ar, utilizado comumente para adsorver gases e dissolver
sélidos (George, 1993). E um pé de carvdo finamente moido para aumentar a
area de adsor¢do das particulas. Ndo ¢ um regulador de crescimento, mas tem a
capacidade de modificar o meio e, em algumas circunstancias, melhorar ou
regular o crescimento de plantulas in vitro. Entretanto, pode induzir androgenia,
alterar o pH, remover nutrientes orgénicos e reguladores de crescimento, inibir o
crescimento e a morfogenia (George, 1993).

Entre os efeitos proporcionados pela adigao do carvio ativado ao meio
de cultura, principalmente a organogénese ¢ & embriogénese estao: promogao de
ambiente escuro, favorecendo o enraizamento; adsorgdo de substancias
inibitérias produzidas pelo proprio meio ou explante; adsor¢ao de reguladores de
crescimento e outros compostos orgénicos ¢ liberagio de substancias
naturalmente presentes no carvido que beneficiam o crescimento in vitro das
culturas (Pan & Staden, 1998, citado por Fraguas, 2003).

O carvido ativado normalmente é adicionado ao meio de cultura em
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concentragoes que variam de 0,2% a 3% (Beyl, 2000; Guerra & Handro, 1988).
O seu efeito ndo-seletivo pode proporcionar resultados negativos na

micropropagacio. Pesquisas relatam a adsorg¢do de tiamina, acido nicotinico

(Weatherhead et al., 1978), piridoxina, dcido félico, reguladores de crescimento

e quelatos de ferro (Johansson et al., 1990),

Trabalhando com explantes de milho, Mohamed-Yasseen (2001)
percebeu que o carvdo ativado adsorvia o acido giberélico (GA4), com efeito
benéfico, promovendo crescimento de raizes e nimero de brotos.

Damiano (1978), Anderson (1980), Amin & Jaiswal (1987), citados por
Fraguas (2003), relataram o efeito favoravel do carvdo, quando utilizado em
baixas concentragdes, no enraizamento de brotagdes de morangueiro,
framboeseira e goiabeira, respectivamente. Arena & Pastur (2001) citam que a
adicdo de carvao ativado ao meio de cultura promoveu alongamento das
brotagdes de Berberis buxifolia, mas reduziu o indice de multiplicagdo. Hazra et
al. (2002) relataram o efeito sinergistico do carvdo ativado na multiplicagio e
enraizamento de brotagdes de algodoeiro.

A diversidade de resultados obtidos com a utilizagio de carvio ativado
se deve, principalmente, ao gendtipo da espécie em questdo, a adsor¢do de
algumas substincias quimicas e compostos orginicos, além de metabdlitos
toxicos liberados no cultivo in vitro (Wang & Huang, 1976) e, possivelmente a

sua interferéncia na agéo das auxinas e citocininas (Constantin et al., 1977).
2.3.4 Aclimatizaciio de plantas obtidas por micropropagacio

A aclimatizagdo pode ser definida como a transferéncia da planta da
condicdo in vitro para o ambiente natural ou para um ambiente intermedidrio,
como casa de vegetagdo ou telado (Debergh & Maene, 1981). Ha controvérsias

no uso do termo aclimatagéo e aclimatizagao. Segundo Preece & Sutter (1991), a



palavra aclimatagiio denota o processo durante o qual plantas ou outros

organismos ajustam-se ou acostumam-se a uma nova condigdo de clima ou

situagdo, como um resultado de um processo natural. George (1993) define

aclimatagio como um processo de adaptagio regulado pela natureza e

aclimatizagiio como sendo aquele controlado pelo homem. Alguns pesquisadores

consideram esses termos sindnimos. Para Sluis & Walker (1985) e Crécomo
(1988), a aclimatizagdo € uma fase critica na micropropagagéo de plantas e, em

alguns casos, pode ser um fator limitante nesse processo (Grattapaglia &
Machado, 1998).

Um grande nimero de plantas micropropagadas pode néo sobreviver a
transferéncia das condi¢des in vitro para casa de vegetagdo. A maioria das
espécies que crescem in Vitro requer um processo de aclimatizagio para
sobreviver € crescev,rc‘iuando transferida para o solo (Preece & Sutter, 1991).
Segundo Dunstan & Turner (1984), a aclimatizagéo ¢ constituida de duas fases:
enraizamento (in vitro ou ex vitro) e transferéncia das mudas para condi¢des nao
estéreis com temperatura e umidade controladas.

A principal causa da baixa sobrevivéncia é a excessiva perda de agua
pelas plantas durante a aclimatizagéo (Sutter & Langhans, 1982). A quantidade
reduzida de cera epicuticular esta diretamente relacionada com o aumento da
perda de 4gua em brotos cultivados. Taxas de transpiracdo foram mais altas em
folhas de plantas com baixa quantidade de cera epicuticular quando comparadas
com as plantas que cresceram em casa de vegetagio ou que ja estavam
aclimatizadas (Wardle et al., 1983; Sutter & Langhans, 1982). O mecanismo de
abertura e fechamento de estomatos das plantas que foram cultivadas in vitro €
estdo em processo de aclimatizagio € mais lento do que em plantas mantidas em
casa de vegelagio ou aclimatizadas e isto pode levar & répida perda de agua,
causando colapso nas folhas e resultando em clorose. A baixa integridade da

cuticula e da membrana celular também contribui para a degradagdo dos



estomatos (Sutter, 1988). As plantas mantidas in vitro também requerem baixa
luminosidade relativa e, quando submetidas ao aumento de luz, sofrem um
processo de destrui¢ao de clorofila, tornando-se cloréticas e queimadas (Costa,
1998). ' |

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), vérios fatores sdo limitantes
durante a fase de aclimatizagdo: 1) passagem de um baixo fluxo respiratdrio (in
vitro) para um ambiente que demanda incremento na taxa de respiragio,
podendo causar estresse hidrico; 2) a planta passa de um meio heterotréfico com
grande suprimento de energia (sacarose) para o autotréfico, com a necessidade
de realizar fotossintese para sobreviver; 3) a planta passa a ter que incrementar a
absorgdo de sais rapidamente e 4) a planta passa de um ambiente asséptico para
outro, onde fica sujeita ao ataque de microorganismos.

O alto custo da produgio de mudas pelo processo de cultura de tecidos
ocorre principalmente, pela alta porcentagem de perdas na fase de aclimatizagéo
(Slhiis & Walker, 1985). A caréncia de informagbes ou auséncia de técnicas
ligadas a essa etapa, como controle de umidade, luminosidade, temperatura e
substratos, pode quebrar a continuidade do processo de produgdo (Wardle et al.,
1979).

~ Visando reduzir as perdas durante a fase de aclimatizagéo, varios estudos
vém sendo desenvolvidos para favorecer o crescimento das mudas nesta fase
limitante da cultura de tecidos. Segundo Gribaudo & Fronda (1993), a técnica
convencional de aclimatizagiio consiste basicamente no enraizamento in vitro
em substrato com &gar, com subsegiiente repicagem para o substrato sob
nebulizagio intermitente, para manter alta a umidade relativa do ar, reduzindo-a
posteriormente de forma gradativa. A utilizagao de sombreamento para evitar o
estresse pela luz (Gedrge, 1993), a inoculagdo de micorrizas (Corsato, 1993) e a
escolha de substratos adequados (Normah et al., 1995) sdo importantes no

processo de aclimatizagdo.
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2.3.4.1 Substratos

O uso de substratos industriais tem crescido muito nos vltimos anos, pelo
fato da produgdo horticola estar cada vez mais baseada em substratos artificiais
(Bellé & Kampf, 1993). Atualmente, sdo usados diferentes tipos, dependendo da
espécie a ser cultivada, existindo aqueles ja preparados, com diferentes
composigdes. Infelizmente, no Brasil, ainda ndo ha uma legislagdo que
regulamente o seu comércio (Gongalves, 1992).

No cultivo de plantas omamentais, incluindo as orquideas, o substrato
ideal deve estar disponivel em grande quantidade, ser de facil manuseio e de
custo reduzido. No Brasil, ndo existem tantas opgoes de substrato, como ocorre
em paises que se especializaram em comercializar os mais exdticos insumos
para cultivo de plantas omamentais, 1ais como cascas de diversas arvores, folhas
secas de pinus, pedriscos de tamanhos diferentes e tipos raros de pedra e musgo
importados da Nova Zelandia (Ortega et al., 1996).

O xaxim, substrato preferido pela maioria dos orquidéfilos brasileiros, é
formado pelas raizes adventicias de algumas samambaias das familias
Dicksoniaceae e Cyatheaceae. Geralmente, ¢ utilizado na forma de fibras e,
quando usado como substrato, dura cerca de trés a quatro anos. O xaxim
desfibrado ¢ obtido mediante o desfibramento do caule da "samambaiagu"
(samambaia gigante). J4 o xaxim em pé ¢ retirado por meio de peneiramento,
lavagem com 4gua corrente ou até "batido" em peneira de poros largos. Esse
substrato é considerado excelente para o cultivo de orquideas, pois retém grande
quantidade de 4gua, conservando-se imido por longo tempo. Na auséncia de
precipitagdes pluviais ou irrigagdes, pode ceder 4gua ao velame, por contato, ou
provocar elevagdo da umidade relativa no ambiente proximo ao vaso, mantendo

o teor de umidade (Silva, 1986).



No Brasil, as plantas fornecedoras de xaxim, como a samambaiagu
(Dicksonia sellowiana Hook), encontram-se em processo de extingdo, devido ao
extrativismo desenfreado, apesar da legislagio do meio ambiente em vigor.
Essas plantas levam'de 15 a 18 anos para atingir o estddio ideal para a extragio
e, na atualidade, ndo existe plantio visando a produg¢iio comercial (Lorenzi &
Sousa, 1996). Em vista desse extrativismo, foi promulgada, em 21 de janeiro de
1992, no Rio Grande do Sul, a Lei 9.519, que proibe a extragiio do xaxim de
florestas nativas (Kdmpf, 2000b). Essa lei beneficia as florestas nativas dos
territorios do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, onde ocorre larga extra¢éio
ilegal (Silva, 1986).

