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RESUMO

A Cattleya violacea Rolfe (1889) é considerada a orquidea simbolo de Roraima, sendo
muito apreciada por colecionadores, orquidofilos e produtores, que almejam cultivar
essa espécie em suas coleces. Objetivou-se com este trabalho desenvolver um
protocolo de cultivo in vitro para a C. violacea utilizando meios de cultura alternativos
ao agar e aos sais e vitaminas que compdem o meio tradicional Knudson C, no intuito
de reduzir os custos dessa forma de reproducéo de orquideas. As plantulas utilizadas
nesta pesquisa foram oriundas da germinacéao in vitro de C. violacea estriata com 1,0
cm de altura e com 02 folhas. Os meios de cultura testados foram compostos por agar,
vermiculita e carvao vegetal adicionados de 60,00 g L-! de polpa das frutas regionais
cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum [Willd. Ex. Spreng]), buriti (Mauritia
flexuosa L.), cajd (Spondiaslutea L.), acai (Euterpe oleracea Mart.), graviola (Anona
muricata L.) e murici (Birsonima crassifolia L.) acrescidos de 40,0 ml L1 de 4gua de
coco, de 2,0g L1 de carvao ativado e 20,0 g L*! de sacarose. O pH do meio foi ajustado
para 5,7 £ 0,1. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 18 tratamentos e 05 repeticdes contendo 05 plantulas por frasco. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de varidncia multivariada (AMOVA) e utilizou-se o
teste de Tukey a 5% de significancia. Os parametros biométricos avaliados nas
plantulas apés seis meses de subcultivo nos meios testados foram, altura da parte
aérea, nuimero de folhas, nUmero de raizes, comprimento da maior raiz € nimero de
brotos. Observou-se que 0os meios compostos por agar e frutas proporcionaram 0s
maiores crescimentos das plantulas de C. violacea quanto a altura da parte aérea,
nimero de folhas e nimero de raizes, do que o meio tradicional Knudson C. Sendo
que 0 meio composto por agar e buriti promoveu 0 maior desenvolvimento das
plantulas e o meio formado por buriti e vermiculita (BU2), em relacdo a variavel nimero
de brotos, influenciou positivamente na escolha do melhor meio de cultura estudado
para o subcultivo de C. violacea.

Palavras-chave: Orquideas. Solidificante. Frutas amazoénicas.



ABSTRACT

Cattleya violacea Rolfe (1889) is considered the orchid symbol of Roraima, very
appreciated by collectors, orchid growers and producers, that aims to cultivate this
species in their collections. The objective of this work is to develop an in vitro cultivation
protocol for C. violacea using alternative culture media to the agar and salts and
vitamins that make up the traditional medium Knudson C in order to reduce costs for
this form of reproduction of orchids . Seedlings used in this study were from in vitro
germination of C. violacea estriata with 1.0 cm and 02 leaves. The tested media were
composed of agar, vermiculite and charcoal added 60.00 g L-1 pulp regional fruit
cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum [Willd. Ex. Sprengl), Buriti (Mauritia
flexuosa L.) caja (Spondiaslutea L.), acai (Euterpe oleracea Mart.), soursop (Annona
muricata L.) and murici (Birsonima crassifolia L.) plus 40.0 L-1 ml of coconut water, 2.0
g L -1 activated and 20.0 g L-1 sucrose coal. The pH was adjusted to 5.7 + 0.1. The
experimental design was completely randomized, with 18 treatments and 05
repetitions containing 05 seedlings per bottle. The data were subjected to multivariate
analysis of variance (AMOVA) and used the Tukey test at 5% significance level. The
biometric parameters evaluated in seedlings after six months of subculture media
tested were, shoot height, number of leaves, number of roots, the greater root length
and number of shoots. It was observed that the means consisting of agar, and fruit
resulted in the highest growth of C. violacea as the seedling shoot height, number of
leaves, number of roots, than the traditional means Knudson C. Since the medium
composed of agar and Buriti promoted the further development of seedlings and the
medium formed by Buriti and vermiculite (BU2), in relation to the shoot number,
positively influenced the choice of the best culture medium studied for the subculture
of C. violacea.

Keywords: Orchids. Solidificante. Amazonian fruit.
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1 INTRODUCAO

As orquideas fazem parte de uma grande familia de plantas ornamentais, que
se caracterizam principalmente pela beleza e forma de suas flores. Existindo diversos
géneros e milhares de espécies em quase todas as regides da terra, especialmente
nas regides tropicais. Sao plantas que se diferenciam quanto a dificuldade de cultivo,
e cada vez mais se encontra adeptos a essa pratica denominada de orquidofilia,
existindo varias associacdes que promovem constantes eventos e estudos sobre as
orquidaceas.

O género Cattleya, de ocorréncia natural no Brasil é bastante conhecido e
apreciado por orquidéfilos e produtores, devido a beleza e exuberancia de suas flores.
Como as Cattleyas atraem muitos admiradores, sua coleta predatdria na natureza tem
levado algumas espécies a iminéncia da extingdo, o que vem impulsionando
pesquisas relacionadas a producao in vitro de orquidaceas, no intuito de evitar a perda
desse patrimdénio genético e ofertd-las em grande quantidade, de modo a suprir 0
mercado orquiddfilo, contribuindo para reduzir sua retirada da natureza.

Os meios de cultura utilizados para a germinacao e desenvolvimento in vitro de
plantulas de orquideas foram estabelecidos a partir das exigéncias nutricionais de
cada espécie, com modificacdes para atender as necessidades especfficas em um
ambiente estéril. Véarios trabalhos vém sendo realizados na tentativa de produzir
combinacdes de substancias, que tém sido acrescentadas aos meios nutritivos, como
polpas de frutas e agua de coco, com a finalidade de obter um protocolo simplificado.
Dentre os diversos meios de cultura empregados na producéo de orquideas, os mais
conhecidos sdo 0s compostos por macronutrientes e micronutrientes minerais,
vitaminas, acuUcares, reguladores vegetais e suplementos organicos (KNUDSON,
1946; MURASHIGE; SKOOK, 1962; VACIN; WENT, 1949), substancias que oneram
a producao in vitro dessas plantas e que sao de dificil acesso a colecionadores e a
pequenos produtores.

O cultivo comercial de plantas ornamentais, entre elas as orquideas, tem
crescido nos Ultimos anos e exigido maior conhecimento técnico para a producéo. E
como as orquidaceas sao de dificil propagacdo, além de possuirem crescimento
vegetativo lento, tornou-se necessario desenvolver protocolos para a propagacao

dessas plantas, de modo a viabilizar sua producdo em larga escala. A técnica de
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propagacgéo de plantas em ambiente controlado e livre de contaminagdes, ou seja,
cultivo in vitro é utilizada na semeadura e desenvolvimento de plantulas de orquideas,
por aumentar o indice de germinacdo em cerca de 100%, além de produzir plantas
mais vigorosas e adaptaveis ao cultivo em ambiente ex vitro, tornando o processo de
multiplicacdo de orquideas comercialmente viavel (SILVA, 2003).

Tendo em vista a necessidade de se preservar a C. violacea € importante se
desenvolver um protocolo de propagacdo da espécie, que permita acelerar seu
desenvolvimento, diminuir a percentagem de perda de plantulas e minimizar os custos
da propagacao in vitro, tornando-se possivel desenvolver economicamente essa
forma de multiplicacdo. E como a utilizagdo de meios de cultura alternativos tem como
principal finalidade diminuir os custos da producdo in vitro, e devido as diferentes
necessidades nutricionais das orquidaceas, faz-se necessario a busca por protocolos
especificos. Desse modo, com o proposito de desenvolver um meio de cultura
alternativo no cultivo in vitro da C. violacea estudou-se a utilizacdo das frutas da regido
amazonica cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum [Willd. Ex. Spreng]), buriti
(Mauritia flexuosa L.), caja (Spondiaslutea L.), acai (Euterpe oleracea Mart.), graviola
(Anona muricata L.) e murici (Birsonima crassifolia L.) solidificados com &agar,
vermiculita e carvao vegetal, na producdo de meios de cultura adequados ao

desenvolvimento dessa espécie de orquidea.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Tendo em vista 0 melhor entendimento sobre as orquideas e os meios de cultura
alternativos utilizados em seu cultivo in vitro, detalharemos a seguir as informacdes

sobre os mesmos.

