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MULTIPLICACAO “IN VITRO" DE Cattleya x mesquitae PELO METODO
DE ESTIOLAMENTO DE SEGMENTOS CAULINARES

TatianaVieiraRamos?, |raides Fernandes Carneiro®

ABSTRACT

MULTIPLICATION “IN VITRO” OF Cattleya x mesquitae
BY ETIOLATION OF STEM SEGMENTS METHOD

The objective of thisstudy wasto stimulate theformation
of larger number of shootsand new explants by growth regulators
addition to culture medium of in vitro stem segment orchid
Cattleya x mesguitae. The stem segments were cut off plants
obtained fromin vitro seedlings, standardized to 1.0 cmlong and
grown at temperature of 25C + 2C, in the dark, for sixty days.
The culture medium was M S with reduction of macronutrients
by half, containing three concentrations of ANA (OmgL?, 0.1
mg L?, and 2.0 mg L %) and three concentrationsof BAP(OmgL ™,
0.5mgL*, and 2.0 mgL?). Ingeneral, there was a higher shoot
production on the base than on the nodes, what indicates a low
development of the axillary shoots. With the addition of 0.5
mg L of BAP there was an average production of five shoots
per etiolated explant, which represented an increase of up totwo
shootsasrelated to the absence of the growth regulator. A higher
concentration of BAPin themedium (2.0 mg L) revealed to be
harmful, causing a50% reduction in new shoot production. The
absence of light was determinant for stem lengthening, whereas
the application of growth regulatorswas unnecessary, although a
larger formation of nodes has occurred when 2.0 mg L2 of ANA
was used.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi estimular aformagdo demaior
nimero de brotagdes e de novos explantes, por meio de
fitorreguladores adicionados ao meio de cultura no cultivo in
vitro de segmentos caulinares da orquidea Cattleya x mesquitae.
Os segmentos caulinares foram excisados de plantul as originadas
desemeadurain vitro, uniformizados para 1,0 cm de comprimento
e cultivados em temperatura de 25°C + 2°C, no escuro, durante
sessenta dias. O meio de cultura foi 0 MS com redugéo dos
macronutrientes a metade, contendo trés concentragcdesde ANA
(OmgL?0,1mgL*e2,0mgL?)etrésconcentragdesde BAP (0
mg L% 05mgL?te20mgL?). De modo geral, houve maior
producdo de brotagdes na base do que nos nos, indicando um
baixo desenvolvimento das gemas axilares. Com aadi¢éo de 0,5
mg L de BAP houve uma producdo média de cinco brotagdes
por explante estiolado, o que significou um incremento de até
duas brotagcbes comparado ao cultivo na auséncia de
fitorreguladores. A maior concentragdo de BAPno meio decultura,
2,0mg L, mostrou-se prejudicial, promovendo umareducao de
50% na producdo de novas brotagdes. A auséncia de luz foi o
fator determinante para o alongamento caulinar, enquanto a
aplicacdo de fitorreguladores foi desnecessaria, embora tivesse
ocorrido maior formac&o de nés quando se utilizou 2,0 mg Lt de
ANA.

KEY WORDS: Orchidaceae, orchid, micropropragation, growth
regulators.

INTRODUCAO

A familiadas orquideas encontra-se distribuida
por todo 0 mundo, embora 0 maior nimero de
espécies ocorra em regifes tropicais (Suttleworth et
al. 1997). Sao conhecidos em torno de 800 géneros
e35 mil espéciespertencentesaestafamilia(Miller &

PALAVRAS-CHAVE: Orchidaceae, orquidea, micropropagacéo,
fitorreguladores.

Warren 1996). Somente no Brasil jaforam descritos
cercade 190 géneros e 2.300 espécies (Mello 2000).

Em condic¢des naturais, a propagagdo das
orquideas se da pela proliferagdo de mudas laterais
ou peladisseminagéo natural das sementes, asquais
sdo produzidas em capsulas. A capsula contém
milhares de sementes desprovidas de endocarpo e
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com tamanho muito pequeno, contendo um embri&o
de aproximadamente 0,1 mm que, durante a
germinacao, dilata-se para formar uma pequena
estrutura denominada de protocormo ou
protocorméide (Hoffmann et al. 1997). Um fator que
contribui para a dificuldade da propagacdo das
orquideas em condigOes artificiais € abaixa ou nula
germinagdo de suas sementes na auséncia de
micorrizas. Naturalmente, ocorre a deiscéncia das
capsulas e as sementes sdo langadas no ambiente e,
ao entrarem em contato com as micorrizasnasraizes
das plantas adultas da mesma espécie, se associam
e germinam.