O uso de substratos alternativos para o cultivo de orquideas dever4 trazer
uma série de beneficios a natureza, preservando a "samambaiagu" que, h4 muitos
anos, vem sendo utilizada no cultivo de vérias espécies de orquideas (Lorenzi &
Sousa, 1996). Segundo Silva (1986), existem substratos que podem ser
utilizados para o cultivo de orquideas: raizes de Polypodium (também uma
espécie de samambaia), fibra e raizes de Osmunda regalis (samambaia-real),
casca de barbatimao, casca de pinus, fibra de coco e argila expandida.

No Brasil, ha vérios materiais com potencial de uso como substratos,
entretanto, a falta de testes e informagGes limitam sua exploragdo (Backes &

Kiampf, 1991).
a) Casca de arroz carbonizada

A casca de arroz carbonizada é um material de baixa densidade e
capacidade de reteng@o de 4gua, sendo a CTC também baixa, mas superior ao da
areia, oferecendo boa aeragio, drenagem rapida, eficiente e apresentando pH em
torno da neutralidade. E rica em minerais, principalmente Ca, K e Si (Minami,

1995 e Kiampf, 2000a). Possui caracteristicas semelhantes 4 fibra de xaxim,
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podendo tornar-se um substituto dele, pois as reservas de xaxim naturais sdo
limitadas (Backes, 1989, citado por Rocha, 2000).

Em crisintemo, Souza et al. (1995) verificaram que a mistura contendo
solo, areia e casca de arroz carbonizada (2:1:4) proporcionou melhor
crescimento e florescimento dessa espécie, além do aumento da reten¢do de
4gua, bem como a quantidade e qualidade da produgéo em vaso.

A casca de arroz ¢ utilizada na constituicio de substratos para
aclimatizagio de algumas espécies, como crisintemo (Dendranthema
grandiforum), amor-perfeito, cravo-de-defunto e flor-de-mel (Takeyoshi et al.,
1984).

Na produgio de mudas de calanchoe (Kalanchoe blossfeldiana cv.
Singapur), Gongalves (1992) constatou que substratos contendo casca de arroz
carbonizada apresentaram bons resultados.

Em trabalho realizado com mudas de gipsofila (Gypsophila
unguiculata), a casca de arroz carbonizada proporcionou grande acragéo € 0s
resultados decorrentes do seu uso superaram os demais tratamentos (Bosa,
2002).

b) Pedra britada

Provenientes de granito, em pedacos de 1,5 cm de didmetro, a pedra
britada n® 1 ou 2 é recomendada para o cultivo de Cattleya nobilior, Rodriguezia
sp. e espécies rupicolas, que ndo precisam de muita dgua.

A brita sofre pouca ou nenhuma alteragdo de pH, podendo a planta viver
por muito mais tempo em um mesmo substrato sem que haja necessidade do

estressante transplante (Rodrigues, 2001).
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¢) Fibra de piacava

Utilizada na fabricagéio de vassouras, a fibra de piagava deixa sobras que
s@o descartadas pélas fabricas e podem ser utilizadas como substrato. Tem boa
durabilidade e, ao mesmo tempo, baixo nivel de desintegra¢io, pouco
fomecimento de nutrientes e baixa capacidade de retengdo de 4gua. E

recomendada para orquideas, que néo requerem muita umidade.
d) Xaxim desfibrado

Um dos componentes do substrato para orquideas mais utilizado na
atualidade ¢ o xaxim, na forma de pd (particulas pequenas) ou de fibras, pois
apresenta boa aeragdo e baixa densidade. O xaxim ou samambaiagu, extraido do
tronco da samambaia arborea Dicksonia sellowiana, estd em extingdo e sua
coleta, industrializagéo, comércio e transporte sdo ilegais no Rio Grande do Sul
(IBAMA). Por essa razio, a pesquisa de diferentes substratos para uso na
aclimatizagiio e cultivo, que venham a substituir, ou pelo menos, diminuir o
emprego do xaxim, torna-se necessiria para protegé-lo da extingdo. Sua
substitui¢do pode também dar outra finalidade a residuos ou materiais de pouca
utilizagdo, de facil obten¢do e que, ao mesmo tempo, permitam bom
desenvolvimento de plantas.

O xaxim estd hd dez anos na lista de plantas ameagadas de extingdo do
IBAMA. A extragio e exploragdo comercial do xaxim foram proibidas em 2001
em todo o territério nacional, de acordo com a resolucédo do Conama 278/ 1, de

24 de maio do mesmo ano.



2.3.4.2 Adubagio

As orquideas devem ser adubadas preferencialmente nos meses mais
quentes (de agosto a abril), quando as plantas estdo em pleno desenvolvimento
vegetativo. Como esse desenvolvimento ¢ lento, a aplicagdo do adubo devera ser
a mais parcelada possivel. Apos a floragdo, as orquideas entram em repouso
vegetativo e, nessa fase, ndo se deve aduba-las, o que deve ser feito tdo logo
inicie a brotagdo, com adubos quimicos ou organicos (Approbato Filho, 2001).

Segundo Campos (1996), pode-se adubar as orquideas com esterco de
ave bem seco, desinfetado com fungicida e peneirado. O esterco de ave € um
adubo rico em nitrogénio e que pode ser usado em mistura com o xaxim, quando
se planta a orquidea ou, entdo, levemente espalhado sobre o substrato. A
quantidade de 40 g ¢ o suficiente para cada planta, repetindo a adubagdo a cada
dois meses.

Os adubos inorginicos sio facilmente encontrados em casas
especializadas em plantas ou produtoé agropecudrios e fortalecem as plantas
contra doengas e pragas, auxiliando na produgio de flores. No mercado ja
existem diversos produtos com formulagdes NPK para orquideas (Quadro 1),
sendo facilmente encontrados em floriculturas e similares (Campos, 1996).

A aplicagdo deve ser feita por meio de pulverizagdo foliar. Assim que
iniciar a abertura das flores, deve-se suspender a adubagdo, pois as flores
poderdo ficar manchadas (Paula & Silva, 2001).

Erickson (1957), citade por Carlucci et al. (1980), analisou folhas de
Cattleya com idades de 1 até 7 anos, cultivadas em substrato esfagno e verificou -
que a concentragio em K decresce com a idade das folhas; por outro lado,
observou um aumento considerivel na concentragido de Ca que aumenta com a

idade da folha. A concentragio em Mg mostrou-se estavel durante os sete anos,
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enquanto as concentragdes em N e P decresceram com o aumento da idade das
folhas.

QUADRO 1 Formulagdes NPK para as diferentes fases de plantas de orquideas
e época de aplicagio do produto.

Planta nova (planta ‘ 30-10-10, 10-05-05, | Aplicagao de
que ainda ndo ou similar 15em 15
floresce anualmente) dias
Fase I (do inicio da 30-10-10, 30-15-15,
brotagao até o 10-05-05 ou similar
Planta adulta (planta { crescimento méximo do Aplicacio de
que ja floresce broto) 15em 15
anualmente) dias
[Fase 11 pré-floragao | 00-30-20, 10-30-20,
(antes da emissdo da ou similar
inflorescéncia até a
formagao completa dos
botdes florais)

Fonte: Paula & Silva, 2001.

Carlucci et al. (1980) realizaram trabalho com Cattleyas e Laelias
cultivadas em substrato de xaxim (Dicksonia sellowiana) e constataram que a
concentragdo em N, P, K, Ca, Mg e S nas orquideas de ambos os géneros ¢
ligeiramente inferior & encontrada comumente em plantas de outras espécies. Ja
a concentra¢do de B, Cu, Fe, Mn e Zn foi elevada e bem superior 2 encontrada
usualmente em outras espécies (Tabela 1). A extragdo total de macronutrientes
pela planta inteira obedeceu a seguinte escala: Laelia crispoilabia, 364,36 mg;
Laelia cinnabarina, 486,26 mg; Cattleya loddigesii, 606,99 mg;, Catileya
intermédia, 816,21 mg e Laelia flava, 826,36 mg. De acordo com Haag et al.

(1991), para micronutrientes, os valores de extragdo total pela planta inteira
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foram: Laelia crispoilabia, 384,10 mg; Laelia cinnabarina, 522,90 mg; Cattleya
loddigesii, 654,20 mg; Laelia flava, 875,10 mg e Cattleya intermedia, 888,30

mg.

TABELA 1 Composi¢do quimica de macro e micronutrientes em Cattleya.
Folhas novas Folhas maduras  Pseudobulbos  Raizes

1-2 anos 3 anos 3 anos

N % 1,5-2,5 1,0-2,0 1,0-2,0 1,0-2,0

P % 0,1-0,2 0,1-0,2 0,1-0,3 0,2-0,4

K % 2,0-3,0 1,0-2,5 1,0-2,0 0,5-1,5

Ca% 0,4-1,0 1,5-3,0 0,5-1,0 0,1-0.4

Mg % 0,3-0,6 0,3-0,6 0,2-0,6 0,2-0,4
Fe g kg 50-100 100-500 60-100 125-250

Mn g kg™ 40-80 200-400 20-60 20-60
Zngkg”! 60-100 100-150 100-150 250-7150

Cugkg’ 30-50 30-60 30-60 30-60

Fonte: adaptado de Carlucci et al. (1980)

A exportagio média de nutrientes pela flor apresentou os seguintes
valores: P — 1,30 mg; K — 19,7 mg; Ca — 7,40 mg; Mg - 1,60 mg; Cu — 9.5 ng;
Fe —366,5 pg; Mn — 216 pg e Zn - 75,4 pg.