2.1 ORQUIDEAS

As orquideas sdo pertencentes a familia orchidaceae, considerada a maior
familia fanerégama e taxonomicamente a mais evoluida das monocotiled6neas.
Estima-se que existam 1.800 géneros, cerca de 35.000 espécies e mais de 100.000
hibridos naturais, sendo as espécies extremamente diversificadas, representando
aproximadamente 7% do total das espécies vegetais do mundo, ocorrendo
principalmente em areas tropicais (SILVA, 2003).

A familia orquidacea é composta por plantas herbaceas perenes que vegetam
em diversos ecossistemas, sendo encontradas em florestas, campos, cerrados,
dunas, restingas e tundras. Podem ser terrestres, encontradas nos solos das matas,
campos e até mesmo na areia de dunas e restingas; rupiculas, ocorrendo sobre ou
entre as rochas; epffitas, quando vivem sobre outras plantas, utilizando-as como
suporte e algumas sao consideradas saprofitas, por se desenvolvem sobre matéria
organica em decomposicdo, embora esse termo seja controverso entre 0S
pesquisadores, preferindo alguns as denominarem como humidiculas (BRUSTULIN;
SCHMITT, 2008).

Geralmente as orquideas ndo suportam ambientes encharcados e/ou com muita
umidade. Em ambientes naturais a umidade que necessitam vem das precipitacdes
pluviométricas, do orvalho noturno e da umidade relativa do ar. Quando o substrato
se encontra em condi¢des ideais de textura e drenagem, a 4gua é absorvida pelas
raizes através de uma estrutura denominada velame, tecido que cobre as raizes
aéreas das orquideas epffitas, capaz de absorver 4gua e de evitar a evaporacao
excessiva pela raiz (RODRIGUES, 2005).

As orquideas apresentam flores com modificacdes extremamente variadas em

tamanho, forma, cor e fragrancias. Algumas sdo tdo pequenas que sao conhecidas
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por microorquideas, enquanto outras como a trepadeira baunilha (Vanilla sp.) pode
atingir varios metros de comprimento (MORAIS et al., 2009).

Ocorrem dois tipos de crescimento nas orquideas: simpodial e monopodial. As
orquideas simpodiais tém crescimento horizontal, o caule € formado pelo rizoma que
fica paralelo ao substrato e pelo pseudobulbo que se desenvolve perpendicularmente
ao substrato. E as orquideas monopodiais tém crescimento vertical e ndo possuem
pseudobulbos (FERREIRA, 2009).

A flor, principal caracteristica taxonbmica das orquideas € composta por trés
sépalas, que tem a funcdo de proteger a flor no botdo e trés pétalas, sendo duas
idénticas e uma diferenciada, denominada labelo, quase sempre maior que as duas
primeiras e mais vistosa, com a funcdo de atrair os agentes polinizadores, que podem
ser insetos ou passaros (SORACE, 2008). As flores de Cattleya spp. sdo geralmentes
grandes, com as sépalas e pétalas apresentando-se da mesma cor e o labelo como a
parte mais colorida da flor, sendo que a parte basal ligada ao resto da flor normalmente
€ tubular, envolvendo a coluna (VENTURA, 2007).

O 6rgéo reprodutor das orquideas € constituido por quatro partes: coluna, que €
um orgao carnudo e claviforme originado do centro da flor; antera, que contém os
grdos de polen agrupados em duas a oito massas denominadas de polineas,
localizadas no extremo da coluna; estigma, érgdo receptivo feminino e ovario, que
apos a fecundacao se desenvolve e forma uma capsula ou fruto da orquidea, onde se
encontram as sementes (NASCIMENTO, 2007). As sementes das orquideas sao
geralmente muito pequenas e caracterizam-se pela auséncia de endosperma e
cotilédone; os embrides das sementes sdo formados por poucas células, que
acumulam reservas predominantemente lipidicas. Como ndo possuem reserva que
forneca energia para mobilizagdo dos lipideos, a semente das orquideas ndo germina
sem que haja uma fonte externa de acucares. E o fornecimento continuo de agucares,
vitaminas e outros fatores necessarios ao crescimento de suas plantulas sdo supridos
através da associacdo com fungos micorrizicos simbiontes, que viabilizam a
germinacdo da semente e o estabelecimento da planta (LINHARES, 2006).
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2.2 HISTORICO DAS ORQUIDEAS

Um relato antigo da China datando de 551- 479 a.C informa que os chineses
decoravam suas casas com orquideas, o que simbolizava pureza, perfume e graca.
Entretanto, ndo se sabe quando o homem passou a cultivar as orquideas e qual a
finalidade dessa cultura (SILVA, 2003). Gregos e romanos utilizavam as orquideas
para fins terapéuticos e acreditavam que o consumo das flores estimulava a fertilidade
e virilidade (PAULA; SILVA, 2001).

Em 1818 William Cattley, orquidofilo inglés, adquiriu uma orquidea de rara beleza
proveniente do Brasil que o fascinou, esta espécie desconhecida até aquele momento
deu origem ao género Cattleya em sua homenagem (ENGLERT, 2000). E Carolus
Linnaeus, botanico sueco, em 1735 estabeleceu a primeira classificagcdo das
orquidaceas, usando um nome genérico seguido de um especifico, e empregando a
palavra Orchis para designar um género de orquidea em seu trabalho Species
Plantarum; mais tarde ele usou o nome Orchidaceae para toda a familia. As primeiras
orquideas registradas como provenientes da América Central foram a Bletia
verecunda Lindl. (1732) e o Epidendrum fragrans Sw (1788), ambas foram levadas
para a Europa, aonde chegaram a florir. E como a maioria dos coletores que viajavam
o mundo em busca de espécies raras de orquideas, ndo eram 0s mesmos que faziam
a classificacédo botanica das espécies, ocorreram muitos erros de nomenclatura, o que
até hoje acarreta modifica¢cdes na denominacédo das mesmas (CIRCULO, 1941).

No Brasil existem varias espécies de orquideas em risco de extincdo. Estima-se
que muitas variedades estdo desaparecendo da natureza e/ou existem poucos
exemplares, como exemplo a C. granulosa Lindl. (1842), espécie endémica do
municipio de Natal, Rio Grande do Norte, muito visada por ser rara e com alto valor
de mercado (RAMALHO; PIMENTA, 2010).

Na Amazbnia encontram-se catalogadas 709 espécies em 131 géneros de
orquideas, sendo a maioria plantas epifitas encontradas vegetando nos galhos das
copas das grandes arvores em alturas de até 20 metros. Acredita-se que esse nimero
€ bem maior, pois por ndo serem interessantes ao extrativismo da madeira, as
orquideas passavam despercebidas nos inventarios florestais (STORTI, 2007). A C.
eldorado Liden conhecida como “o ouro da Amazonia” € uma espécie nativa da regiao
amazonica, vegetando em &reas restritas préximas a cidade de Manaus, sendo

endémica do estado do Amazonas, até alguns anos atras facilmente visualizada as
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margens do Rio Negro, atualmente é também um exemplo das orquideas epffitas
brasileiras ameacadas de extingdo devido a destruicdo de seu habitat e intensa coleta
ilegal (BLIND; BLIND, 2009).

