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Estiolamento e luz artificial no cultivo in vitro de orquideas nativa e hibrida

Etiolation and artificial light in native and hybrid orchids under in vitro cultivation

Joyce Doéria Rodrigues Soares™ Moacir Pasqual' Filipe Almendagna Rodrigues'
Aparecida Gomes de Araujo'

RESUMO

O uso de mudas micropropagadas de orquideas
encontra-se bastante difundido no mercado floristico, uma vez
que o ciclo reprodutivo desta é significativamente reduzido.
Assim sendo, objetivou-se avaliar a influéncia de ambientes de
cultivo e de concentragdes de BAP (6-benzilaminopurina) e
ANA (&cido naftaleno acético) em relacdo a brotacdo e ao
crescimento de plantulas de orquidea nativa (Laelia crispata)
e de um hibrido [(Laeliacattleya Culminant “Tuilerie” x
Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x Bassolaelia Cattleya
Startifire Moon Beach], para reducdo dos custos de produgdo
e melhoria na qualidade das mudas. Plantulas oriundas de
sementes germinadas in vitro com aproximadamente 0,6cm
de comprimento foram inoculadas em tubos de ensaio contendo
15mL de meio de cultura MS, acrescido de BAP (0; 2,0 e
4,0mg L?), ANA (0; 1,0 e 2,0mg L) e ambientes de cultivo
(escuro e sala de crescimento com luz artificial), em todas as
combinacdes possiveis. Ao final de 150 dias, foram realizadas
avaliagdes fitotécnicas quanto ao numero de brotos, folhas e
de internds, e comprimento médio da parte aérea. O nimero
de brotos e de internés em plantulas da orquidea (nativa e
hibrida) foi significativamente superior no ambiente em
auséncia de luz independente da concentragao do fitorregulador
utilizado, e a espécie nativa apresentou maior nimero de
internés com a utilizagdo de 2,0mgL* de ANA na auséncia de
BAP, e a orquidea hibrida apresentou maior nimero de internés
com a utilizagdo de 2,0mgL*de ANA.

Palavras-chave: Orchidaceae, micropropagacéo, ambiente
de cultivo.

ABSTRACT
The use of micropropagated orchid seedlings is

very widespread in floristic broadcast market, since the
reproductive cycle of the same is significantly reduced.

Therefore, this study aimed to evaluate the influence of
environments for growing concentrations of BAP
(benzylaminopurine) and NAA (naphthalene acetic acid) in
relation to the budding and growth of seedlings of native
orchids (Laelia crispata), and hybrid [(Laeliacattleya
Culminant “Tuilerie” x Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x
Bassolaelia Cattleya Startifire Moon Beach] to reduce
production costs and improved quality of seedlings. Seedlings
from seeds germinated in vitro with approximately 0.6cm long
and were inoculated in test tubes containing 15mL of culture
medium MS plus BAP (0, 2.0 and 4.0mg L*), NAA (0, 1.0 and
2.0mg L) and the growing environment (dark and growth
room with artificial light) in all possible combinations. At the
end of 150 days, the number of shoots, leaves and internodes
and the average length of shoots were evaluated. The number
of shoots and internodes in orchid seedlings (native and hybrid)
was significantly higher in the environment in the absence of
light independent of the concentration of plant growth regulator
used. The native species had higher number of internodes with
the use of 2.0mgL* NAA in the absence of BAP, and the hybrid
orchid showed a higher number of inmates with the use of
2.0mgL! NAA.

Key words: Orchidaceae, micropropagation, environment of
cultivation.

INTRODUGCAO

Em condicdes naturais, a propagagdo de
orquideas se da pela proliferacdo de mudas laterais
(brotagBes) ou pela disseminag&o natural das sementes,
as quais sdo produzidas em capsulas. Um fator que
contribui para a dificuldade da propagacéo das
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orquideas em condic¢Oes naturais € a baixa ou nula
germinacdo 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 micorrizas nas raizes das plantas
adultas da mesma espécie, se associam e germinam
(RAMOS & CARNEIRO, 2007).