Para Malavolta et al. (1997), os teores de macronutrientes considerados
adequados (analise foliar) para orquideas, em g/kg, sdo: N- (15-25); P- (13-
7,5); K- (20-35); Ca— (5,0-20); Mg- (3,0-7,0); S- (1,5-7,5), ¢ para
micronutrientes em mg/kg, sio: B- (25-75); Cu- (5-20); Fe- (50-200); Mn- (40-
200) e Zn— (25-200).

Apesar de serem escassas as pesquisas com nutricio mineral em
orquideas, os autores citados acima observaram que elas sdo plantas que
necessitam dos mesmos nutrientes que as demais espécies botdnicas para o seu

desenvolvimento normal.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi constituido de experimentos de crescimento in
vitro e aclimatizagdo de plantulas de orquideas produzidas por cultura de tecidos
vegetais. Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos e
em casa de vegetagdo do Departamento de Agricultura da Universidade Federal

de Lavras, em Lavras, MG.
3.1 Fase de crescimento in vitro

No preparo dos meios foram utilizadas solugdes-estoque armazenadas
em frascos de vidro escuro, a temperaturas em torno de 5°C. O pH do meio foi
ajustado para 5,8 £ 0,1, com NaOH 0,5 e 0,1 N ou HCI 0,1 N, antes da adi¢do de
6 g L' de 4gar. Os meios foram vertidos em frascos de vidro com capacidade
para 250 cm’, vedados com tampas plasticas transhicidas e autoclavados a
pressdo de 1,1 atm e a temperatura do 121°C, durante 20 minutos.

Para a instalagdo dos experimentos foram utilizadas plantulas oriundas
de sementes germinadas in vitro com 1 a 1,5 cm de comprimento e contendo
raizes. O manuseio do material vegetal ocorreu em camara de fluxo laminar
desinfestada com dlcool 70% (etanol) e, apds a inoculagéo, os frascos contendo
os explantes foram mantidos em sala de crescimento com irradidncia em torno
de 32 uM m™ 5™, temperatura de 25 =+ 1°C e fotoperiodo de 16 horas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo os dados comparados por meio do teste de médias Scott-Knott ou

regressdo polinomial empregando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2000).
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3.1.1 Espécies e KNO; e NH;NO; na crescimento in vitro

Os tratamentos consistiram de diferentes concentragdes de KNO; e
NH,NO; (0%, 25%, 50%, 75% € 100 % da formulagdo 330 mg L' de NH,NO;
e 380 mg L' de KNO,") adicionadas ao meio de cultura KC (Tabela 2) e
diferentes espécies de orquidea (Cattleya nobilior x Catileya nobilior, Cattleya
leopoldii; Laelia purpurata ‘Cimea’ e Laelia crispa). O meio foi acrescido de
0,1 mg L' de ANA, 3 mg L" de GA,, 25 g L de sacarose, 2 g L" de carvio
ativado. Os explantes foram inoculados em frascos contendo 50 mL de meio de
cultura.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4x5, com cinco repeti¢des de 10 plantulas cada.

O experimento foi avaliado ap6és 90 dias da instalagdo, por meio de
nimero de folhas, nimero de raizes, niimero de brotos, comprimento da parte

aérea e peso da matéria fresca de pléntulas.
3.1.2 Meios de cultura e BAP na multiplicacéo in vitro

Plantulas da espécie Brassocatileya ‘Pastoral’ x Laeliocattleya ‘Amber
Glow’ foram inoculadas em frascos contendo 40 mL do tratamento contendo
diferentes meios de cultura (KC, MS ¢ WPM - Tabelas 2, 3 e 4,
respectivamente) e concentragdes de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg LY,
acrescidos de 2 g L de carvio ativado.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em

esquema fatorial 3x5, com quatro repeti¢des de cinco plantulas cada.

*1/5 da concentragio de KNO; ¢ NH;NO; utilizada na solugdo nutritiva de Murashige &
Skoog (MS), 1962.
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O experimento foi avaliado apés 90 dias da instalagéio, por meio de
comprimento da parte aérea, nimero de brotos, niimero de raizes, nimero de

folhas e peso da matéria fresca das plantulas,

TABELA 2 Solu¢io nutritiva KC (Knudson C, 1946).

Solugio Compostos Concentragdo Volume da SE  Concentragéo
estoque (SE) da SE (mgL"') adicionada ao final

meio (mL) (mgL™

1 Ca(NOs),. 4H,0 40000 25 1000,00

(NH,),SO, 25000 20 500,00

MgS0,. 7H,0 50000 250,00

MnS0O,. 4H,0 1500 7,5

CuSO, 5H,O 124 5 0,062

ZnS0O,. 7TH,0 66,2 0,331

4 H,BO; 11,2 0,056

KH,PO, 50000 5 250,00

Na,Mo0,. 2H,0 5,2 0,026

FeSO,.7H,0 1250 20 25,00

ACUCAR  Sacarose (2%) -- -- 20000,00

AGAR 0,6% 6000

Fonte: Pierik (1987).

3.1.3 Concentragdes do meio de cultura KC e carviio ativado no crescimento

in vitro

Plantulas da espécie Laelia tenebrosa foram inoculadas em frascos
contendo 40 mL do meio de cultura KC (Tabela 2), nas concentragdes de 0%,
50%, 100%, 150% e 200% de sais minerais e sacarose (20 g L"), combinado
com cinco concentra¢des de carvio ativado (0; 0,5; 1;2 e 4 mg L™h.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em

esquema fatorial 5x5, com quatro repeti¢des de cinco plantulas cada.
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O experimento foi avaliado apés 150 dias da instalagéo, por meio de

comprimento da parte aérea, niimero de brotos, numero de raizes, comprimento

da maior raiz, niimero de folhas e peso da matéria fresca das plantulas.

TABELA 3 Solugio nutritiva MS (Murashige & Skoog, 1962).

Solugiio estoque  Compostos Concentragéo Volumeda SE  Concentragéio

(SE) daSE(mgL') adicionadaao final

meio (mL) (mg L")

A NH,NO, 82500 20 1650,00

B KNO; 95000 20 1900,00
H;BO; 1240 6,20

KH,PO, 34000 170,00
C KI 166 5 0,83
Na;MoO,. 2H,0 50 0,25
CoCl,. 6H,0 5 0,025

D CaCl,. 2H,0 8800 50 440,00

MgS0O,. 7TH,O 74000 370,00

E MnSO,. 4H,0 4460 5 22,30
ZnS0,. TH;0 1720 8,60
CI.ISO4. 5“20 5 0,025
F Na,EDTA. 2H;0 7450 5 37,25
FeSO,. 7H,0 5570 27,85

HEXITOL  Mio-Inositol 2000 50 100,00
Tiamina -HCI 50 0,50
VITAMINAS  Ac. Nicotinico 50 10 0,50
Piridoxina -HCI 50 0,50
Aminoacido  Glicina 80 25 2,00

ACUCAR Sacarose (3%) -- - 30000,00
AGAR 0,6% -- -- 6000,00

3.2 Fase de aclimatizagiio

A aclimatizagiio foi realizada em casa de vegetacdo com sistema de

ventilagdo realizada por exaustores.

Inicialmente, as plantulas foram

transplantadas para bandejas coletivas ¢ p6 de xaxim como substrato, até sua
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completa adaptagdo. Decorridos seis meses, as plantas (3,0 a 5,0 cm de
comprimento) foram transferidas para bandejas de plastico com 24 células de
150 cm® cada e mantidas em bancada de tela metélica por um periodo de doze
meses. Durante a condugdo dos experimentos, foram feitas trés pulverizagdes
utilizando Benomyl (2 g L' do produto comercial Benlate®). A irrigacdo foi
feita de acordo com as condigbes de umidade do substrato, baseando-se em

avaliagdo visual.

TABELA 4 Solugdo nutritiva WPM- Wood Plant Medium de Lloyd &
McCown, 1980.

Solugdo estoque Compostos Concentragio Volume da SE Concentragéo
(SE) da SE adicionada ao final
(mgL™ meio (mL) (mgLh)
A doMS NH4NO, 82500 4,85 400,00
D do MS CaCl,. 2H,0 8800 10,9 96,00
FdoMS . NaEDTA.2H,0 7450 5 37,25
FeSO,. 7TH,0 5570 27,85
HEXITOL Mio-Inositol 2000 50 100,00
Solugdo do WPM
H;BO, 310 6,20
1 KH,PO, 8500 20 170,00
NazM004.2H10 1 2,5 0,25
Ca(NOs),. 4H,0 40000 13,9 556,00
3 K,;S0, 19800 50 990,00
MgSO,. TH,0 18500 370
4 MnSQ,. 4H,0 845 20 223
ZnS0,. TH,0 430 8,6
CuS0,. 5H;0 12,5 0,25
Tiamina - HCI 50 10 mL do MS 1,00
VITAMINAS  Piridoxina - HCI 25 +5mL 0,50
Ac. Nicotinico 25 Tiamina 0,50
ACUCAR Sacarose (2%) -- -- 20000,00
AGAR 0,6% -- -- 6000,00

OBS.: Tiamina (solugdo estoque 100 mg L™)
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3.2.1 Adubagbes e substratos na aclimatizagiio de plantulas de orquidea

Plintulas da espécie Cattleya loddgesii ‘Alba’ x Cattleya loddgesii
‘Atibaia’ j4 aclimatizadas foram transplantadas em diferentes substratos (brita n°
0, casca de arroz carbonizada, xaxim desfibrado e fibra de piagava) e submetidas
3 diferentes adubagdes (testemunha, Biofert Plus®, Dyna-Grow® e formulagéo
elaborada (comunicagio pessoal)'). As formulagbes de cada produto constam
nas Tabelas 5,6 ¢ 7.