2.3 O GENERO Cattleya

As orquideas mais conhecidas sédo as dos géneros Cattleya, Laelia, Oncidium,
Mitonia, Dendrobium, Vanda, Phalaenopsis e Paphiopedilum. O género Cattleya
possui cerca de 50 espécies eplffitas e sdo plantas especializadas do ponto de vista
ecoldgico, devido as suas adaptacdes morfoldégicas e funcionais, que permitem a
absorcao de nutrientes, agua e fixacao de suas raizes (GODOY; COSTA, 2003).

As Cattleyas séo encontradas desde o hemisfério norte (México), passando pela
América Central até a América do Sul, onde ocorre em maior nimero de espécies. No
Brasil tem ocorréncia em todos os estados, desde o extremo norte, nas serras de
Pacaraima e Parima, em Roraima; na divisa do Brasil com a Venezuela e a Guiana,
até o Rio Grande do Sul. Das aproximadamente 50 espécies conhecidas, 32 ocorrem
no Brasil, sem contar o grande numero de hibridos naturais entre suas proprias
espécies e outros géneros (COLOMBO et al., 2005).

Na Amazbnia sdo encontradas seis espécies de Cattleya onde cinco sédo
monofoliadas, ou seja, possuem apenas uma Unica folha: C. araguaiensis Pabst
(1967), C. eldorado Linden (1869), C. jenmanii Rolfe (1906), C. lawenceana Rchb
(1885), C. luteola Lindl (1853) e, apenas a C. violaceae Rolfe (1889) é bifoliada, com
2 a 3 folhas. Geralmente as espécies monofoliadas carregam menos flores do que as
bifoliadas, que possuem uma distribuicdo geografica desde o Planalto Central até a
Amazbnia (ZANENGA-GOGY; COSTA, 2003). Em Roraima na fronteira com a
Venezuela, mais precisamente na serra de Pacaraima, ocorrem as C. jenmaniie e C.
lawrenceana, consideradas espécies endémicas da Amazbnia, de grande valor
ornamental e comercial, que estdo sob forte risco de extincdo na natureza (RIGHETO
et al., 2012).

A C. violacea (figura 1) vegeta em matas ensolaradas em altitudes variando de
800 a 1200 metros, ocorrendo nos estados do Amazonas, Mato Grosso e Roraima. E
assim como as diversas espécies de Cattleyas encontradas no Brasil, apresentam
grande potencial para o agronegécio brasileiro (VENTURA, 2007).
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Figura 1 - Orquidea Cattleya violacea estriata Rolfe (1889) cujo fruto forneceu as
sementes cultivadas in vitro e que produziram as plantulas utilizadas em
nossa pesquisa.

Foto: Gardénia Cabral

2.3.1 Reproducédo de Orquidaceas

Existem varios sistemas de propagacdo de orquideas. Os mais simples sao
variacoes da reproducdo assexuada, podendo ser por divisdo de touceiras; divisdo de
pseudobulbos; divisédo de bulbos velhos e, indugcdo de brotamento a partir de hastes
florais. Entretanto, embora estes métodos sejam simples e com resultados seguros,
apresentam capacidade reprodutiva limitada, pois dependem de um individuo adulto
para formar uma nova planta, no periodo de 2 até 8 anos. Para a maioria das espécies
de Cattleya € necessario um ano para a formacdo de um broto constituido de um
pseudobulbo, sendo recomendado, manter no minimo trés pseudobulbos por muda
(BACH; CASTRO, 2004).

A reproducdo sexuada das orquideas consiste na fecundacdo da flor, quando
ocorre o intumescimento do ovario apos ser fecundado, formando o fruto ou capsula
gue contera milhdes de sementes. A capsula leva em média um ano para se
desenvolver e amadurecer; quando madura a capsula se abre e as sementes sao
espalhadas pelo vento. A reproducdo sexuada causa a variabilidade das espécies,
onde cada semente € um individuo diferente, produzindo plantas unicas (KLEIN,
2008).
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A propagacédo das orquideas por sementes podem ser feita por dois métodos:
simbiotico e assimbiético (FERREIRA, 2009). O método simbidtico ocorre quando da
reproducdo das orquideas na natureza com dependéncia de fungos micorrizicos, ja
que as sementes ndo possuem reservas nutritivas, além de condi¢cdes especiais de
temperatura e umidade. Os fungos entram nas células contidas no embrido das
sementes e colonizam-nas. A membrana plasmatica das células embrionarias
invagina-se, ou seja, vira as bordas para dentro, mantendo os fungos cercados por
uma fina camada de citoplasma, onde posteriormente formam-se os peletons, que ao
se degenerar intracelularmente sdo digeridos pela orquidea, fornecendo nutrientes
para o embrido e dando origem aos protocérmios (PEREIRA et al., 2005).

A multiplicacdo de orquideas por sementes na natureza € um pProcesso
demorado, mas pelo método assimbidtico ou cultivo in vitro de suas sementes,
aumenta consideravelmente o indice de germinacao, pois das aproximadamente 2,5
milhdes de sementes produzidas em uma capsula, em meio natural apenas cerca de
5% consegue germinar (STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001). Este método
acelera o processo de crescimento e desenvolvimento das orquideas, formando
plantas mais vigorosas e adaptaveis ao cultivo em ambiente natural, utilizando
pequeno espaco fisico e em curto tempo, independente de fatores climaticos
limitantes (VENTURA, 2007).

2.3.2 Técnicas de Propagacao in vitro

As técnicas de propagacéo in vitro sao utilizadas para multiplicar plantas livres
de doencas e pragas sob condicbes adequadas de assepsia, nutricdo e fatores
ambientais, como luz e temperatura, além de proporcionar o crescimento uniforme de
grande quantidade de plantas e acelerar a germinacdo de sementes de dificil
propagacao (SILVA; VILLA; PASQUAL, 2009). Na multiplicacdo de orquideas in vitro
atualmente se utiliza uma das trés técnicas disponiveis: cultura assimbiética ou
semeadura in vitro; cultura de tecido vegetal ou meristeméatica e cultura de embrides
imaturos (STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001).

Segundo demonstrado por Bosa et al. (2003) estas técnicas vém sendo
utilizadas com amplo sucesso para a producdo de mudas em escala comercial,

associada a utilizacdo de meios de cultura alternativos, o que permite a reducdo dos
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custos de producdo. Outro fator relevante do cultivo in vitro é a compatibilizacdo de
demandas especificas dos mercados interno e externo no que se refere a floragéo,
coloracao, tamanho e formas das flores, além da garantia da qualidade do produto
(COLOMBO etal., 2010).

2.3.2.1 Cultura assimbioética ou semeadura in vitro

A cultura assimbidtica ou semeadura in vitro é realizada em laboratério sob
condicbes assépticas para a germinacdo de sementes de orquideas, na auséncia de
fungos micorrizicos. O cultivo in vitro de orquideas passa por dois estadios de
desenvolvimento: semeadura e subcultivo. A semeadura é feita em meio de cultura e
posteriormente se faz o subcultivo ou repicagem, que sdo estagios mais prolongados,
podendo variar de 9 a 12 meses dependendo da espécie cultivada (SILVA, 2003). Na
capsula ou fruto de uma orquidea € possivel encontrar mais de 800.000 diminutas
sementes, e na semeadura in vitro quase todas as sementes podem germinar (BACH,;
CASTRO, 2004).

Como as sementes de orquideas ndo possuem reservas, no cultivo in vitro as
exigéncias nutricionais devem ser supridas através de meios de cultura adequados
para cada espécie. Portanto, a composicdo de meios nutritivos que possibilitem o
desenvolvimento dos embrides e crescimento das plantulas de orquidea é de grande
relevancia, pois a exigéncia nutricional depende da fase em que se encontra a planta;
e quanto mais jovem for o embrido, mais complexa serd a exigéncia nutricional para
0 seu desenvolvimento (PASQUAL, 2001).