Assim sendo, germinacdo in vitro vem
sendo utilizada com sucesso desde a década de
sessenta, quando se obteve a germinacdo assimbidtica
de sementes de orquideas (KNUDSON, 1946). Nos anos
subsequentes, outros métodos de micropropagacao,
utilizando as mais diferentes fontes de explantes, foram
testados com sucesso. A micropropagagdo é uma
alternativa que maximiza a propagacao de varias
espécies, tendo como vantagens a fixacdo de ganhos
genéticos em populagdes clonais e a obtencdo de
grande nimero de plantas sadias e de alta qualidade,
em pequeno espaco fisico e em curto tempo,
independentemente de fatores climéaticos limitantes
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

o] estiolamento proporciona
desenvolvimento de brotos e caules na auséncia de
luz, causando alongamento e coloracdo amarela ou
branca em razéo da auséncia de clorofila; assim sendo,
pode-se ampliar a taxa de multiplicacdo, uma vez que,
além das brotacGes laterais, cada n6 apresenta uma
gema lateral, que podera dar origem a um novo broto
ou explante (KERBAUY et al., 1995). SUZUKI et al.
(2004) afirma que plantas de Catasetum fimbriatum,
quando cultivadas in vitro no escuro, apresentam
estiolamento caulinar, podendo seus segmentos nodais
serem utilizados para a propagagéo vegetativa.

O estiolamento tem sido utilizado com
sucesso na micropropagacdo de outras espécies
cultivadas. Em abacaxizeiro (Ananas comosus), cultivar
‘Pérola’, MOREIRA et al. (2003) obtiveram 10,26
brotaces, apds 40 dias de cultivo in vitro no escuro,
utilizando meio MS+1,8mg L* ANA (&cido naftaleno
acético)+2,0mg L1BAP (6-benzilaminopurina), e 0s
maiores brotos estiolados (10,86cm em média) foram
produzidos na auséncia de fitorreguladores. Ap6s 60
dias de cultivo in vitro, na auséncia de luz, BARBOZA
& CALDAS (2001) obtiveram em média 11,3 brotos para
o hibrido PESC 52 de abacaxizeiro. Verificaram, ainda,
que a adicdo de ANA e AlA (acido 3-idolacético) nao
foi eficiente para estimular a formacdo de brotos
estiolados.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de ambientes de cultivo e de concentracdes
de fitorreguladores em relacdo a brotagdo e ao
crescimento de plantulas de orquidea nativa (Laelia
crispata) e de um hibrido [(Laeliacattleya Culminant

“Tuilerie” x Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x
Bassolaelia Cattleya Startifire Moon Beach].

MATERIAL E METODOS

O material vegetal constou de plantulas de
uma espécie nativa de orquidea (Laelia crispata) e de
um hibrido [(Laeliacattleya Culminant “Tuilerie” x
Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x Bassolaelia
Cattleya Startifire Moon Beach], advindas de
germinacéo in vitro de sementes oriundas de
autofecundacgdo (nativa) ou polinizagéo cruzada
(hibrido). As sementes foram germinadas em meio de
cultura Knudson C (1946) modificado em ZnSO,.7H,0
(de 0,331 para 6,62 mg L), H,BO, (de 0,056 para 1,4mg
L*) e MnSO, H,0O (de 7,5 para 15mg L*), onde
permaneceram por trés meses. Apos esse periodo, cada
plantula de aproximadamente 0,5cm de comprimento
foi inoculada em tubo de ensaio contendo 15mL de
meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
acrescido de BAP (0;2,0e4,0mg L) e ANA(0; 1,0e
2,0mg L*), em dois ambientes de cultivo (sala de
crescimento sob luz artificial e sob auséncia completa
de luz), em todas as combinacdes possiveis. O meio de
cultura teve seu pH ajustado para 5,8+0,1 e solidificado
com 5,59 L* de &gar antes do processo de
autoclavagem a 121°C e 1atm, por 20 minutos.