A germinacdo in vitro vem sendo utilizadacom
sucesso, desde 1962, quando o pesquisador Lewis
Knudson, obteve a germinacao assimbiética de
sementes de orquideas (Faria& Stancato 1998). Nos
anos subsequentes, outros métodos de micro-
propagacao, utilizando as mais diferentes fontes de
explantes, foram testados com sucesso. A micropro-
pagacdo é hoje uma alternativa que maximiza a
propagacao de vérias espéci es, tendo como vantagens
afixacao de ganhos genéticos em popul ages clonais
e aobtencdo de um grande nimero de plantas sadias
e de alta qualidade, em pequeno espaco fisico e em
curto tempo, independentemente defatores climéticos
limitantes (Grattapaglia& Machado 1998).

Para espécies nativas, tem-se adificuldade de
obtencdo de explantes em quantidade suficiente para
iniciar umacultura, devendo-se adotar novastécnicas
para esse fim. Uma delas é o estiolamento, em que
se obtém o desenvolvimento de brotos, caulesou parte
desses, haausénciadeluz, o que causao crescimento,
geralmente alongado, e com coloragdo amarela ou
branca, em raz&o daausénciade clorofila(Hartmann
& Kester 1990). Suzuki (1999) afirma que plantas
de Catasetumfimbriatum, quando cultivadasin vitro
NO escuro, apresentam estiolamento caulinar, podendo
seus segmentos nodais serem utilizados para a
propagacdo vegetativa. Nesta e em outras espécies
de orquideas os caul es estiolados apresentam folhas
bastantes reduzidas, escamiformes, com alongamento
dos entrends. Cada n6 apresenta uma gema lateral,
gue podera dar origem aum novo broto ou explante
(Kerbauy et al. 1995).

O estiolamento tem sido utilizado com sucesso
na micropropagacdo de outras espécies cultivadas.
Em abacaxizeiro, cultivar Pérola, Moreira et al.
(2003) obtiveram 10,26 brotactes, apds quarentadias
de cultivo in vitro no escuro, utilizando meio MS +
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1,8 mg L* ANA + 2,0 mg L*BAP (6-benzil-
aminopuring), sendo que osmaiores brotos estiolados
(10,86 cm em média) foram produzidos na auséncia
defitorreguladores. Apds sessenta dias de cultivoin
vitro, na auséncia de luz, Barboza & Caldas (2001)
obtiveram, em média 11,3 brotos para o hibrido PE-
SC 52 de abacaxizeiro. Verificaram, ainda, que a
adicdo de ANA (&cido naftaleno acético) e AIA
(&cido 3-idolacético) ndo foi eficiente paraestimular
aformacéo de brotos estiolados.

Este trabalho teve como objetivo verificar o
efeito daadico defitorreguladoresao meio decultura
paraobtencdo de novas brotagdes em cultivo invitro
de C. x mesquitae, mediante o estiolamento de
segmentos caulinares.

MATERIAL E METODOS

A pesguisa foi realizada no Laboratério de
Culturade Tecidos do Setor de Horticultura, Escola
de Agronomia e Engenharia de Alimentos,
Universidade Federal de Goias, utilizando-se explantes
do hibrido natural de C. x mesquitae, obtidos através
de semeadurain vitro. As sementes foram retiradas
de cépsulas obtidas a partir de autofecundacéo
realizada em plantas mantidas sob telado com 50%
de sombreamento.

A semeadurain vitro foi realizada em frascos
contendo meio de cultura de Murashige & Skoog
(1962), com reducdo de seus macronutrientes a
metade, apos 0 gjuste do pH para 5,8, solidificagdo
domeiocom0,7% (7,0 g.L ) de &gar e autoclavagem
a120°C por vinte minutos. Em condicOes assépticas
e apbs adescontaminagdo das capsulas, asemeadura
foi realizada de forma homogénea sobre 0 meio de
cultura, sendo os frascos mantidos em temperatura
de 25°C + 2°C eluminosidade de 35 pEinsten m2s?
por um periodo de dezesseis horas diarias.