2.3.3 Meios de Cultura Utilizados no Cultivo de Orquideas

A maioria dos meios nutritivos para o cultivo in vitro sdo formados por minerais
podendo ser macronutrientes: nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
ferro (Fe) e magnésio (Mg) e micronutrientes: manganés (Mn), zinco (Zn), boro (Bo),
cobre (Cu), cobalto (Co), molibdénio (Mo), cloro (Cl) e iodo (I), aléem de vitaminas,
acucares, reguladores de crescimento vegetativo e suplementos organicos (quadro
1). O emprego dessas substancias permite a reprodutibilidade dos meios, tendo em

vista que as constituicdes quimicas sao conhecidas e suas concentragcdes podem ser
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previamente determinadas (VENTURA, 2007). O resultado do cultivo de orquideas

depende de varios fatores e o meio de cultura é um dos principais, portanto, 0s

nutrientes minerais e vitaminicos sdo essenciais ao metabolismo das plantas, e sua

falta ou excesso pode acarretar danos ao seu crescimento e desenvolvimento normal

(ICHINOSE, 2008).

Quadro 1 - Composicao basica dos meios de cultura convencionais mais utilizados no

cultivo in vitro de orquideas.

Composicao

Knudson C

Murashige
& Skook
(MS)

Vacin &
Went

Macronutrientes (mg L-1)

NHa4NOz (Nitrato de amonia) - 1650 500

(NH4)2S0a4 (Sulfato de aménia) 500 - -

CaCl2.2H20 (Cloreto de calcio - 440 -

dihidratado)

Ca(NOs)2.4H20  (Nitrato de célcio 1000 - -

tetrahidratado)

Cas(P0a)2 (Fosfato de célcio) - - 200

MgS0O4.7H20 (Sulfato de magnésio 250 370 250

heptahidratado)

KNOs (Nitrato de potassio) - 1900 225

KH2POa4 (Fosfato de potassio) 250 170 250
Micronutrientes (mg L2)

HaBOz(Acido borico) - 6,2 -

CoCl2.6H20(Cloreto de cobalto - 0,025 -

hexahidratado)

CuS04.5H20 (sulfato de cobre - 0,025 -

pentahidratado)
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Continua
Composicao Knudson C | Murashige Vacin &
& Skook Went
(MS)
MnSO4.4H20 (Sulfato de manganés 7,5 22,3 7,5
tetrahidratado)
Kl (lodeto de potassio) - 0,83 -
Na2Mo0O4.2H20 (Molibdato de s6dio) - 0,25 -
ZnS04.4H20 (Sulfato de zinco - 8,6 -
tetrahidratado)
Na2.EDTA (s6dio EDTA) - 37,3 -
FeS04.7H20 (Sulfato de ferro 25 27,8 -
heptahidratado)
Fe2(CaH40e6)3.2H20 (Tartarato férrico) - - 28

Vitaminas (mg L1)

Niacina 0,5
Piridoxina 0,5
Tiamina 0,1
Aminoacidos (mg L1)
Glicina 2,0
Edamina 1000
Myo-inositol 100

Fonte: VENTURA (2007)

Unemoto et al. (2007) estudando a propagacao in vitro de plantas de orquideas

desenvolveram diferentes formulagbes de meios de cultura, na tentativa de produzir

meios mais eficientes e protocolos simplificados, através da adicdo de substancias

alternativas como a 4gua de coco e extratos de frutas e legumes. Alguns aditivos

utilizados na composicdo dos meios de cultura na categoria de misturas complexas

incluem: &gua de coco, extrato de sementes de feijao e de malte, sucos de tomate,
batata, cenoura, ameixa e melancia, entre outros (STANCATO; ABREU; FURLANI,

2008).
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No cultivo in vitro de Cattleya spp. misturas organicas como agua de coco e
extratos de frutas tem sido utilizadas para estimular o crescimento de protocormos,
estrutura efémera resultante da germinacdo de sementes de orquideas, a partir da
gual se formam os primérdios dos sistemas caulinar e radicular das mudas in vitro
(ORI, 2006). De acordo com Araujo et al. (2006) a a4gua de coco € o aditivo mais
utilizado para varias espécies de orquideas cultivadas in vitro, por conter sais
minerais, mio-inositol, citocinina, nucleotideos e outros compostos organicos
utilizados pelas plantas em seu desenvolvimento. No entanto, apesar do uso da agua
de coco ter sido benéfico no cultivo in vitro de hibridos de Cattleya spp. € importante
se observar como se emprega esta mistura, que possui uma composicdo quimica
indefinida e pode gerar altera¢cdes no meio de cultura, como oscila¢cdes no pH e adi¢éo
de reguladores de crescimento em quantidades ndo mensuraveis.

Varios autores fazem referéncia ao uso de polpas de frutas compondo o meio de
cultura utilizado na propagacdo in vitro de orquideas, como fontes organicas de
vitaminas, proteinas e carboidratos, além de estimuladores de crescimento e
enraizamento das plantulas (ARAUJO et al., 2009; PASQUAL et al., 2009; VIEIRA et
al., 2009; VYAS et al., 2009; FERREIRA et al., 2010; SU; SCHNITZER; FARIA, 2012).
Neste trabalho foi estudada a utilizagcdo de polpas de frutas encontradas na regiédo
amazonica como cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum [Willd. Ex. Spreng]), buriti
(Mauritia flexuosa L.), caja (Spondiaslutea L.), acai (Euterpe oleracea Mart.), graviola
(Anona muricata L.) e murici (Birsonima crassifolia L.) na producdo de meios de cultura
alternativos, adicionados de agua de coco (Cocos nucifera L) e carvao vegetal para
fornecer os nutrientes necessarios ao desenvolvimento in vitro de plantulas de
Cattleya violacea, com a intencdo de desenvolver um protocolo de cultivo para a

espécie (quadro 2).

Quadro 2 - Composicao das polpas de cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum
[Willd. Ex. Spreng]), buriti (Mauritia flexuosa L.), caja (Spondias lutea L.),
acai (Euterpe oleracea Mart.), graviola (Anona muricata L.) e murici
(Birsonima crassifolia L.).

Frutas Composigao nutricional
Cupuacu (Theobroma Vitaminas (A, B1, B2, C), proteinas e sais
grandiflorum Schum [Willd. EX. minerais (K, Se, Ca, P, Fe, Mg)
Spreng])
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Continua
Frutas Composicao nutricional
Buriti (Mauritia flexuosa L.) Vitaminas (A, B, C), proteinas, sais minerais
(Ca, P, Fe, Zn), carboidrato, lipidios, fibra,
tiamina, riboflavina, niacina, 3 - caroteno
Caja (Spondias lutea L.) Vitaminas (A, B, C), proteinas, sais minerais (K,
Ca, P, Zn), carboidrato
Acai (Euterpe oleracea Mart.) Vitaminas (B1, B2, C), proteinas, sais minerais
(Ca, P, Fe)
Graviola (Anona muricata L.) Vitaminas (A, C), proteinas, sais minerais (K,
Ca, P, Fe, Mg, Zn), carboidrato
Murici (Birsonima crassifolia L.) Vitaminas (B1, B2, C), proteinas, sais minerais
(Ca, P, Fe), carboidrato

Fontes: Lopes; Pezoa-Garcia; Amaya-Farfan (2008); Carneiro (2011); Gadelha (2009); Menezes; Torres;
Srur (2008); Moraes (2013); Guimaraes; Silva (2008)

2.3.3.1 Agentes gelificantes e substancias substitutas ao agar no meio de cultura

Os agentes gelificantes sdo promotores de sustentagdo no meio de cultura e
utilizados na propagacéo in vitro, devido ao fato de apresentar condi¢des ideais de
suporte as plantulas, embora onerem a producao in vitro, por ser um produto de custo
elevado. No entanto, varios trabalhos mostraram que € possivel substituir os
gelificantes pelo uso de substratos inertes como a vermiculita, a perlita ou espumas
de poliuretano, embebidas em meio liquido (FARIA et al, 2006; FIALHO et al, 2011).