As adubacdes foram realizadas semanalmente, sendo a testemunha
pulverizada com agua pura. O Dyna-Grow® foi aplicado na concentragio de 2,5
mL L e o Biofert Plus®, 5,0 mL L' . A formulagéio elaborada foi aplicada na
seguinte seqiiéncia: solugdo A, B, A, C, A, D...

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 4x4, com quatro blocos e seis plantulas por parcela, sendo os
dados comparados por meio do teste de médias Scott-Knott com o programa
Sisvar (Ferreira, 2000).

O experimento foi avaliado ap6s 12 meses da instalagdo, por meio de
comprimento da parte aérea, numero de brotos, nimero de raizes, comprimento

da maior raiz, nimero de folhas e peso da matéria fresca das plantulas.

TABELA 5 Composigio do adubo foliar Biofert Plus®.

Nitrogénio (N): 8% Cobalto (Co): 5 ppm
Fosforo (P,0s): 9% Cobre (Cu): 500 ppm
Potassio (K): 9% Ferro (Fe ): 1000 ppm
Célcio(Ca): 1000ppm Manganés (Mn): 200 ppm
Magnésio (Mg): 100 ppm Molibdénio (Mo): 5 ppm
Enxofre (S): 1000 ppm Cloro (Cl): 1000 ppm
Boro (B): 200 ppm Zinco (Zn): 500 ppm

*Janice Guedes de Carvalho - Professora de Nutrigao Mineral de Plantas. DCS/UFLA.
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TABELA 6 Composigio do adubo foliar Dyna-Grow®.

Nitrogénio (N): 10% Cobalto (Co): 6 ppm
Fésforo (P):5% Cobre (Cu): 70 ppm
Potassio (K): 5% Ferro (Fe ): 625 ppm
Cilcio(Ca): 2% Manganés (Mn): 40 ppm
Magnésio (Mg): 0,51% Molibdénio (Mo): 5 ppm
Enxofre (S): 300 ppm Niquel (Ni): 1 ppm

Boro (B): 70 ppm Sédio (Na): 300 ppm
Cloro (Cl): 60 ppm Zinco (Zn): 90 ppm

TABELA 7 Formulagio elaborada (comunicagio pessoal)’, Lavras-MG, 2004.

Solugdo gL”
A Sulfato ferroso amoniacal 0,5
B Melago 0,5

Uréia 0.4

ZnS0O, 0,2

H.BO, 0,1

KCl 0,3

KH,PO, 0,5

C MAP 0.4
Molibdato de amédnio 0,05

Uréia 0,2
KCl 0,30

Melago 0,5
D KCl 0,05
Ca (No;)z 4H20 0,4

KH,PO, 0,2

Uréia 0,2

Melaco 0,3

MgS0Q,;7H,0 0.4

MnS0,4H,0 0,1

CuS0, 5H,0 0,1

* Janice Guedes de Carvalho - Professora de Nutricdo Mineral de Plantas. DCS/UFLA.
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As adubagdes foram realizadas semanalmente, sendo a testemunha
pulverizada com 4gua pura. O Dyna-Grow® foi aplicado na concentragdo de 2,5
mL L e o Biofert Plus®, 5,0 mL L . A formulagdo elaborada foi aplicada na
seguinte seqiiéncia: solugdo A, B, A, C, A, D...

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 4x4, com quatro blocos e seis plantulas por parcela, sendo os
dados comparados por meio do teste de médias Scott-Knott com o programa
Sisvar (Ferreira, 2000).

O experimento foi avaliado apés 12 meses da instalagdo, por meio de
comprimento da parte aérea, niimero de brotos, numero de raizes, comprimento

da maior raiz, nimero de folhas e peso da matéria fresca das plantulas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espécies e KNO; e NH;NO; no crescimento in vitro

Para a varidvel nimero de folhas ndo houve interagdo entre os fatores
estudados. Houve significancia apenas para o fator espécie. A interagdo dos

fatores foi-significativa para as demais varidveis (Tabela 8).

TABELA 8 Resumo da anélise de varidncia para as caracteristicas nuimero de
folhas (NF), nimero de raizes (NR), nimero de brotos (INB),
comprimento da parte aérea (CPA) e peso da matéria fresca de
plantulas (PMFP). UFLA, Lavras, MG, 2003.

Fontes de GL

variagdo Quadrados médios
NF NR NB CPA PMFP
Meios 4 T54821™ 1,3958™ 0,6682** 0,2573© 0,0053°
Espécie 3 165,774** 14,1576%* 6,4580 ** 16,0606** 0,3409**
Meio x espécie 12 12,8669 ™ 8,0208** 0,2916* 0,3533 ** 0,0149*
Residuo 80 53267  2,7189  0,1383  0,1096  0,0064
CV (%) 22,71 31,25 20,78 10,91 22,75

**_* significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Nimero de folhas

Analisando-se a Tabela 9 verifica-se que a espécie C. nobilior x C.
nobilior obteve o maior nuimero de folhas (12,59). As espécies C. leopoldii e L.
crispa obtiveram resultados intermediarios, enquanto que a espécie L. purpurata

“Carnea’ obteve média inferior as demais (6,56).
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TABELA 9 Nimero médio de folhas em plantulas de orquidea de diferentes
espécies cultivadas sob diferentes concentragdes de KNO; e
NH,NO;. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Espécies Numero médio de folhas
C. nobilior x C. nobilior 12,59 a
C. leopoldii 11,14 b
L. crispa 1037 b
L. purpurata ‘Cémea’ 6,56 ¢

Meédias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Este comportamento esta de acordo com Suttleworth et al. (1994) e
(comunicagéo pessoal)’, que afimam que as Cattleyas apresentam um

desenvolvimento bem superior ao das Laelias.

Numero de brotos 7 |

Para a vari4vel nimero de brotos em plantulas de orquidea, verifica-se
que houve interagdo entre as concentragoes de KNO; e NH4NO; e as espécies
Cattleya nobilior x Cattleya nobilior ¢ Cattleya leopoldii (Tabela 8). Nas duas
espécies, maijor nimero de brotos (3,06 ¢ 1,95, respectivamente) foram
observados nas concentragdes de 59,33% e 44,5% de KNO; e NH;NO,,
respectivamente, a partir das quais houve redugio nessa varidvel (Figura 1). Essa
redugdo pode ter sido causada por toxidez 2 medida em que se acrescentou 0
nitrato de potassio e o nitrato de aménio.

Pode-se observar que, dentro de uma mesma espécie, ocorrem"
comportamentos distintos. Provavelmente, a Cattleya leopoldii requer um meio

de cultura mais rico em sais minerais para se desenvolver melhor.

* Vantuil Antdnio Rodrigues, Biologo- Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais.
DAG/ UFLA.
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Numero de brotos

1 Y ¢ obuter= 2,0086 +0,0356 x - 0,0003 x*  R!=0,85
0,5 Y Clopotc= 1,54 +0,0178x-0,0002x>  R?=0,76
0 T ¥ L T L]
0 25 50 75 100
KNO, e NH,NO; (%)

L- C. nobitior a C. leopoldii ]

FIGURA 1 Efeito de concentragfes de KNO; ¢ NHy;NO; no nimero de brotos
em plantulas de orquideas C. nobilior x C. nobilior e C. leopoldii.

UFLA, Lavras, MG, 2003.

Poddar et al. (1997) estudaram altas concentragdes de nitrato de aménio,
como substituto ao 4acido naftaleno acético (ANA) em Eleusine coracana e
observaram que concentragdes de duas a seis vezes maiores que a utilizada no
meio MS podem favorecer a regeneragio de brotos na auséncia do regulador de
crescimento. J4 em altas concentra¢des de nitrato de aménio e do ANA, o meio
de cultura tornou-se téxico para a espécie estudada.

De acordo com o mesmo autor, o nitrato pode funcionar como um
regulador de crescimento, estimulando brotagdes. Dessa forma, nas espécies de
orquidea Cattleya nobilior x Cattleya nobilior e Cattleya leopoldii, o nitrato
estimulou crescimento até um certo ponto, tornando-se tOxico a partir do

mesmo, com o aumento das concentragdes.
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Comprimento da parte aérea

Verifica-se que houve interagdo entre espécie € concentragdes de KNO,
e NH,NO;. Entretanto, por meio do teste F, apenas a espécie C. leopoldii obteve
resultado significativo (Tabela 8).

Analisando-se a Figura 2, observa-se que incrementos nas concentragdes
de KNO; e NH,NO;, adicionadas ao meio Knudson C, proporcionaram aumento
no comprimento das plantulas de Cattleya leopoldii de forma linear. Dessa
forma, maior comprimento de plantulas (3,8 cm) foi observado com 100% de
KNO; e NH(NO;. Quando se utilizaram-se 50% de KNO; e NH4NO;,
observaram-se plantulas com 3,4 cm e, na auséncia de sais, obtiveram-se
plantulas com 3,1 cm. Dessa forma, como a diferenga ¢é pequena, justifica-se um
incremento de 50% de KNO; e NH;NO; no meio de cultura, com o objetivo de

reduzir os custos.

35 .
3‘//

05 Y ¢ topotts = 3,078 +0007x  R?=0,69
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KNO, e NH,NO, (%)

Comprimento da parte aérea
(cm)

FIGURA 2 Comprimento da parte aérea em plantulas de C .leopoldii cultivadas
em diferentes concentragdes de KNO; e NHsNOs. UFLA, Lavras,
MG, 2003.
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Como a relagdo foi direta, pode-se inferir que o efeito estimulante do
nitrato de potdssio e o nitrato de aménio no comprimento da parte aérea

continuaria para concentra¢des superiores a 100%.