O ambiente de cultivo do trabalho foi sala
de crescimento com iluminacéo artificial fornecida por
lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial
(OSRAM 20W), irradiancia de 42W m-2, fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 25+2°C. Para a indugdo do
estiolamento, parte das culturas foram mantidas
também em sala de crescimento, mas sob auséncia de
luz, mantendo-se a mesma temperatura. Depois de
decorrido o periodo de incubagdo no escuro, as
plantulas foram retiradas dessa condicdo e submetidas
ailuminacdo artificial, para monitoramento do periodo
de aquisigdo de coloragéo.

As avaliacBes fitotécnicas foram realizadas
ao final de 150 dias, quando foram avaliados nimero
de brotos, comprimento da parte aérea (cm) e nimero
de internds. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, tanto no experimento com
orquidea nativa (Laelia crispata), quanto com o
hibrido [(Laeliacattleya Culminant “Tuilerie” x
Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x Bassolaelia
Cattleya Startifire Moon Beach], ambos em esquema
fatorial 3x3x2, sendo trés concentracGes de BAP, trés
concentracdes de ANA e dois ambientes de cultivo,
com 12 plantulas por tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e analise conjunta dos ambientes.
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Para isso, 0 programa estatistico Sisvar 4.3 (FERREIRA,
2008) foi utilizado, sendo as médias comparadas pelo
teste F, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Decorrido o periodo de incubagéo,
observou-se que grande parte das plantulas que
estavam em condi¢des de auséncia de luz mostrava o
fendtipo de plantas estioladas e aclorofiladas, ou seja,
caules eshranquicados, com aspecto translicido,
apresentando as folhas pequenas e 0s entrends mais
longos. Em todos os tratamentos, surgiram novas
brotacBes a partir da base e/ou nos nés, as quais

também se apresentavam estioladas. TAIZ & ZEIGER
(2004) citam a ocorréncia dessas caracteristicas em
plantas mantidas no escuro por determinado tempo, e
cloroplastos e diminui¢do nos contetidos de pigmentos
fotossintéticos. RAVEN et al. (2001) ratificaram essas
afirmacdes, acrescentando que tais plantas, quando
colocadas na presenca de luz, retomam a expanséo e o
desenvolvimento normal.

As plantulas estioladas, assim que
retornaram as condi¢es de luminosidade, foram
adquirindo a coloracdo verde (Figura 1) e apresentaram
aspecto transldcido quando mantidas na auséncia de
luz (Figura 1A e 1E), provavelmente, a medida que a

Figura 1 - Plantulas de [(Laeliacattleya Culminant “Tuilerie” x Laeliacattleya Sons Atout
Rotunda) x Bassolaelia Cattleya Startifire Moon Beach] (A, B, C e D) e de Laelia
crispata (E, F, G e H) cultivadas em auséncia (A e E) e presenca de luz (D e H) e sob
exposicdo gradativa & luz (B, C, F e G), em meio de cultura com concentracdes de
BAP (0; 2,0 e 4,0mg L) e ANA (0; 1,0 e 2,0mg L%).

Ciéncia Rural, v.40, n.9, set, 2010.
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ontogénese de cloroplastideos foi realizada (TAIZ &
ZEIGER, 2004), as plantas adquiriram um aspecto de
pigmentacéo crescente dos 20 (Figura 1 B e F) aos 40
diasapds oretornoaluz (Figura 1C e 1G). As plantulas
mantidas sob luz artificial em sala de crescimento
apresentaram desenvolvimento fotossintético normal,
quando comparadas as plantulas estioladas, as quais,
devido a auséncia de luz, ndo possuem pigmentos
fotossintetizantes, nesse caso a clorofila. Porém, como
nao é caracteristica para ambas as espécies, ndo houve
crescimento em internés, e as folhas surgiram apenas
do explante inicial, o que caracteriza uma desvantagem
em termos de producdo massal de mudas (Figura 1).

Nenhuma interago tripla foi observada entre
os fatores analisados (ambiente x BAP x ANA) para o
cultivo in vitro em ambas as espécies de orquideas.
Nessa condicdo, ocorreram somente interacGes duplas
entre ambiente x BAP e ambiente x ANA para todas as
varigveis analisadas.