Como exemplo temos o trabalho de Adelberg et al. (1997) onde demonstraram
gue, o0 meio de cultura liquido apresentou-se viavel, proporcionando um crescimento
mais vigoroso das plantulas quando adicionado a materiais de suporte que
aumentavam a aeracdo do meio de cultura na propagacao in vitro de Cattleya spp. De
acordo com Faria et al. (2002) o meio de cultura adicionado a espuma de poliuretano
picada proporcionou o0 enraizamento e desenvolvimento vegetativo de plantulas da
orquidea Oncidium baueri Lindl, mostrando que este substrato pode ser utilizado como
excelente alternativa para substituicdo ao agar, principalmente por seu baixo valor

econdmico.

2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA



25

A floricultura encontra-se em constante crescimento no mercado mundial,
ocupando lugar de destaque no setor produtivo por apresentar rentabilidade superior
a outras culturas, utilizando tecnologia moderna e empregando grande nimero de
mado de obra (SORACE, 2008). No Brasil a floricultura esta concentrada
principalmente na regido Sul, precisamente em Santa Catarina, Joinville e Corupa
(OTTMANN et al., 2008), embora comercialmente a floricultura no pais tenha iniciado
no estado de S&o Paulo na década de 50 (AKI; PEROSA, 2002).

Pode-se observar um notavel crescimento e consolidagdo de importantes polos
floricolas no Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Goiés, Distrito Federal e alguns estados do Norte e do Nordeste do Pais. Este
crescimento tem ocorrido devido ao fortalecimento econémico destes polos produtivos
e ao uso de tecnologia avancada, principalmente quando o produto € destinado a
exportacdo (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

A comercializacdo de orquideas ocorre de duas formas: a planta é
comercializada antes do seu florescimento ja aclimatizada ou é feita ainda nos frascos
de cultivo in vitro (NARDO; HIRGA, 2009). As orquideas entram no mercado como
plantas ornamentais ou “flor de corte”, além dos produtos industriais, como é o caso
da Vanilla planifolia Andrews (1808), que produz a esséncia de baunilha (SILVA, 2003)
e do Cyrtopodium cardiochilum Lindl, cujo extrato apresenta propriedades
imunoldgicas no tratamento da tuberculose (JUNIOR, 2009).

Os Estados Unidos, tradicional exportador de orquideas do género Cymbidium
movimenta 14 milhdes de dolares anualmente, onde o Havai exporta quatro milhdes
de dolares (SILVA, 2003). O Brasil em 1990 exportou US$ 9,2 milhdes em flores e
produtos de floricultura, sendo que as mudas de orquideas contribuiram com 2,9%
deste valor (STORTI, 2007). A partir deste ano houve um crescimento na participagao
brasileira de exportacédo de flores e plantas ornamentais, sendo registrado em 2007
valores anuais de US$ 35 milhes (LIRIO; MENDOCA, 2011).

As exportacdes brasileiras de flores e plantas ornamentais estdo aquém dos
valores gerados internacionalmente pelos principais paises que atuam no setor. Mas
as “flores de corte” tém contribuido para o desenvolvimento dessa atividade horticula,
embora ainda ndo seja condizente com a capacidade produtiva e exportadora que
ocorreria se 0 pais adotasse tecnologia moderna em todos os elos da cadeia produtiva
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).
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Estima-se que no ano de 2010 o mercado de exportacdo de flores e plantas
ornamentais tenha movimentado valores da ordem de R$ 3,8 bilhdes e no primeiro
semestre de 2011, as exportacdes brasileiras de flores e plantas ornamentais
alcancaram US$ 7,60 milhdes (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011). No Brasil o cultivo de
orquideas vem se consolidando como importante atividade econdmica em varias
regides do pais. E as orquideas que antes eram vistas apenas como um hobby se
apresentam no mercado como importante atividade econémica, embora o setor ainda
seja pequeno na pauta de exportacdes da floricultura, devido as mudas de orquideas
comercializadas serem em grande parte de espécies nativas e seus hibridos,

destinados especialmente aos colecionadores (REIS, 2011).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram elaborados com a finalidade de estudar o
comportamento de plantulas de C. violacea subcultivadas em meios de cultura com

frutas e Knudson, utilizando solidificantes alternativos ao agar.

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a influéncia de meios de cultura alternativos no crescimento in vitro de

plantulas de C. violacea estriata.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um protocolo de cultivo in vitro para a C. violacea utilizando meios de
cultura alternativos compostos por polpa de frutas amazbnicas e diferentes
solidificantes;

- Caracterizar o comportamento da C. violacea frente aos meios de cultura

alternativos.
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4 MATERIAL E METODOS

A semeadura in vitro foi realizada na Biofabrica da Universidade Federal de
Roraima (UFRR), localizada no Centro de Ciéncias Agrarias, no municipio de Boa
Vista, Roraima. Utilizou-se um fruto (cdpsula) maduro, mas fechado de Cattleya
violacea estriata ROLFE (1889) proveniente de uma planta adulta, doado por uma
orquiddfila da regido.

A capsula fechada foi lavada com detergente neutro comum e enxaguada em
agua corrente, tendo sido removida a haste que a prendia na planta com o auxilio de
uma lamina de bisturi. Dentro da capela de fluxo laminar a capsula fechada, contendo
as sementes maduras, foi desinfetada com alcool 70% por 5 minutos e apods foi
transferida para uma solucdo de hipoclorito de sédio a 2% por trinta minutos.
Transcorrido este tempo a cépsula foi lavada quatro vezes em agua destilada estéril,
para posteriormente ser aberta dentro de uma placa de Petri, com o auxiio de um
bisturi, uma pinca e uma espatula previamente autoclavados.

ApOs estes processos as sementes foram retiradas da cipsula e semeadas in
vitro em frascos de 250 ml esterilizados por autoclavagem a 121°C durante 15 minutos
e contendo 50 ml do meio de cultivo composto por 10,0 ml L1 de meio Knudson
(KNUDSON, 1946), acrescido de 2,0 gL! de carvdo ativado, 20,0 gL de sacarose e
7,0 gL de 4gar. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da inclusdo do agar.
Estes frascos com os meios de cultura contendo as sementes foram transferidos para
a sala de crescimento e mantidos sob temperatura de 26 = 2°C e 2.000 lux de
luminosidade, em fotoperiodo de 16 horas (UNEMOTO et al., 2007) por noventa dias.

Apoés noventa dias da semeadura in vitro os frascos com as plantulas foram
levados para o Laboratério de substancias bioativas do Programa de Pés-graduacéo
em Recursos Naturais (PRONAT) da UFRR, onde foram selecionadas plantulas de C.
violacea estriata com aproximadamente 1,0 cm de altura e com 02 folhas, que foram
subcultivadas nos meios de cultura compostos pelas frutas regionais acai, buriti, caja,
cupuacu, graviola e murici (figura 2) acrescidos de 40,0 mL! de 4gua de coco, 2,0 gL-
1 de carvao ativado, 20,0 gL™! de sacarose, além dos solidificantes agar, vermiculita e
carvao vegetal; e pelos meios de cultura testemunha compostos por meio Knudson C
utilizando também os solidificantes acima referidos (figura 3). O pH dos meios foi

ajustado para 5,7 = 0,1 e as plantulas apdés o subcultivo em capela de fluxo laminar,
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foram depositadas em sala de crescimento por seis meses, nas mesmas condi¢des

ambientais da semeadura descrita no paragrafo anterior.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 21

tratamentos e 05 repeticdes, contendo 05 plantulas por repeticéo (frasco). Os dados

obtidos foram submetidos a analise de variancia multivariada (AMOVA) e utilizou-se o
teste de Tukey a 5% de significancia (UNEMOTO et al., 2007).