Numero de raizes

Houve interagdo entre concentragdes de KNO; e NH;NO; e espécies
(Tabela 8), sendo que, pelo teste F, somente a espécie Cattleya nobilior x
Cattleya nobilior apresentou significincia. Maior mimero de raizes (7,48) foi
verificado com 50% da concentragdo de KNO; e NH,NO;, apds o qual houve
redugdo, provavelmente causada por distiurbios nutricionais pela adi¢do desses
sais (Figura 3).

A adig¢do de KNO; e NH¢NO; ao meio Knudson C favoreceu o aumento
no nimero de raizes, provavelmente porque o meio Knudson € considerado um
meio pobre em sais e apresenta como fontes de nitrogénio o nitrato de célcio e o

sulfato de aménio em quantidades inferiores aos meios MS ¢ WPM.

8 -
7
6 -
5 -
4

2 4 Y ¢ o™ 3,6794+0,1116x-00009x*  R?=0,90

Numero de raizes

0 T T T 1
0 25 50 75 100

KNO, e NH,NO, (%)

FIGURA 3 FEfeito de concentragbes de KNO; e NH;NO; no niimero de raizes
de plantulas de Cattleya nobilior x Cattleya nobilior. UFLA,

Lavras, MG, 2003.
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Peso da matéria fresca de plantulas
De acordo com o resumo da andlise de varidncia, observa-se que a

interagdo entre os fatores espécie e concentragio de KNO; e NH4NO; foi

significativa (Tabela 8). Pode-se notar que houve significAncia pelo teste F entre

concentragdes de KNO; e NH4,NO; € a ‘espécie Cattleya nobilior x Cattleya
nobilior (Figura 4). O incremento das concentragdes de KNO; e NH4NO;
adicionadas ao meio Knudson C promoveu aumento no peso da matéria fresca
das plantulas de forma linear, tendo o maior peso de plantulas (0,551 g) sido
obtido com a utilizagio de 100% de KNO; e NH4NO;. Entretanto, com a
concentraciio de 50%, o peso foi de 0,540 g, podendo-se considerd-lo um bom

nivel, na tentativa de minimizar os custos com o meio de cultura.

05 1//

o
o

Peso Fresco de plantulas (g)
o

3.
0,2 »
0.1 . Y ¢ wosiio= 0,4161 + 0,0015 x R?=0,8]
0 , . ; .
0 25 50 75 100
KNO, e NH,NO, (%)

FIGURA 4 Efeito de concentragdes de KNO; e NH,NO; no peso da matéria
fresca em plantulas de Cattleya nobilior x Cattleya nobilior. UFLA,
Lavras, MG, 2003.
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Em concentrac;(‘ies superiores a 100%, provavelmente, o peso fresco de
plantulas seria mais estimulado.

Silva et al. (2001), estudando fontes de nitrogénio no desenvolvimento in
vitro do porta-etixerto ‘Trifoliata’, concluiram que melhores resultados sdo
obtidos com 75% da fonte KNO; associada a altas concentragdes de NH;NO;
para altura e peso das brotagdes dos explantes.

Segundo Sakuta (1987), altas concentragdes de aménio (NH,") e nitrato
(NOj’) podem ser criticas no processo de morfogénese e crescimento dos
explantes. Provavelmente, esses resultados podem estar relacionados a prépria
fungiio metabdlica do nitrogénio como constituinte de amino4cidos, enzimas e
proteinas.

O nitrogénio suplementado ao meio de cultura, tanto na forma de nitrato
de aménio como na forma de nitrato de potéssio, ¢ citado como benéficos nos
processos de desenvolvimento dos explantes (Gamborg, 1984).

De acordo com George & Sherrington (1984), o desenvolvimento e
morfogénese em cultura de tecidos sdo acentuadamente influenciados pela

disponibilidade de nitrogénio e pela forma como o mesmo ¢ fornecido.

4.2 Meios de cultura e BAP na multiplicacéio in vitro

Para a varidvel mimero de folhas ndo houve significincia dos fatores
isolados, nem da interagao entre eles. As varidveis nimero de raizes € peso da
matéria fresca de plantulas apresentaram significincia apenas para o fator meios
de cultura, enquanto que para as varidveis niimero de brotos e comprimento da

parte aérea a interagdo dos fatores foi significativa (Tabela 10).
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TABELA 10 Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas nimero de
folhas (NF), nimero de raizes (NR), nimero de brotos (NB),
comprimento da parte aérea (CPA) e peso da matéria fresca de
plantulas (PMFP). UFLA, Lavras, MG, 2003.

Fontes de GL

variagio Quadrados médios
NF NR NB CPA PMFP
Meios 2 12,5683 © 16,2740** 0,1483 TT5,3130%  0,2372*
BAP 4 18,6198™ 4,4693™ 04408 03373™ 0,0075%

Meio x BAP 8 24,3984™ 1,3417™ 1,7417** 1,3579* 0,0459™
Residuo 45 12,4475 2,1329 0,5055 0,5961 0,0662
CV (%) 34,67 30,81 28,01 24,43 51,00

** % significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Nimero de folhas

A variével nimero de folhas nio apresentou significincia para os fatores
estudados (Tabela 10) e, dessa forma, para a varidvel em questdo, ndo houve
diferenga entre os tratamentos. Isso implica que a utilizagdo de meio de cultura
sem adicdo de reguladores de crescimento é suficiente para incrementar o

numero de folhas.

Niuimero de raizes

Para a variavel nimero de raizes houve significincia apenas do fator
meio de cultura (Tabela 10). Verificou-se que melhores resultados foram obtidos
com os meios WPM e MS, enquanto o meio Knudson C mostrou-se inferior
(Tabela 11). Isso se explica, pelo fato dos meios WPM e MS possuirem maior
quantidade de sais minerais em rela¢do ao meio KC, favorecendo a emissdo de

maior numero de raizes.
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TABELA 11 Efeito de diferentes meios de cultura no nimero de raizes e peso
da matéria fresca de plantulas do hibrido Bc ‘Pastoral’ x Lc
‘Amber Glow’. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Meios de cultura  Numero médio de raizes Peso da matéria fresca de plantulas (g)

WPM 557 a 0,524 a
MS 487 a . 0,503 a
KC 378 b ' 0,326 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Na auséncia de BAP e GA; no meio de cultura com 50% de sais do MS,
a gloxinia apresentou maior mimero de rafzes e o aumento das concentragdes
desses fitorreguladores causou queda significativa no fator estudado (Silva,
2001).

O estimulo ao enraizamento em Spathoglottis plicata ocorren em meio
MS suplementado com 2,0 mg L" de IBA (Nayak et al., 1999). Oliveira (1994)
observou que, em plantas de crisintemo, o aumento das concentragdes de BAP
provoﬁaram diminui¢do do nimero de raizes. Para Pasqual & Hoshika (1992), o
enraizamento de cactos é mais fregiiente na auséncia de BAP, independente da
concentragdo de ANA em Mammillaria bocassana L.

O efeito ora inibitdrio, ora estimulante dos fitorreguladores na formagéo
de brotos e raizes pode estar associado a absorgdo dos reguladores de
crescimento pelo substrato (George, 1996) ou a deficiéncia de proteina ligante

promotora da atuagio das citocininas (Taiz & Zeiger, 1998).

Peso da matéria fresca de plantulas

Houve significincia apenas para o fator meio de cultura (Tabela 10).
Observou-se maior peso da matéria fresca de plantulas nos meios WPM e MS,
com pesos de 0,524 e 0,503 g, respectivamente (Tabela 11), enquanto o menor
foi obtido em meio Knudson C (0,326 g).
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Comprimento da parte aérea
Em fungdio da Tabela 10, verifica-se a significancia da interagéo entre os
fatores meio e BAP. Pelo teste F, apenas o meio WPM foi significativo em

relagdo as concentragdes de BAP.
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FIGURA 5 Comprimento da parte aérea de orquidea do hibrido Bc ‘Pastoral” x

Le ‘Amber Glow’ cultivados em meio de cultura WPM e
concentragdes de BAP, UFLA, Lavras, MG, 2003.

De acordo com a Figura 5, maior comprimento da parte aérea (4,7 cm)
foi observado quando se utilizou o meio WPM combinado com 4,0 mg L" de
BAP. Como a relagdo foi direta, pode-se inferir que o efeito estimulante do BAP
no comprimento da parte aérea continuaria para éoncentrag:ﬁes'superiores a
4mgL™.

Paiva et al. (1997) e Silva (2001), trabalhando com gloxinia, observaram
redugdo no tamanho de brotos com o aumento das concentrages de BAP e
alguns autores tém observado os mesmos resultados negativos desse regulador
de crescimento no alongamento das brotagdes em espécies como crisntemo €

morangueiro (Oliveira, 1994; Pasqual et al., 1998).
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Numero de brotos
Houve interagdo entre os fatores BAP e meio de cultura (Tabela 10).

Porém, pelo teste F, verificou-se que apenas o meio MS foi significativo em

relagio as concenﬁaqﬁes de BAP.
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FIGURA 6 Efeito do meio de cultura MS e concentragdes de BAP no niimero
de brotos de plantulas do hibrido Bc ‘Pastoral’ x Lc ‘Amber Glow’.

UFLA, Lavras, MG, 2003.

O maior nimero de brotos (3,4) foi verificado com a utilizagdo do meio
MS (Figura 6) combinado com 4,0 mg L™ de BAP, enquanto que, na auséncia do
regulador, foram obtidos 3,1 brotos. Devido & pequena diferenga (0,3) entre a
maior concentragdo e o tratamento na auséncia de BAP, ndo se justifica a
utilizagio do regulador de crescimento nesse caso.

Estes resultados concordam com os encontrados por Silva (2003) que,
estudando a mesma espécie de orquidea in vitro em meio Knudson C, obteve
maior nimero de brotos na auséncia de BAP ¢ 0,1 mg L' de ANA.