O nUmero de brotos em plantulas da
orquidea nativa foi significativamente superior no
escuro independente da concentracdo do fitorregulador
utilizado. Analisando-se o ambiente de cultivo no
escuro, ndo houve diferenca significativa para as
concentragbes de BAP; porém, foi observada

significancia para as concentracdes de ANA, e 0
acréscimo de 2,0mg L™*ao meio de cultivo mostrou-se
benéfico, obtendo-se em média 3,15 brotos (Tabela
1A). Em relagéo ao hibrido de orquidea, 0 mesmo
comportamento para o fator ambiente foi observado;
porém, houve significancia para o fator BAP em
auséncia de luz, e maior nimero de brotos foi obtido
com a utilizagdo de 2,0mg L de BAP, j4 para o fator
ANA maiores resultados foram obtidos em sua
auséncia (Tabela 1A).

O acréscimo de BAP ao meio de cultura ndo
foi benéfico para a obtencdo de brotacGes da espécie
nativa. Esses resultados concordam com SUZUKI et
al. (2004) e RAMOS & CARNEIRO (2007), os quais,
trabalhando com Cattleya fimbriatum e Cattleya
mesquitae, respectivamente, obtiveram aumento de
brotacdes na auséncia de BAP. O nivel enddgeno de
citocininas no escuro € maior do que na presenca de
luz (SUZUKI et al., 2004). Esse fato pode ter ocorrido
também com os explantes de Laelia crispata cultivados
sob auséncia de luz. Possivelmente, houve aumento
excessivo do nivel endégeno desse fitorregulador,
quando BAP foi utilizado no meio de cultura. A adicao
de ANA ao meio, ainda no ambiente de auséncia de luz,
ndo foi benéfica, proporcionando uma relagéo

Tabela 1 - (A) Numero de brotos, (B) nimero de internés em plantulas de orquidea nativa e hibrida em diferentes ambientes de cultivo (Luz
artificial e escuro) sob a influéncia de concentragdes de BAP e ANA ap6s 150 dias de cultivo in vitro.

A - Orquidea nativa

. S —— BAP (Mg LY <o s ANA (Mg L) =mmmmmmmmmeee
Ambiente de cultivo 0 2 4 Médias 0 1 2 Médias
Luz 1,66bB 2,35Aa 2,23aB 2,10B 1,81bA 1,91bB 2,23aB 2,10B
Escuro 2,56aA 2,67aA 2,89aA 2,70A 2,48bA 2,50bA 3,15aA 2,70A
Médias 2,11b 2,51a 2,56a 2,14b 2,20b 2,69
CV (%) 25
Orquidea hibrida
Luz 1,93aA 2,16aA 1,73aB 2,03B 1,60bB 2,233A 2,25aB 2,03B
Escuro 2,15bA 2,21bA 2,86aA 2,31A 2,86aA 2,33bA 1,75cA 2,31A
Médias 2,04b 2,18a 2,29 2,23a 2,28a 2,00b
CV (%) 27
B - Orquidea nativa:
Luz 0,00aB  0,00aB 0,00aB 0,00B 0,00aB 0,00aB 0,00aB 0,00B
Escuro 7,31laA  5,83bA 6,13bA 6,42A 5,55bA 6,28bA 7,40aA 6,42A
Médias 3,65a 2,91b 3,06b 2,77c 3,14b 3,7a
CV (%) 35
Orquidea hibrida
Luz 0,00aB  0,00aB 0,00aB 0,00B 0,00aB 0,00aB 0,00aB 0,00B
Escuro 529aA 4,71aA 5,57aA 519A 5,36bA 5,78bA 4,76aA 519A
Médias 2,64a 2,35a 2,78a 2,68a 2,89a 2,38a
CV (%) 40

Médias seguidas por letras distintas, mintscula na horizontal e mailscula na vertical, dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.