Figura 2 - Meios de cultura alternativos compostos por Knudson C (testemunha) e
polpas das frutas cupuacu, buriti, caja, acai, graviola e murici, solidificados
com &gar, vermiculita e carvao vegetal.

Composicao dos meios estudados

Cupuagu Buriti Caja Acai Graviol Murici
Tratamento cal raviola uricl
60,09 L1 60,0 g L1 60,0 g L1t 60,0 g L-1 60,0 g L1 60,0 g L1
Agar Agar e Agar e Agar e Agar e Agar e Agar e
cupuacu buriti caja acai graviola murici
. Vermiculita Vermiculita Vermiculita  Vermiculita Vermiculita Vermiculita
Vermiculita o y . : .
e cupuacu e buriti e caja e acai e graviola € Murici
Carvs Carvao Carvao Carvao Carvao Carvao Carvao
arvao
vegetal vegetal e vegeta_l e veget_:fll e vegetql e veget_al e vegetal_e
cupuacgu buriti caja acai graviola murici
Tratamento
Agar Knudson (K1)
Vermiculita  Knudson (K2)
Carvao Knudson (K3)
vegetal

K1 = Knudson e agar, 2 = Knudson e vermiculita, 3 = Knudson e canéo vegetal
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Figura 3 - Fluxograma dos procedimentos de propagacao in vitro de C. violacea
estriata subcultivada em meios compostos por frutas regionais e Knudson,
com diferentes solidificantes.
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A avaliacdo dos tratamentos foi feita seis meses apds o subcultivo das plantulas
de C. violacea estriata nos meios com frutas e Knudson, com os solidificantes
estudados. As plantulas foram retiradas dos frascos e mensuradas quanto as
variaveis: altura da parte aérea (APA), nimero de folhas (NF), nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CMR) e nimero de brotos (NB). As variaveis biométricas
altura da parte aérea e comprimento da maior raiz foram obtidas utilizando-se um
paquimetro digital e o nimero de folhas, de raizes e de brotos foram feitos por

contagem visual.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da pesquisa executada apresentaremos a seguir 0s resultados
encontrados e confrontados com autores que desenvolveram temas similares. Na
figura 4 podemos visualizar os dados médios das variaveis biométricas de plantulas
de C. violacea estriata subcultivadas em meios compostos por frutas regionais (AC =
acai, BU = buriti, CA = caja, CP = cupuacu, GR = graviola e MU = murici) e Knudson,

com diferentes solidificantes (agar =1, vermiculita = 2 e carvao vegetal =3).

Figura 4 - Médias das varidveis avaliadas em plantulas de C. violacea estriata
subcultivadas em meios de cultura Knudson e com frutas, na presenca
dos solidificantes agar, vermiculita e carvdo vegetal.

Numero de | Tratamentos Altura Ndmero Numero Comprimento Numero
tratamentos aérea de de maior raiz de
(Cm) folhas raizes (Cm) brotos
1 K1 1,97 4,72 2,32 2,90 2,20
2 K2 1,64 3,48 1,82 1,33 1,92
3 K3 1,25 2,6 1,76 1,02 1,92
4 CP1 7,86 12,60 7,40 3,58 2,40
5 CP2 2,10 4,80 2,00 1,01 1,40
6 CP3 4,62 17,20 6,20 3,22 2,00
7 BU1 16,32 29,50 12,25 6,35 3,25
8 BU2 1,17 3,00 1,40 0,38 2,00
9 BU3 1,50 3,80 1,60 1,32 1,00
10 CA1l 4,96 13,00 7,00 1,90 1,80
11 CA2 1,37 3,40 1,40 0,49 1,40
12 CA3 1,61 4,07 2,80 1,12 1,40
13 MU1 5,44 17,00 4,00 2,02 2,00
14 MU2 1,76 4,60 2,40 1,25 2,00
15 MU3 3,02 10,20 4,60 1,72 1,20
16 AC1 9,12 24,00 10,40 5,94 1,80
17 AC2 2,07 4,80 2,00 1,12 2,00
18 AC3 4,64 13,60 7,00 3,98 1,20
19 GR1 3,69 17,40 5,80 2,26 1,60
20 GR2 1,67 4,40 2,40 1,14 1,00
21 GR3 3,24 12,20 4,40 2,04 1,20

K1 = Knudson e agar, K2 = Knudson e vermiculita, K3 = Knudson e canéo vegetal, CP = cupuagu, BU
= buriti, CA = caja, MU = murici, AC = acai, GR = graviola
1 = &gar, 2 = vermiculita, 3 = cando vegetal
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Na figura 5 observa-se que o modelo estatistico apresentou um desvio padrao
elevado para as variaveis biométricas analisadas: altura aérea, nimero de folhas, nUmero
de raizes e comprimento da maior raiz, e consequentemente um grande coeficiente de
variacdo, indicando variabilidade entre as variaveis estudadas. O numero de brotos
apresentou a menor variabilidade, o que pode ser verificado no seu coeficiente de variacao
de 44, 934 %, enquanto na altura aérea o CV foi de 114,041%, o que indica que as
variaveis ndo apresentam comportamento padréo, indicando que o desenvolvimento das

plantulas é aleatério, comum em plantas selvagens.

Figura 5 - Estatistica descritiva geral em relagcdo aos tratamentos e as variaveis
biométricas altura aérea, numero de folhas, nimero de raizes,
comprimento da maior raiz e numero de brotos.

Numero Observa- Observa-

Variavel  |Obser- cOes ¢bes Minimo Maximo  Média Desvio CV
vacoes com sem Padrao
dados dados (€3]
faltantes faltantes
Altura aérea 105 0 105 0,320 28,700 3,860 4,402 114,041
Numero de folhas | 105 0 105 1,000 65,000 10,018 9,500 94,829
Nudmero de raizes | 105 0 105 1,000 2,000 4,331 3,688 85,153
Comprimentoda | 105 0 105 0,170 11,200 2,196 2,096 95,446

Maior raiz
Numero de brotos | 105

o

105 1,000 7,000 1,747 0,785 44,934

CV = coeficiente de variagédo

Uma analise preliminar dos dados demonstrou que o uso da ferramenta
estatistica da andlise de variancia univariada iria fornecer uma quantidade muito
grande de tabelas explicativas, por isso optou-se pelo uso da andlise de variancia
multivariada, onde h4 uma diminuicdo do nimero de variaveis pela substituicdo de
uma Unica variavel que consiga capturar a maior variabilidade dos dados (componente
principal).

Os resultados obtidos por essa andlise pode ser sumarizado atraves da matriz
de correlacédo de Pearson (figura 6), onde se observa grande correlagdo (maior que
0,8) para as variaveis altura aérea, nimero de folhas, nUmero de raizes e comprimento
da maior raiz, com excecao do nimero de brotos (0,537). Sendo possivel inferir que
ha um grande nimero de parametros explicativos que influenciam no ajuste do

modelo, ou seja, poderia ser selecionado apenas um dos parametros biométricos
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mensurados para avaliar os meios de cultura estudados, com excec¢ao do nimero de

brotos.

Figura 6 - Resumo com os resultados da matriz de correlagéo de Pearson

Variaveis Altura NUumero Numero Comprimento NUmero

aérea de de da maior raiz  de brotos
folhas raizes

Altura aérea 1,000 0,810 0,844 0,830 0,537

Numero de folhas 0,810 1,000 0,874 0,725 0,527

Numero de raizes 0,844 0,874 1,000 0,846 0,515

Comprimento da maig 0,830 0,725 0,846 1,000 0,437

raiz

Numero de brotos 0,537 0,527 0,515 0,437 1,000

Portanto, pode-se concluir que apenas uma variavel que capturasse a maior
variabilidade dos dados, seria suficiente para a construgao do modelo, o que corrobora
com os dados da andlise dos componentes principais (PCA), que podem ser
visualizados na figura 7, onde mostra que o uso de duas componentes principais sao
suficientes para explicar a variabilidade total dos dados, o que pode ser comprovado
pelos valores dos auto vetores que representam as coordenadas das variaveis (figura
8).