ApoGs a germinacdo, as plantulas foram
mantidas em camara de crescimento no meio MS
até a instalacdo do experimento, fazendo-se
subcultivos periddicos. Fez-se, entdo, uma selecédo
das pléantul as mais desenvolvidas, com aspecto vigoso
e com coloragdo verde escura. Estas, em camara de
fluxo laminar, tiveram seu tamanho reduzido para10
mm, mantendo-se sempre segmentos caulinares
basais, totalmente desprovidosderaizesefolhas. Em
seguida, fez-se aincubag&o dos explantes em meio
MS, com diferentes concentracoes de fitorre-
guladores, em tubos de ensaio de 150 mm x 25 mm
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contendo 30 mL do meio de cultura. Este meio foi
preparado e autoclavado do mesmo modo que 0 meio
de semeadura.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com nove tratamentos e
guarenta repeticoes, arranjados em um fatorial 3x 3
(concentractes de ANA x concentrages de BAP).
Cada repeticdo constituiu-se de um tubo de ensaio
contendo um explante. Os tratamentos utilizados
foram: 1) sem fitorreguladores; 2) 0,1 mg Lt ANA;
3)2,0mgL*ANA;4)05mgL*BAP;5)2,0mgL™*
BAP; 6) 0,5mgL*BAP+0,1mgL*ANA;7) 05
mg LT BAP+2,0mg L* ANA; 8) 2,0 mg L' BAP
+0,1mgL*ANA;e9) 20mgL*BAP+20mgL™
ANA.

ApOs ainoculagdo dos segmentos caulinares
naposi¢éo vertical, ostubos de ensaio foram envoltos
em papel aluminio e mantidos em cémara de
crescimento, no escuro, sob temperatura de 25°C +
2°C. Aos sessenta dias foram avaliados o nimero de
brotacOes totais, nUmero de brotagdes surgidas na
base e nos nés, nimero de nés e atura da maior
brotagdo ou segmento caulinar estiolado. Os dados
obtidos foram transformados para (x + 0,5)V2? e
submetidos aandlise de variancia. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Decorridos sessenta dias de incubag&o no
escuro, observou-se que grande parte das plantulas
mostrava o fenétipo de plantas estioladas e
aclorofiladas, ou sgja, caules esbranquicados, com
aspecto trand ticido, apresentando asfolhas pequenas
€ 0s entrends mais longos. Em todos os tratamentos
surgiram novas brotagdes a partir da base e, ou, nos
nés, as quais também se apresentavam estioladas.
Torres et al. (1998) e Taiz & Zeiger (1998) citam a
ocorrénciadestas caracteristicas em plantas mantidas
Nno escuro por determinado tempo, sendo que Taiz &
Zeiger (1998) afirmam, ainda, que nestes casos haa
inibi¢éo do desenvolvimento de cloroplastos e adimi-
nui¢do nos contedidos de pigmentos fotossintéticos.
Raven et al. (2001) ratificaram estas afirmagoes,
acrescentando quetais plantas, quando colocadas ha
presenca de luz, retomam a expansdo e o desen-
volvimento normal. No presentetrabal ho, asplantul as
estioladas assim que retornaram as condicfes de
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luminosidade da cAmara de crescimento foram re-
adquirindo a coloragéo verde.

Para as variaveis producéo de brotacfes na
base do segmento caulinar estiolado e producéo total
de brotacdes, as concentragtes de ANA mostraram
diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de F
(Tabela 1). As concentragBes de BAP também
influenciaram significativamente a producdo de nés
nabrotac&o principal (p<0,01), enquanto paraaltura
da brotac&o principal, a utilizaggdo de diferentes
concentragdes e fitorreguladores ndo mostrou efeito
significativo (p>0,05).

Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentadas as médias
das caracteristicas avaliadas para as diferentes
concentracdes de ANA e BAP, respectivamente,
para as quais ndo se obtiveram diferencas signi-
ficativas (p>0,05) em producéo de brotacdes totais,
brotagcdes na base, brotagdes nos nés e altura da
brotag&o principal .

Tabelal. Andlisedevarianciaparaasvariaveisnimero de brotos
emitidos nabase (NB base), nimero de brotos emitidos
nos nés (NB nos), nimero de brotostotais (NB total),
nimero de nésdabrotacdo principal (NndsBP) edtura
dabrotagdo principal de Cattleyax mesquitae cultivada
in vitro, apos sessenta dias, submetida a diferentes
combinagdes de ANA e BAP no meio de cultura.