Ciéncia Rural, v.40, n.9, set, 2010.
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citocinina/auxina que fez com que a planta direcionasse
parte de seu esforco metabdlico para a obtencéo de
brotacdes em detrimento ao crescimento.

A adicdo de citocinina foi benéfica para a
obtencéo de brotagGes do hibrido, sendo observadas,
portanto, diferengas na capacidade proliferativa das
duas espécies. Segundo SUZUKI et al. (2004), tais
resultados podem estar associados a interacéo
gendtipo e citocinina. Dai a necessidade de se ctimizar,
a cada genotipo, o nivel exdgeno ou mesmo o tipo de
fitorregulador a ser adicionado ao meio.

A altura da brotacdo principal da espécie
nativa de orquidea apresentou efeito significativo para
ambiente e cada um dos fitorreguladores, e em ambos a
maior altura foi obtida no escuro, em comparacao com
o cultivo em presenca de luz. Verifica-se que houve
efeito negativo dos niveis de BAP em relagdo ao meio
sem essa citocinina no escuro, o que foi caracterizado
pela acentuada reducdo do comprimento a medida que
se elevou a concentracdo desse fitorregulador (Tabela
2). Porém, para o fator ANA, houve efeito positivo para
0 acréscimo dessa auxina ao meio de cultura com a
incubagdo no escuro, obtendo-se em média 4,33cm de
altura. Para o hibrido, ndo houve efeito significativo
para o incremento de BAP ao meio de cultura; porém,
foi observada significancia para as concentracfes de
ANA com efeito negativo em seu acréscimo, obtendo
assim maior altura de brotagcdes sem a adi¢o desses
reguladores de crescimento no ambiente de auséncia
de luz (Tabela 2).

Os resultados da altura da brotacao
principal na espécie nativa podem ser atribuidos aos
efeitos do BAP em quebrar a dominéncia apical e
favorecer a emissao de novos brotos (MOK et al., 2000).

De acordo com GRATTAPAGLIA & MACHADO
(1998), o alongamento pode ser inibido pelo efeito
acumulativo do regulador de crescimento presente no
meio. Estudos realizados por DINIZ et al. (2003)
demonstraram que a adi¢do de BAP no meio de cultura
também causou reducdo no comprimento de brotactes
de macela [Egletes viscosa (L.) Less.]. Em bananeira
(Musa acuminata), SOUZA & GONCALVES (1996)
verificaram que, em meio de cultura sem a presenca de
BAP, a cultivar “Caipira’ apresentou forte dominancia
apical, apresentando crescimento pronunciado, ao
contrério aos tratamentos com doses crescentes dessa
citocinina, que mostraram aumento no ndmero de
brotagdes. Por sua vez, o acréscimo de ANA
demonstrou efeito antagnico ao BAP, proporcionando
assim crescimento significativo da brotagéo principal.
SUZUKI et al. (2004), avaliando o estiolamento de
Cattleya fimbriatum, obtiveram maior altura da
brotacdo principal com o incremento de auxina ao meio
de cultivo.

Por outro lado, n&o se observou diferenca
significativa quando foram utilizadas diferentes
concentracGes de BAP no hibrido cultivado em
auséncia de luz. Aliado a esse fato, o acréscimo da
auxina ndo foi benéfico para o crescimento. Apesar
disso, sabe-se que esta é uma variavel importante, pois
esta diretamente relacionada com o niimero de nés que
serdo recuperados em novas brotacfes, quando
colocados em condigBes de luz (MOREIRA et al., 2003).
Em Cattleya fimbriatum, SUZUKI et al. (2004) obteve
plantas com caules significativamente maiores, quando
incubados na auséncia de luz em detrimento & presenca
de luz, independentemente da natureza do regulador
de crescimento e das concentracBes utilizadas,

Tabela 2 - Altura da brotagdo principal (cm) de plantulas de orquidea nativa e hibrida em diferentes ambientes de cultivo (Luz artificial e
escuro) sob a influéncia de concentragdes de BAP e ANA ap6s 150 dias de cultivo in vitro.