Figura 7 - Analise de Componentes Principais (PCA), onde é capturada a maior
variabilidade das variaveis.

F1 F2 F3 F4 F5
Autovalores 3,825 0,652 0,273 0,161 0,090
Variabilidade 76,499 13,034 5,452 3,223 1,794
% acumulada 76,499 89,532 94,984 98,206 100,000

F1;, F2; F3; F4 e F5 = Representam as coordenadas dos novos eixos cartesianos que demonstram os
vetores das componentes principais.

Apenas os valores de F1 e F2 sdo suficientes para explicar mais de 80% das

variabilidades dos dados que compdem o modelo.
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Figura 8 - Valores dos auto vetores que geraram as componentes principais

Variaveis F1 F2 F3 F4 F5

Altura aérea 0,476 -0,115 -0,169 0,840 0,159
NUmero de folhas 0,466 -0,079 0,722 -0,034 -0,504
Numero de raizes 0,484 -0,177 0,164 -0,406 0,737

Comprimento da maior | 0,456  -0,295 -0,637 -0,348 -0,421
raiz
Numero de brotos 0,336 0,928 -0,131 -0,086 -0,017

F1; F2; F3; F4 e F5 = representam as coordenadas dos nowos eixos cartesianos que demonstram 0s
vetores das componentes principais.

A andlise de variancia multivariada (AMOVA) entre os tratamentos indicou que
ndo ha diferenca estatistica significativa entre as variaveis biomeétricas estudadas. O
que se pode ser visto nos apéndices (A1, A2, A3, A4, As), cujo resumo pode ser

observado na figura 9.

Figura 9 - Resumo das andlises de variancias realizadas

Altura aérea  Numero  Numero Comprimento  Numero

de folhas de raizes maior raiz brotos
R2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F
Pr>F

R? = coeficiente de correlacdo; F = valor do teste de Fischer; Pr = probabilidade.

Verifica-se na figura 10 que a grande maioria dos tratamentos ndo apresentou
diferenca significativa, o que € observado pelo aglomerado de variaveis formando um
anico bloco. No entanto, os tratamentos que utilizaram buriti solidificados com agar,
vermiculita e carvdo se destacaram em relacdo aos demais, onde 0 meio composto
por buriti e vermiculita (B2), que se encontra acima do eixo no lado positivo, mostra
que o nimero de brotos foi responsavel pelo comportamento apresentado por esse

tratamento.
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Figura 10 - Andlise das varidveis biométricas em relagdo aos meios de cultura
estudados
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Na figura 11 ao se analisar os autovalores podemos verificar que, a primeira
componente principal explica 76,50% da variabilidade dos dados e com isso o célculo
da segunda componente principal consegue explicar quase 100% de toda
variabilidade existente entre os tratamentos (meios de cultura) e as variaveis
biométricas analisadas. O que ja foi demonstrado na matriz de Pearson, onde é
possivel verificar que ha uma alta correlacédo entre altura aérea e nimero de folhas,
nimero de raizes e comprimento da maior raiz e as correlacbes dos outros
parametros, com excecdo do numero de brotos, que apresentou uma correlacdo

abaixo de 0,8.

Figura 11 - Grafico dos autovalores mostrando a porcentagem de variabilidade
explicada pelas componentes principais.
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Verificou-se nesta pesquisa que, o subcultivo de plantulas de C. violacea estriata
em meios compostos por polpas de frutas provenientes da regido amazénica induziu
0 maior desenvolvimento das mesmas em relacdo ao meio Knudson C (testemunha).
E que o meio composto por buriti solidificado com agar (BU1) proporcionou o maior
crescimento (16,32 cm), enquanto que as plantulas subcultivadas no meio Knudson
com agar apresentaram a menor altura aérea (1,97 cm). O que também foi observado
por Su; Schnitzer; Faria (2012) quando subcultivaram a orquidea Dendrobium nobile
Lindl. em meios com e sem polpa de banana, adicionados a cinco formulacdes de
fertilizantes comerciais, onde concluram que 0s meios com polpa de banana
provocaram um maior desenvolvimento das plantulas em relagdo ao meio Knudson.
E confirmado no experimento realizado por Brahm; Gomes; Bosenbecker (2006) onde
adicionaram polpa de frutas ao meio de cultura utilizado no subcultivo de
Schomburgkia e observaram que, a adicdo de tomate e banana ao meio provocou
uma maior altura aérea nas plantulas (6,25 cm e 5,39 cm, respectivamente), do que o
meio Knudson. Corroborando com Silva et al. (2005) e Vieira et al. (2009) que
pesquisaram protocolos com orquideas cultivadas in vitro em meios de cultura
composto pelos meios tradicionais, Knudson C e MS, respectivamente solidificado
com agar e suplementados com polpa de banana, e obtiveram o maior
desenvolvimento nas plantulas cultivadas nos meios com frutas. Resultados
semelhantes foram obtidos no nosso trabalho, onde o maior desenvolvimento das
plantulas de C. violacea ocorreu quando subcultivadas em meios de cultura contendo
buriti solidificado com &gar (BUl), quando as mesmas apresentaram 0 maior
crescimento da parte aérea em relagdo as subcultivadas nos demais meios avaliados.
Pode-se presumir que esse resultado esta relacionado as caracteristicas nutricionais
do fruto do buriti (M. flexuosa L.), que é rico em vitaminas A, B e C e nos minerais
célcio, ferro e zinco, além de B-caroteno, carboidratos e proteinas (AMBROSIO et al.
2006; CANUTO et al. 2010), tendo suprido mais adequadamente as necessidades das
plantulas, do que os outros meios de cultivo, pois segundo Villa et al (2014) que
avaliaram a micropropagacao de um hibrido de Cattleya e Laelia, estas espécies sédo
exigentes em minerais, principalmente zinco, que possui relevante atuacdo no
metabolismo de crescimento das plantulas.

Entretanto, alguns autores relatam resultados diversos do nosso quando
utilizaram polpa de frutas no meio de cultura, como o trabalho de Su; Schnitzer; Faria

(2012) que testaram meios de cultura MS suplementados com diferentes polpas de



38

banana nanica e concentracbes de NPK no cultivo in vitro de D. nobile Lindl. e
verificaram que, o meio composto por MS sem a adicdo da polpa de banana
proporcionou 0 melhor resultado para altura aérea e numero de folhas (6,07 e 7,83
cm, respectivamente). Resultado semelhante foi encontrado por Araujo et al. (2006)
estudando a adicao de polpa de banana nanica em diversas concentra¢des (0, 25, 50,
75 e 100 g L 1), além de agua de coco verde (0, 50, 100, 150 e 200 ml L -1)
suplementando o meio Knudson C no cultivo in vitro de C. loddgessi grande x C.
loddgessi alba, onde observaram um maior nimero de folhas nas plantulas
subcultivadas no meio sem polpa de banana e com 100 ml L -1 de 4gua de coco.

Poderia se deduzir que estes resultados negativos relacionados a adicdo de
polpas de frutas a meios de cultura estariam relacionadas a polpa de banana, mas
divergem do resultado encontrado por Brahm et al. (2006) que utilizaram polpa de
frutas e legumes (banana, mamao, tomate e batata) em meios de cultura para
subcultivar a orquidea Schomburgkia sp. e obtiveram plantulas com as maiores alturas
aéreas nos meios compostos por 60g L -1 de tomate e 60g L -1 de banana (6,25 cm e
5,39 cm, respectivamente), além do maior nimero de folhas (2,77; 2,30 e 2,25) e de
raizes (2,60; 2,31 e 2,29) nos meios com banana, tomate e mamao. No nosso estudo
foi possivel verificar que, 0 meio de cultura composto por buriti e agar (BU1), acerola
e agar (AC1l) apresentaram os melhores resultados para numero de folhas em
comparacao aos demais tratamentos (29,50 e 24,0, respectivamente).