Quadrado Médio

FV. GL. NBbae® NBnés NBtotd! NnésBP'  Altura
ANA 2 08%4  0,2589 13579 02137 0,3924
BAP 2 0,2225 0,4413 0,6141 09924 0,538
ANA x BAP 4 0,5509 0,2815 0,3458 05243° 05188
Erro 149 0,2306 0,2240 0,2923 0,1026 0,2682
CV (%) 255227 444140 260490 197304 281335

* | **: valores significativos aos niveis de 5% e 1% de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F; * - dados transformados em (x + 0,5)¥2.

Tabela2. Numero de brotos emitidos nabase (NB base), nimero
debrotos emitidos nos nés (NB nos), niimero de brotos
totais (NB total) e altura da brotacéo principal de
explantes de Cattleya x mesquitae em diferentes
concentragcdes de ANA no meio de cultura.

ANA (mg L™ NB base' NB nés' NB total® Altura
0 2,7801 1,0224 3,8087 1,9843

01 2,4353 0,1959 2,6615 1,7620

2,0 1,7850 0,3657 3,1700 2,0803

- Médias obtidas de quarenta repeti¢des; dados transformados em (x + 0,5)Y2

Tabela3. Numero de brotos emitidos nabase (NB base), nimero
debrotos emitidos nos nés (NB nos), niimero de brotos
totais (NB total) e altura da brotac&o principal de
explantes de Cattleya x mesquitae em diferentes
concentragcdes de BAP no meio de cultura.

BAP(mgL™?) NB besg’ NB nés' NB totd” Altura
0 2,7800 1,024 30887 19843

05 43707 09644 53351 1,754

20 38736 0,854 1,8044 15483

1- Médias obtidas de quarenta repeti¢des; dados transformados em (x + 0,5)Y2.
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Quando se adicionou BAP ao meio de cultura,
mesmo n&o ocorrendo diferenca significativa (teste
Tukey a5% deprobabilidade), observou-seumincre-
mento de aproximadamente duas brotagbes no
tratamento em que o meio foi suplementado com 0,5
mg L de BAP, comparativamente a auséncia de
fitorreguladores. Considerando umaprodugdo in vitro
em escala comercial, 0 acréscimo obtido, de aproxi-
madamente 73% na producdo de novos explantes,
pode ser um fator decisivo paraatomada de decisao
quanto autilizagdo destacitocininano meio de cultura

O uso de BAP nadose 2,0 mg L mostrou-se
prejudicial, havendo um decréscimo de cercade 41%
na producdo de novas brotacOes totais, na auséncia
de luz, quando comparado a testemunha. Suzuki
(1999) verificou que em C. fimbriatum o nivel
enddgeno de citocininas no escuro € maior do que na
presencade luz. Estefato pode ter ocorrido também
com os explantes de C. x mesquitae cultivados sob
ausénciadeluz, no presentetrabal ho. Possivelmente
houve um aumento excessivo do nivel endégeno desse
fitorregulador, quando se utilizou a maior
concentragdo de BAP no meio de cultura.

A adicdo de 2,0 mg L* de ANA ao meio de
cultura para a propagagdo in vitro de gengibre
influenciou significativamente no aumento da
producédo de nos por explante (Arimuraet al. 1997).
Resultados semelhantes foram obtidos no presente
estudo, utilizando-seamesmaconcentracéo de ANA.
Nem sempre esses nos apresentaram brotacoes em
desenvolvimento, o quelevaaconcluir que, havendo
continuidade do cultivo in vitro, as gemas axilares
presentes nos NGs poderiam originar novas brotagdes,
ou sgja, seriam fontes de novos explantes (Figura 1).

A interacdo significativa ANA x BAP pbde
ser observada para a producéo de nés da brotacéo
principa (Tabelal). Observando-se as médiasobtidas
para as diferentes combinagdes dos fitorreguladores
(Tabela 4), nota-se que a melhor resposta ocorreu
com aadigdo de 2,0 mg L de ANA. Entretanto, ao
se adicionar BAP em conjunto com ANA, houve
reducdo significativa (p<0,05) naproducéo de nés a
partir dabrotac&o principal.