O estimulo & brotagdo em Spathoglottis plicata ocorreu em meio MS
suplementado com 10 mg L' de BAP € 2,5 mg L de ANA e o enraizamento
com 2,0 mg L' de IBA (Nayak et al., 1999); TDZ também ¢é utilizado em
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associagio com BAP para regeneragio de brotos (Li et al., 1999). Concentragdes
de TDZ acima do nivel étimo inibem a regeneragdo dos brotos (Nayak et al.,
1997).

Melhores resultados para as varidveis analisadas foram observados em
meio WPM ou MS, enquanto o meio Knudson C apresentou resultados
inferiores. Essa resposta, provavelmente, devem-se ao fato do meio Knudson
possuir baixa concentrago de sais e, embora seja muito utilizado na germinagdo
de sementes de orquideas, parece ndo propiciar condigdes satisfatérias para o
desenvolvimento das plantulas de algumas espécies.

O meio MS é composto por uma grande quantidade de sais, tornando-se
caro. Sendo assim, deve-se preferir o de menor custo, 0 meio WPM.

Sabe-se que existe uma relagéio entre o numero de brotos € seu tamanho
e quanto maior for o mimero de brotos, menor o tamanho dos mesmos (George,
1996). Essa relagio fez-se presente até a concentragdo de 2,0 mg L' de BAP em
Bc ‘Pastoral’ x Lc ‘Amber Glow’. No entanto, em concentragdes superiores,
tanto o nimero quanto o comprimento dos brotos aumentaram. Tal diversidade
de resultados esté relacionada principalmente ao gendtipo da espécie, meio de
cultura e, possivelmente, 2 interferéncia na agéio dos reguladores de crescimento.

Segundo Malaure et al. (1991), diferentes efeitos dos reguladores de
crescimento podem ocorrer para diferentes espécies, inclusive variagGes dentro

de uma mesma espécie.
4.3 Meio de cultura e carvio ativado no crescimento in vitro
A varidvel nimero de folhas apresentou interagdo significativa. Para

namero de raizes, os niveis de meio KC e de carvio ativado foram

significativos, enquanto que a interagio entre os fatores nao apresentou
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significAncia. Para a varidvel nimero de brotos ndo houve significincia dos

fatores isolados, nem da interagéo entre eles (Tabela 12).

TABELA 12 Resumo da anélise de varidncia para as caracteristicas numero de
folhas (NF), nimero de raizes (NR) e nimero de brotos (NB)

UFLA, Lavras, MG, 2003.
Fontes de GL
variagdo Quadrados médios
NF NR NB
[ 1KC 4 14,2807** 6,1449%+ 0,0503 ™
Carviio ativado (CA) 4 4,3786%* 6,8456%* 0,0106 ™
KCxCA 16 0,9204* 0,489 0,0297 ™
Residuo 75 0,4799 0,6494 0,0264
CV (%) 15,7 249 14,91

** * significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Analisando-se a Tabela 13, observa-se que, para as varihveis

comprimento da maior raiz, comprimento da parte aérea e peso da matéria fresca

de plantulas, houve significancia para o fator concentragio do meio KC e carvéo

ativado. Nio houve significincia para a interagio dos niveis.

Resumo da andlise de variincia para as caracteristicas

TABELA 13
comprimento da maior raiz (CMR), comprimento da parte
aérea (CPA) e peso da matéria fresca de pléntulas (PMFP).
UFLA, Lavras, MG, 2003.
Fontes de GL
. variagao Quadrados médios
CMR CPA PMFP
[ IKC 4 0,7233%* 2,1032%* 0,0201**
Carvio ativado 4 4,6157%* 2,0051*+ 0,0585%*
KCxCA 16 0,7082"™ 0,197® 0,0025 ™
- Residuo 75 0,4822 0,131 0,0017
CV (%) 248 233 36,7

** ¥ significativo a 1% ¢ 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Nimero de folhas
Apenas para a varidvel nimero de folhas houve interaciio entre os niveis

meio e carvdo ativado (Tabela 12). Porém, por meio do teste F, somente as
concentragbes de 50% e 100% do meio KC foram significativas em relagdo as

concentra¢des de carvdo ativado.
Melhores resultados (6,5 e 5,85) foram verificados com 50% do meio

KC combinado com 2,75 g L de carvio ativado e 100% de meio KC e 4 g L

de carvio, respectivamente (Figura 7).
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FIGURA 7 Nimero de folhas de plantulas de Laelia tenebrosa cultivadas em
diferentes concentragdes de meio KC e carvdo ativado. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

Observa-se que, com o aumento da concentragio do meio de cultura,, ha
necessidade de maior concentragdo de carvdo. Sendo assim, o meio com 50% de
sais, além de proporcionar melhores resultados, € menos oneroso.

Silva et al. (2003) verificaram que a adigdo de carvéao ativado ao meio de
cultura inibe a formacdo de folhas em plantulas de Brassocattleya ‘Pastoral’ x

Laeliocattleya ‘ Amber Glow’.
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Numero de brotos

A partir da andlise de variancia observa-se que nenhum dos fatores
testados teve significancia para esta variavel (Tabela 12). Pode-se concluir que o
meio KC na concentragdo normal (100%) sem adigdo de carvdo ativado resulta
em maior nimero de brotos.

A polpa de banana na concentragdo de 75 g L' e o carvdo ativado na
concentragdo de 200 mg L' promoveram a formagio de maior nimero de brotos
em plantulas de Brassocattleya ‘Pastoral’ x Laeliocattleya * Amber Glow’ (Silva

et al., 2003).

Nimero de raizes

De acordo com a andlise de varidncia (Tabela 12) houve significincia
para o fator concentragdo de meio e carvao ativado. Nao houve significincia
entre a interacdo dos fatores.

A medida em que aumentaram as concentragdes de meio KC, maiores
quantidades de raizes foram formadas (Figura 8A). O meio KC, com 50% de sua
concentragdo, apresentou resposta semelhante ao meio KC na concentragdo de
100%. Observou-se o mesmo numero de brotos (3,5) para ambas as
concentracdes. O maior numero de raizes foi observado com 96,5% do meio
KC. A partir desse ponto houve uma redugio, provavelmente devido a um
desbalango nutricional.

O meio MS com 50% de sais minerais, acrescido de 20 g L' de sacarose,
7¢gL'dedgarel g L' de carvio ativado, promoveu maior quantidade de raizes
em plantulas de Cattleya nobilior (Reis et al., 2003).

Para muitas espécies, verifica-se efeito favoravel no enraizamento
quando se adiciona carvdo ativado ao meio de cultura. Figueiredo et al. (2001)
citam que a induciio das raizes foi observada quando as brotagdes foram pré-

tratadas com carvdo ativado por sete dias, no escuro, antes de serem inoculadas
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em meio contendo AIB. Hazra et al. (2002) relataram o efeito sinergistico do

carvio ativado na multiplicagdo e enraizamento de brotagGes de algodoeiro.

Numero de raizes

FIGURA 8A

Namero de raizes
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Numero de raizes em plantulas de Laelia tenebrosa cultivadas em
diferentes concentragdes de meio Knudon C. UFLA, Lavras, MG,
2003. '
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FIGURA 8B Numero de raizes em plantulas de Laelia tenebrosa cultivadas em
diferentes concentragdes de carvdo ativado. UFLA, Lavras, MG,
2003.
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Takayama & Misawa (1980) verificaram que a formac#o e o crescimento
das raizes de Lilium eram inibidos por altas concentragdes de BAP, mas essa

inibicao era completamente revertida pela adi¢ao de carvao ativado.

Comprimento da maior raiz

Na Tabela 13, observa-se que houve significAncia para o fator
concentra¢do de meio e carvao ativado, e que ndo houve significincia para a
intera¢do dos niveis.

O maior comprimento de raiz (3,3 cm) foi verificado com a utiliza¢do de
100% dé meio KC. Entretanto, ao utilizar 50% de meio, 0 comprimento da
maior raiz foi de 3,2 cm. A partir do ponto maximo (143%) houve diminuigédo
do comprimento radicular, provavelmente devido ao desbalango nutricional
(Figura 9A).

Com o aumento das concentragbes de carvdo ativado houve um
incremento linear no comprimento de raizes. Melhores resultados foram
observados com a utilizagdo de 4 g L™ de carvio ativado (Figura 9B).

A adi¢do de carvéo ativado no meio de cultura foi benéfica, promovendo
tanto o numero quanto o crescimento de raizes. Isso se explica, pois o carvdo
contém impurezas que podem favorecer o crescimento de raizes jé existentes e
induzir emissio de novas raizes. Como a relagao foi direta, pode-se inferir que o
efeito estimulante do carvio ativado no comprimento da maior raiz continuaria

para concentragdes superiores a 4 g L'
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FIGURA 9A Comprimento da maior raiz em plantulas de Laelia tenebrosa
cultivadas em diferentes concentra¢des de meio KC. UFLA,

Lavras-MG, 2003.
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FIGURA 9B Comprimento da maior raiz em plantulas de Laelia tenebrosa
cultivadas em diferentes concentragdes de carvao ativado.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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Comprimento da parte aérea

Os fatores meio e carvdo ativado foram significativos, enquanto que a
interagdo entre os fatores estudados ndo foi significativa (Tabela 13).