Orquidea nativa

. S ——— BAP (mg L) --ooeeeeeeee- e ANA (Mg L) ==mmmmmee
Ambiente de cultivo 0 2 4 Médias 0 1 2 Médias
Luz 3,08aB 3,21aA 3,67aB 3,32B 2,79bB 3,35aB 3,81aB 3,32B
Escuro 4,30aA 3,79bA 3,87bA 3,39A 3,29bA 4,33aA 4,35aA 3,39A
Médias 3,69 3,50a 3,77a 3,04b 3,84a 4,08a
CV (%) 14

Orquidea hibrida

Luz 2,10aB 1,87aB 1,91aB 1,96B 1,96aB 1,88aB 2,06aA 1,96B
Escuro 2,60aA 2,47aA 2,45aA 2,51A 2,52aA 2,70aA 2,29bA 2,51A
Médias 2,35a 2,17a 2,18a 2,24a 2,29 2,17a
CV (%) 13

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

Ciéncia Rural, v.40, n.9, set, 2010.
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confirmando os resultados obtidos no presente
trabalho para o hibrido.

A adicdo de BAP ao meio de cultura para a
propagacdo in vitro de Laelia crispata influenciou
significativamente, porém com efeito negativo no
aumento da producéo de nés por explante. O ANA,
por outro lado, foi benéfico, obtendo-se maior nimero
de intern6s com o acréscimo de 2,0mg L e mantendo-
se a incubagdo no escuro. Resultados semelhantes
foram obtidos no presente estudo para o hibrido de
orquidea, em que os melhores resultados também foram
obtidos na auséncia de luz, com igual concentracdo da
auxina e auséncia de citocinina no meio de cultivo,
uma vez que ndo houve significancia para as
concentragdes testadas desse fitorregulador (Tabela 1B).

Os resultados obtidos neste trabalho para
ambas as espécies demonstram o efeito benéfico da
adicdo de ANA ao meio de cultura para a varivel
numero de internés com incubagdo no escuro. Tais
observages se devem, muito provavelmente, a agdo
estimuladora de intensa divisdo celular proporcionada
pelasauxinas (SUZUKI et al., 2004), fazendo com que
seja potencializada a condicdo de escuro em que muitas
plantas apresentam estiolamento caulinar. Essa é uma
vantagem no processo de micropropaga¢do, uma vez
que, em escala comercial, obtém-se maior nimero de
plantas, pois cada n6 apresenta uma gema lateral, que
podera dar origem a um novo broto ou explante
(KERBAUY etal., 1995).

Segundo RAMOS & CARNEIRO (2007),
resultados semelhantes foram obtidos em estudos com
Cattleya mesquitae, sendo utilizada a mesma
concentragdo de ANA, mas com a obtengéo de reduzido
ndmero de nds que foram atribuidos ao pequeno
periodo de incubagdo no escuro, o que leva a concluir
que, havendo continuidade do cultivo in vitro, as gemas
axilares presentes nos nds poderiam originar novas
brotacdes, ou seja, seriam fontes de novos explantes a
cada n6 formado. A adicdo de 2,0mg L* de ANA ao
meio de cultura para a propagacéo in vitro de gengibre
(Zingiber officinalis) também influenciou
significativamente o aumento da producédo de nds por
explante (ARIMURA etal., 1997). Em micropropagacdo
de abacaxizeiro, BARBOZA (1999) obteve até 16 n6s
por broto caulinar estiolado, ao passo que MOREIRA
et al. (2003) observaram brotos estiolados de
aproximadamente 12cm, que apresentaram entre 10 e
12 nés.

CONCLUSAO
O numero de brotos e de internds em

plantulas da orquidea (nativa e hibrida) foi
significativamente superior no ambiente em auséncia

de luz independente da concentracéo do fitorregulador
utilizado, e a espécie nativa apresentou maior nimero
de internds com a utilizacdo de 2,0mgL™*de ANA na
auséncia de BAP, ja a orquidea hibrida apresentou
maior nimero de intern6s com a utilizagdo de 2,0mgL*
de ANA.
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