As pléantul as estioladas obtidas nos diferentes
tratamentos, aos sessenta dias apds a instalacdo do
experimento, sdo mostradas na Figura 1. Nos
tratamentos em que se utilizou 0,5 mg L* de BAP e
2,0mgL*deBAP+ 0,1 mgL™*deANA, verificou-
se uma maior producédo de brotacGes na base dos
explantes em detrimento de seu crescimento em
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Figural. Explantes de Cattleya x mesquitae cultivadosem meio
MS com metade dos macronutrientes e diferentes
concentragdes de fitorreguladores, apbs sessenta dias,
naausénciadeluz: 1) semfitorreguladores; 2) 0,1 mgL-
1deANA; 3)2,0mgL*deANA;4)0,5mgLtdeBAP,
5)2,0mgL*deBAP;6)05mgL*deBAP+0,1mgL"
1deANA;7)05mgL*deBAP+2,0mgL*deANA;
8)2,0mgL*deBAP+0,1 mgL*deANA;9)2,0mg
L*deBAP+2,0mgL*de ANA.

atura. Suzuki (1999) afirmaqueabenziladenina(BA)
inibiu de forma significativa o crescimento caulinar
dasplantasde C. fimbriatum, tanto naausénciacomo
na presenca de luz.

Quanto a emissdo de brotacdes, pode-se
observar um comportamento diferente em relagdo a
outras espéciesdescritas naliteratura. C. x mesquitae
produziu maior nimero de brotacdes na base e, ou
em nés proximos abase, apresentando também caules
de pegqueno tamanho (1,54 cm a 2,08 cm), prova-
velmente pela prépria caracteristica da espécie. |sso
justificaabaixaprodugéo de ndsnabrotagao principal,

Tabela4. Nimero médio* de n6s dabrotagdo principal deexplan-
tes de Cattleya x mesquitae na presenca e auséncia de

ANA e BAP.
BAP(mgL™)
ANA (mg LY 0,0 05 2,0
0,0 2,3705eb A 2,1670aA 1,8044 aA
01 1,8775 bAB 2,7188aA 1422a B
2,0 37198a A 21215a B 1697a B

1 - Médias (de quarenta repeticdes) seguidas da mesma letra mintscula (coluna) e
maitscula(linha) ndo diferem entresi pelo teste de Tukey, a5% de probabilidade.
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gue foi de 3,72 nds para o melhor tratamento. Em
micropropagacéo de abacaxizeiro, Barboza (1999)
obteve até dezessei snds por broto caulinar estiolado,
ao passo que Moreiraet al. (2003) observaram brotos
estiol ados de aproximadamente 12 cm, que apresen-
taram entre dez e doze nés. Para a cultivar Smooth
Cayenne, os brotos estiol ados atingiram comprimento
entre 6 cm e 0 10 cm, com seis anove nés por broto,
depois de mantidos por trintaatrinta e cinco dias no
escuro (Kiss et al. 1995). Outras espécies, como por
exemplo a batata, apresentam uma producdo mais
reduzida, de cinco nés por broto estiolado, quando
cultivada na presenca de auxinas (Rocaet al. 1978,
Marinus1984).

A alturadabrotacéo principal ndo apresentou
diferenca significativa quando se utilizou diferentes
concentragdes e fitorreguladores (Tabela 1). Apesar
disso, sabe-se que esta é uma variavel importante,
pois esta diretamente relacionada com o nimero de
nos que serdo recuperados em novas brotacoes,
guando colocados em condicdes de luz (Moreira et
al. 2003). Suzuki (1999), em C. fimbriatum, obteve
plantas com caules significativamente maiores,
guando incubados na auséncia de luz do que na
presenca de luz, independentemente da natureza do
regulador de crescimento e das concentracoes
utilizadas. O mesmo autor verificou nestaespecieque
agiberelinafoi ofitorregulador maisefetivo, influen-
ciando favoravel mente o crescimento das plantas no
escuro.

Como se observa na Figura 1, quando se
produziram maisbrotactes (0,5 mg L* deBAP), estas
foram de menor tamanho, ao passo que o uso dos
dois fitorreguladores (0,5 mg L de BAP + 0,1 mg
L-* ANA) proporcionou aformacéo de brotagdes de
tamanho médio e mais robustas, indicando maiores
possibilidades de regeneracédo e formac&o de novos
explantes.

CONCLUSOES

1. Cattleya x mesqguitae, quando cultivada in vitro
na auséncia de luz, produz maior ndmero de
brotac6es na base dos explantes do que nos nés.

2. Ofitorregulador 6-benzilaminopurina(BAP) émais
efetivo para a producé@o de novas brotagdes,
enquanto o &cido naftaleno acético (ANA) estimula
a producao de nés em segmentos caulinares
estiolados de C. x mesqguitae.
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3. O alongamento caulinar de C. x mesquitae
cultivadain vitro é obtido com a auséncia de luz,
n&o necessitando da aplicacdo de ANA e BAP.
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