Melhores resultados (1,8 cm) foram observados quando se utilizou o
meio KC na concentragio de 121% (Figura 10A), porém, na concentragéo de
50% de meio KC, obtiveram-se explantes com 1,7 cm de comprimento. Essa
diferenga observada (0,1 cm) é muito pequena, o que néo justifica a utilizagéo de

um meio mais concentrado, mas a redugdo do mesmo a sua metade.
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FIGURA 10A Comprimento da parte aérea em plintulas de L. fenebrosa
cultivadas em diferentes concentragdes de meio KC. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

O maior comprimento da parte aérea (1,9 cm) foi observado quando
foram utilizados 4 g L™ de carvio ativado (Figura 10B); a concentragio de 2 g
L™ proporcionou um comprimento de 1,8 cm. Comparando-se os niveis 4 ¢ 2 g
L™ de carvdo ativado, nota-se pequena diferenga (0,1 cm), o que justifica a

utilizagio de 2 g L.
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A adigiio de carvéo ativado ao meio de cultura promove a liberagio de
substancias naturalmente presentes no carvio que beneficiam o crescimento in

vitro.

Y =1,1478 + 0,4573 x - 0,0661 x* R*=0,99

0 T T T L]
0 1 2 3 4

carvio ativado (g L™)

Comprimento da parte
aérea (cm)

FIGURA 10B Comprimento da parte aérea em plantulas de L. tenebrosa
cultivadas em diferentes concentrages de carvdo ativado.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

Simdes et al. (1999), estudando meio Knudson C acrescido de carvéo
ativado, verificaram que a concentragio de 1 g L' proporciona o melhor

desenvolvimento em comprimento de brotos de Epidendrum sp. € Dendrobium

sp.

Peso da matéria fresca de plintulas

Em fungdo da Tabela 13 observa-se que houve significancia para o fator
concentracdo de meio e carvio ativado e que ndo houve significincia para a
interagdo dos niveis.

O maior peso da matéria fresca de plantulas (0,144g) foi verificado com

a utilizagio de 50% de meio KC, ponto a partir do qual houve diminui¢@o no
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peso dos explantes (Figura 11A). Provavelmente, essa redugdo ocorre devido a

toxidez.

0,2 -

0,15

e

Peso fresco de plantulas
(9) ‘
=/

005y
Y=0,0753 +0,0013 x - 0,000006 x> R>=0,83
0 T L4 L4 1
0 50 100 150 200
meio KC (%)

FIGURA 11A Peso fresco de plantulas de L. tenebrosa cultivadas em diferentes
concentragGes de meio KC. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 11B Peso fresco de plantulas de L. tenebrosa cultivadas em diferentes
concentragdes de carvio ativado. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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A utilizagio de 4 g L de carvio ativado proporcionou um peso de
0,185g dos explantes (Figura 11 B).

O carvio ativado é comumente utilizado na cultura de tecidos de plantas.
Seu efeito é atribuido 2 absorgdo de substincias txicas produzidas pelas plantas,
adsor¢do de fitorreguladores do meio e escurecimento do meio onde se
desenvolvem as raizes das plantas (George, 1993).

Van Waes (1987), citado por Bressan et al. (1999), adicionou 1 g L' de
carvio ao meio onde “seedlings” de algumas orquideas foram inoculadas e
obteve melhores resultados. No caso de Phalaenopsis, quando os “seedlings”
foram inoculados em meio sem carvio ativado, observou-se que determinadas
substincias causavam escurecimento do meio; provavelmente sio fendis, que
sio exsudados das raizes das plantas.

O melhor desenvolvimento de Phalaenopsis in vitro ocorreu na presenga
de carviio ativado na concentragio de 2 g L, indicando que este possa ser um
elemento importante no processo (Bressan et al., 1999).

Rodrigues et al. (2003), estudando efeito de carvao ativado em meio MS
na germinagdo de sementes de bromélia imperial, verificaram que aos 60 dias
apds a inoculagdo, o uso de 0,5 g L' de carvio ativado proporcionou melhor
germinagéo de sementes, independente do pH do meio de cultura.

No presente trabalho, a interagio entre os fatores néo foi significativa
para a maioria das varidveis estudadas. Pérem, os melhores resultados foram
observados com a utiliza¢do do carvio ativado.

Apesar do carvio ativado na concentragdo de 4 g L' ter proporcionado
melhores resultados, verificou-se que, na concentragio de 2 g L", os resultados
apresentam uma diferenga minima; sendo assim, no se justifica utilizar 4 g L.
Embora o carvio ativado nio seja o componente de maior custo no preparo de
meio de cultura, a sua redugdo é economicamente favoravel, especialmente para

a produgio comercial de mudas.
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4.4 Substratos e adubacdes na aclimatizaciio de orquidea

Em fungdo do resumo da anélise de variéncia, para nimero de folhas
houve interagdo significativa entre adubagio e substrato, constatando-se que os
fatores sdo dependentes. A varidvel mimero de raizes apresentou significancia
apenas para o fator adubag@o. O niimero de brotos apresentou nio significincia

para os fatores adubagdo e substrato e também para a interagio desses fatores

(Tabela 14).

TABELA 14 Resumo da anélise de varidncia para as caracteristicas numero de
folhas (NF), mimero de raizes (NR) e mimero de brotos (NB)

UFLA, Lavras, MG, 2003.
Fontes de GL
variagdo Quadrados médios
NF NR NB
Adubagiio (A) 3 16,8614%* 22,98294%* 06121 =
Substrato (S) 3 4,3027** 2,0487 ™ 0,0262 ™
Ax S 9 2,4770%¢ 3,1286 ™ 0,1814 ™
. Bloco 3 2,9756* 7,7887 ™ 0,7621*
Residuo 45 0,7895 3,0541 0,2450
CV (%) 13,85 18,93 33,70

**, * significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

De acordo com a Tabeia 15, observa-se que, para o comprimento da
maior raiz, houve significancia apenas para o fator substrato. Para a varidvel
compﬁmento da parte aérea foram significativos os fatores substrato e adubagao;
a interagdo foi nd@o significativa. O peso da matéria fresca de plantulas foi

significativo apenas para o fator adubagéo.
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TABELA 15 Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas
comprimento da maior raiz (CMR), comprimento da parte aérea
(CPA) e peso da matéria fresca de plantulas (PMFP). UFLA,

Lavras, MG, 2003.
Fontes de GL
variago Quadrados médios
CMR CPA PMFP
Adubagio (A) 3 33050~ 20,3504+ 78,1667 **
Substrato (S) 3 66,2402%* 8,6279 ** 11,5419 %
Ax S 9 29346 ™ 0,7075 ™ 1,6918 ™
Bloco 3 4,6998 ™ 0,9362 ™ 8,3602 ™
Residuo 45 6,8159 1,4601 4,4027
CV (%) 23,2 19,24 39,77

**_* gignificativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Niimero de Folhas
" O maior numero de folhas foi observado quando foram utilizadas a brita

e a fibra de piagava como substratos (8,9 € 8,6, respectivamente) e as plantas
adubadas com o Biofert ®. A adubagdo com o Dyna-Grow® promoveu um
melhor resultado quando se utilizou a fibra de piagava (7,3) e © Xaxim
desfibrado (6,65). As plantas adubadas com a formulagéo elaborada € a
testemunha obtiveram as mesmas respostas, independente do substrato
utilizado. O Biofert® proporcionou maior nimero de folhas quando as plantas
foram cultivadas em brita, fibra de piagava e CAC, em relagio aos demais
adubos foliares. As plantas cultivadas no xaxim desfibrado ndo apresentaram

diferencas significativas entre os diferentes adubos, assim como a testemunha

(Tabela 16).

53



TABELA 16 Numero de folhas em pléntulas de Cattleya loddgesii ‘Alba’ x
Cattleya loddgesii ‘Atibaia’ cultivadas em diferentes substratos
e submetidas a diferentes adubagdes foliares. UFLA, Lavras,

MG, 2003.

Substrato Adubagdo

Testemunha  Dyna-Grow®  Formulagdo Biofert ®
' elaborada

Brita 4,58aB 535bB 557aB 890aA
CAC 512aB 537bB 6,17aB 735bA
Piacava 6,25aB 730aB 645aB 8,60aA
Xaxim 565aA 6,65aA 6,77aA 6,52b A

Médias seguidas pela mesma letra, mintiscula na vertical e maiiscula na horizontal, ndo
diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Lessa et al. (2003), estudando o efeito de diferentes concentragbes de
Biofert® em planta fantasma (Graptopetalum paraguayenese E. Walther.),
verificaram que, para a varidvel nimero de folhas, nao houve diferenca entre os

tratamentos.

Nuémero de raiz

Em fungio da andlise de varidncia (Tabela 14), houve significincia
apenas para o fator adubagdo. Para a varidvel nimero de raizes, verificou-se que
a adubagdo com Biofert® proporcionou maior nimero de raizes (10,77). As
outras formulagdes utilizadas foram inferiores ao Biofert® (Tabela 17).

Estes resultados podem ser explicados pelo fato do Biofert® possuir

uma composicio balanceada, efeito rdpido e imediato, favorecendo o

enraizamento das pléntulas.
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TABELA 17 Nimero de raizes e peso da matéria fresca em plantulas de
Cattleya loddgesii ‘Alba’ x Cattleya loddgesii ‘ Atibaia’
submetidas a diferentes adubagdes foliares. UFLA, Lavras, MG,

Adubos 2003 Numero de raizes  Peso da matéria fresca de pléantulas (g)
Biofert Plus® 10,77 a 849 a
Dyna-Grow® 938 b 491 b
Formulagio elaborada 8387 b 4,13 b
Testemunha 790 b 358 b

Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Peso da matéria fresca de plintulas

Niio houve interagdo entre os fatores estudados. Apenas o fator adubacao
foi significativo (Tabela 15).

Para a varidvel peso da matéria fresca de plantulas, melhores resultados
(8,49 g) foram obtidos quando as plantas foram pulverizadas com o adubo foliar
Biofert®. As demais formulagdes Dyna-Grow® (4,91 g) e a formulagdo
elaborada (4,13 g), inclusive a testemunha (3,58 g), tiveram resultados inferiores
ao Biofert® (Tabela 17).