Em relacdo ao numero de raizes foi observado que as maiores médias
(BU1=12,25; AC1=10,4; CP1=7,4; CA1=7,0; GR1=5,80 e KA=2,32) ocorreram nos
meios de cultura solidificados com agar (figura 4). Resultados que corroboram com o
trabalho de Saito; Ducca; Chaves (2006) que verificaram um maior desenvolvimento
do sistema radicular do hibrido de Laelia purpurata x Cattleya warneri em meio com
polpa de tomate adicionado ao agar. Os dados deste trabalho, relativos ao
comprimento da maior raiz também indicam que, nos meios solidificados com &gar as
plantulas obtiveram os maiores valores médios (BU1=6,35; AC1=5,94; CP1=3,58;
KA=2,90; GR1=2,26; MU1=2,02 e CA1=1,90), superiores aos das plantulas
subcultivadas nos demais solidificantes, vermiculita e carvao vegetal (figura 4).

Em nossa pesquisa observamos que os meios de cultura solidificados com
vermiculita ndo se diferenciaram estatisticamente entre si em relacdo a altura das
plantulas, embora os meios compostos por cupuacu e vermiculita (CP2), acai e

vermiculita (AC2) tenham induzido as maiores médias de altura das plantulas (2,10 e
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2,07 cm, respectivamente), sendo que as menores alturas médias ocorreram nos
meios compostos por buriti e vermiculita (BU2) e caja e vermiculita (CA2), com 1,17 e
1,37 cm, respectivamente. No entanto, Fialho et al. (2011) ao avaliarem o
desenvolvimento in vitro de plantulas de Laelia tenebrosa Rolfe em meio de cultura
liqguido MS (Murashige; Skoog, 1962) solidificado com agar, vermiculita e fibra de
rizomatosa moida de Pteridiuma quilinum Kuhn concluiram que, tanto a vermiculita,
quanto a fibra estudada poderiam substituir o agar, promovendo um desenvolvimento
da parte aérea similar ao proporcionado pelo mesmo.

Podemos observar que os meios de cultura compostos pelas frutas amazobnicas
e solidificados com vermiculita proporcionaram a menor média de crescimento das
plantulas (figura 4) para quase todas as variaveis biométricas avaliadas, com excecéo
do nimero de brotos, onde se verificou que o meio composto por buriti e vermiculita
mostrou diferenca significativa entre os tratamentos utilizados (figura 9). Faria et al.
(2006) desenvolveram trabalhos utilizando metade da concentragédo do meio MS e
solidificantes como espuma picada de poliuretano, esfagno e areia grossa como
alternativa ao agar, para subcultivar plantulas de Oncidium baueri Lindl e
comprovaram a eficiéncia da espuma picada, que provocou a maior altura aérea
(4,51), o maior comprimento da maior raiz (2,13) e o maior numero de raizes (5,35)
em comparacao aos demais solidificantes analisados.

Nos trabalhos de Braga et al. (2011) os pesquisadores mostraram que € possivel
utilizar a vermiculita em substituicdo ao gelificante agar, como suporte fisico no cultivo
in vitro do abacaxizeiro, onde se observou que os meios de cultura composto por
vermiculita proporcionaram os melhores resultados para a variavel comprimento de
parte aérea. O que diferiu dos resultados obtidos neste trabalho, onde as plantulas de
C. violacea subcultivadas neste solidificante apresentaram as menores médias em
guase todas as variaveis estudadas (figura 4). Com relacdo ao nimero de brotos, o
meio de cultura composto por polpa de buriti e vermiculita promoveu um maior nUmero
destes, o que influenciou positivamente na escolha deste meio para a producédo de
brotos.

Comportamento semelhante ao verificado nos meios solidificados com
vermiculita ocorreu nos meios onde se utilizou o carvao vegetal como solidificante,
gue ndo se diferenciaram estatisticamente entre si em relacdo a altura das plantulas,
com as maiores médias sendo observadas nas subcultivadas nos meios compostos

por acai e carvao (AC3), com 4,64 cm e cupuacu e carvao (CP3),com 4,62 cm. E o
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menor crescimento das plantulas de C. violacea estriata ocorreu nos meios de cultura
compostos por Knudson e carvao (K3), com 1,25 cm e buriti e carvao (BU3), com 1,50
cm. De forma diversa do nosso trabalho, os pesquisadores Hermann et al. (2011) ao
avaliarem a eficiéncia de meios de cultura alternativos no desenvolvimento de
plantulas de Brassavola tuberculata Hook frente a meios tradicionais observaram que,
0 meios compostos por NPK, banana e carvao ativado promoveram nas plantulas um
crescimento superior ao provocado pelos meios MS e Knudson.

Em pesquisa realizada por Villa et al. (2014) onde testaram diferentes
concentracdes do meio de cultura Knudson, MS, BAP e carvao ativado no subcultivo
in vitro do hibrido de orquidea Brassiocattleya Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow,
buscando um protocolo que atendesse melhor a espécie, observaram que nas
maiores concentracdes de carvao ativado obteve-se um aumento significativo do
nimero de brotos, nimero de folhas e peso fresco, resultados positivos devido
provavelmente a adsorcdo de substéncias toxicas. Neste trabalho foi utilizado o
carvao vegetal em pedacos adicionado ao meio Knudson C, onde foram observadas
as menores medias de altura aérea (1,25 cm), nimero de folhas (2,6) e comprimento
da maior raiz (1,02) das plantulas, resultado que pode estar relacionado aos tamanhos
dos pedacos de carvao, pois as raizes das plantulas ficaram parcialmente imersas na
fracdo liquida do meio, por ndo se fixarem bem ao carvao. E para os meios de cultura
contendo apenas as polpas de frutas, os tratamentos que promoveram as maiores
médias de crescimento foram o cupuagu com carvao (CP3) e a acerola com carvao

(AC3), o que pode ser visualizado na figura 4.



41

6 CONCLUSOES

O meio de cultura composto por polpa de buriti solidificado com agar promoveu
o melhor desenvolvimento das plantulas de C. violacea.

Os meios compostos por polpas de frutas amazébnicas solidificados com agar
proporcionaram os maiores crescimentos médios das plantulas de C. violacea quanto
a altura da parte aérea, ao nimero de folhas e ao nimero de raizes, frente ao meio

tradicional Knudson C.
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APENDICE

APENDICE A - Analise da variancia da altura aérea das plantulas

Fonte GL Somados Médiados F Pr>F
guadrados quadrados
Modelo 102 2015,089 19,756
Erro 2 0,000 0,000

Total corrigid

104  2015,089

APENDICE A1l - Analise da variancia do nimero de folhas das plantulas

Fonte GL Somados Médiados F Pr>F
guadrados quadrados
Modelo 102 9386,563 92,025
Erro 2 0,000 0,000
Total 104 9386,563
corrigido

APENDICE A2 - Analise da variancia do nimero de raizes das plantulas

Fonte GL Soma dos Média dos F Pr>F
quadrados quadrados
Modelo 102 1414,412 13,867
Erro 2 0,000 0,000
Total 104 1414,412
corrigido

APENDICE A3 - Andlise da variancia do comprimento da maior raiz das plantulas

Fonte GL Somados Médiados F Pr>F
guadrados quadrados
Modelo 102 456,855 4,479
Erro 2 0,000 0,000
Total 104 456,855

corrigido




APENDICE A4 - Andlise da variancia do numero de brotos das plantulas

Somados Média dos

Fonte GL guadrados quadrados Pr>F
Modelo 102 64,009 0,628
Erro 2 0,000 0,000
Total
corrigido 104 64,009