Rodrigues (2003) observou que mudas de bromélia imperial com 5,5 em
ou mais de comprimento, provenientes de germinagdo in vitro, quando adubadas

com o Biofert®, apresentaram melhor desenvolvimento.

Numero de brotos

O numero de brotos ndo foi influenciado quando as plantulas foram
cultivadas em diferentes substratos e submetidas a diferentes adubagdes (Tabela
14). Assim, pode-se utilizar quaiquer substrato alternativo ao xaxim e qualquer

adubago utilizada neste experimento para esta variavel.
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Comprimento da maior raiz

A partir da andlise de varidncia (Tabela 15), observa-se que houve
significancia somente para os diferentes substratos utilizados.

De acordo com a Tabela 18, pode-se verificar que tanto a fibra de
piagava quanto a casca de arroz. carbonizada (13,05 e 12,78 cm,
respectivamente) proporcionaram maior comprimento de raizes. A brita (10,40
cm) e o xaxim desfibrado (8,78 cm) foram iguais entre si, porém inferiores aos

demais substratos.

TABELA 18 Comprimento da maior raiz em plantulas de Cattleya loddgesii
‘Alba’ x Cattleya loddgesii ‘Atibaia’ cultivadas em diferentes
substratos. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Substratos Comprimento da maior raiz (¢cm)
Piagava 13,05 a
Casca de arroz carbonizada 12,78 a
Brita 1040 b
Xaxim desfibrado 878 b

Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

~ A baixa retengio de agua propiciada pela CAC e pela fibra de piagava
impede o apodrecimento das raizes de plantulas de orquidea.

A CAC possui pH préximo da neutralidade, ¢ rico em minerais,
principalmente Ca, K, Si e CTC baixa, possibilitando assim maior quantidade de
nutrientes em solugdo, isto é, disponiveis para as plantas (Minami, 1995 e
Kiampf, 2000a).

A brita, apesar de ter baixa reten¢do de 4gua, ndo favorece o crescimento
radicular, principalmente por ser muito compacta, prejudicando o crescimento e

promovendo a formagio de raizes anormais (achatadas).
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O xaxim desfibrado possui uma capacidade alta em reter agua, o que

favorece o apodrecimento de raizes.

Comprimento da parte aérea

Em funcdio da anélise de variéncia para o comprimento da parte aérea,
verifica-se que ndo houve interagio entre os fatores estudados. Houve
significancia para os fatores adubagao e substrato (Tabela 15).

Melhores resultados para comprimento da parte aérea (7,84 cm) foram
observados com a utilizacio do adubo foliar comercial Biofert®. O Dyna-
Grow® (6,04 cm) e a formulagdo elaborada (6,09 cm) tiveram resultados
intermediarios. J4 a testemunha foi inferior aos demais tratamentos, com
comprimento da parte aérea de 5,15 cm (Tabela 19).

Por ter uma composigdo de nutrientes equilibrada e facilidade de
absor¢iio do adubo pelas plantas, o Biofert® se destacou, proporcionando

melhores resultados para o comprimento das plantas.

TABELA 19 Comprimento da parte aérea em pléantulas de Cattleya loddgesii
‘Alba’ x Cattleya loddgesii *Atibaia’ submetidas a diferentes
adubagdes foliares. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Adubos Comprimento da parte aérea (cm)
Biofert Plus® 784 a
Formulagio elaborada 6,09 b
Dyna-Grow® 6,04 b
Testemunha 515 ¢

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Lessa et al. (2003) obtiveram maior altura em planta fantasma com a
dose de 10 mL de Biofert® aplicada em intervalos de 7 dias, proporcionando

melhor desenvolvimento e plantas com altura média de 9,35 cm.
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A utilizagdio de diferentes substratos no cultivo da espécie Cattleya
loddgesii ‘Alba’ x Cattleya loddgesii * Atibaia’ proporcionou respostas distintas
para o comprimento da parte aérea. A fibra de piagava (6,91 cm) e a casca de
arroz carbonizada (6,91 cm) proporcionaram maiores comprimentos, enquanto
que o xaxim desfibrado e a brita mostraram-se inferiores com 5,79 e 5,51 cm,
respectivamente (Tabela 20).

Os melhores substratos (fibra de Piagava e CAC) possuem alta
porosidade, ou seja, boa relagio entre 4dgua e ar, permitindo melhor

desenvolvimento das plantas.

TABELA 20 Comprimento da parte aérea em plintulas de Cattleya loddgesii
‘Alba’ x Cattleya loddgesii ‘Atibaia’ cultivadas em diferentes
substratos. UFLA, Lavras, MG, 2003.

" Substratos Comprimento da parte aérea (cm)
Piacava 691 a
Casca de arroz carbonizada 691 a
Xaxim desfibrado 579 b
Brita 551 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

A casca de arroz ‘carbonizada (CAC) tem sido descrita como excelente
condicionador de substratos por virios autores, o que foi comprovado no
presente trabalho. Bellé & Kimpf (1991) demonstraram a adequa¢do da CAC
para uso em misturas como substrato na produgdo de tomate e de espécies
floriferas anuais, bem como substituto alternativo para a fibra de xaxim na
cultura de Asplenium (Pteridophyta).

Rego et al. (2000), pesquisando substratos alternativos para duas
espécies de orquideas nativas (Oncidium sarcodes € Schomburgkia crispa),

verificaram que a casca de pinus e casca de pinus + isopor + carvdo(1:1:1), com
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adi¢sio ou néio de CAC, tiveram os mesmos resultados quando comparados com

o xaxim. Faria et al. (2001), analisando 14 substratos simples e compostos, entre

os quais CAC, vermiculita, xaxim, carvio, casca de pinus, cacos de cerdmica e

isopor, observaram que os melhores, para a orquidea Oncidium baueri, foram os
cubos de xaxim e a vermiculita e para a Maxillaria consangiiinea, os cubos de
xaxim, xaxim desfibrado e carvdo + vermiculita, seguidos de CAC + vermiculita

(1:1). Esses autores mostraram que o Xaxim pode ser perfeitamente substituido

por outros substratos, com resultados semelhantes para o crescimento e

enraizamento dessas orquideas nativas.

A casca de arroz também vem sendo utilizada com sucesso por alguns
pesquisadores para a aclimatizagdo de plantas micropropagadas e/ou para 0
cultivo ex vifro de muitas culturas. Kampf et al. (1996), citados por Calvete et al.
(2000), verificaram que a mistura solo + CAC (1:3) levou a um maior
crescimento de raizes e melhor desenvolvimento da parte aérea em lisianto
(Eustoma grandiflorum) durante a aclimatizag@o. Calvete et al. (2000),
aclimatizaram plantas de morangueiro (Fragaria x ananassa) em combinacdes
de sete substratos compostos a base de turfa (preta e vermetha), vermiculita,
casca de arroz (queimada e carbonizada), casca de acicia e um substrato
comercial, verificando que os substratos compostos com turfa preta + casca de
arroz queimada (1:1) proporcionaram maior sobrevivéncia, crescimento €
qualidade das mudas ex vitro.

No presente trabalho, os methores resultados foram verificados quando
as plantas foram adubadas com o adubo mineral foliar Biofert Plus®. Isso se
explica pelo fato deste adubo ter uma composigao mais equilibrada em relagdo
as demais formulagdes. Sua forma liquida e sua composi¢io balanceada
permitem a imediata absorgéo pelas folhas e raizes, resultando em mudangas

bioquimicas e fisiologicas (www .bonsaibrasil.com.br/biofert.htm).
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Os melhores resultados foram encontrados quando se utilizou a fibra de
piagava e casca de arroz carbonizada (CAC). Isso se explica pelo fato da CAC
ter uma baixa densidade e grande porosidade, destacando-se pelo elevado espago
de aerag@io e baixa retengio de 4gua, otimizando o processo de drenagem. E
recomendada como condicionador de substrato e usada em misturas para
melhorar a aeragio de substincias deficientes (Puchalski & Kimpf, 2000).
Segundo Kimpf & Jung (1991), € um residuo facilmente disponivel e produzido
em alta quantidade, cerca de um milhéo de toneladas por ano, no Rio Grande do
Sul.

A fibra de piagava tem boa durabilidade e, a0 mesmo tempo, baixo nivel
de desintegracdo, pouco fornecimento de nutrientes e baixa capacidade de
retengdo de 4gua. E recomendado para orquideas que ndo requerem muita
umidade, como as Cattleyas.

Em fungiio dos resultados obtidos, visando a substituigdo do xaxim
desfibrado, atualmente em extingio, pode-se recomendar a utilizagdo de casca de
arroz carbonizada e fibra de piagava na aclimatizagio de orquideas
micropropagadas. A facilidade de aquisigéo e a redugio dos custos so fatores

preponderantes na escolha da fibra de piagava ou CAC como substrato.
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5 CONCLUSOES

A adigdio de 50% da formulagdo original de KNO; e NH:NO; ao meio
KC proporciona melhor crescimento in vitro em plantulas de C. nobilior x C.
nobilior e C. leopoldii.

Com a utilizagdo do meio WPM acrescido de 1 mg L' de BAP, obtém-
se brotos maiores ¢ bem formados em pléantulas de Bc ‘Pastoral’ x Lc ‘Amber
Glow’.

A adigio de 2 g L' de carvdo ativado ao meio de cultura promove
melhor crescimento em pléantulas de Laelia tenebrosa.

Para orquideas da espécie Cattleya loddgesii ‘Alba’ x Cattleya loddgesii
‘Atibaia’, os melhores substratos para aclimatizagdo de pléntulas sdo casca de
arroz carbonizada e fibra de piagava.

Melhores respostas 4 adubagdo de plantulas de Cattleya loddgesii *Alba’
x Cattleya loddgesii * Atibaia’ sio obtidas com o adubo foliar Biofert Plus®.
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