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Propagacao in vitro e aclimatizacao de um hibrido de Cattleya
Lindl. (Orchidaceae) utilizando polpa de banana e agua de coco
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Resumo

A agua de coco € a banana estao entre os aditivos mais utilizados no meio de cultura para a propa-
gacao de diversas espécies de orquideas O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da suple-
mentacdo do meio de cultura com agua de coco e polpa de banana no crescimento in VItro de
Cattleya labiata x Cattleya forbesu Os tratamentos avaliados foram T1: testemunha; T2: 50 g L' de
polpa de banana; T3: 100 g L de polpa de banana; T4: 50 mL L™ de agua de coco; T5: 50 g L de
polpa de banana + 100 mL L™ de agua de coco; T6: 100 gL de polpa de banana + 100 mL L™ de
agua de coco. O meio nutritivo utilizado foi o MS modificado com metade da concentragdo dos ma-
cronutrientes. Os parametros avaliados apds seis meses do inicio do experimento foram: massa
fresca; altura da parte aérea; comprimento da maior raiz; nimero de raizes, nimero de brotagdes e
porcentagem de sobrevivéncia. Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparados
pelo teste de Tukey a 5%, de significancia. Os tratamentos T3, T5 e T6 foram 0os que proporcionaram
os melhores resultados para crescimento in vitro e aclimatizacao de C. labiata x C. forbesii.

Palavras-chave adicionais: cultura de tecidos; meios nutritivos; orquideas.

Abstract

Coconut water and banana pulp are the most used additives in culture medium for the propagation of
several species of orchids. The objective of this study was to evaluate the influence of coconut water
and banana pulp on the in vitro growth of Cattleya labiata x Cattleya forbesu The evaluated treat-
ments were as follows : T1 : control, T2 50g L of banana pulp, T3 100 g L™ of banana pulp, T4 :
50 mL L™ of coconut water ; T5 50 g L of banana pulp + 100 mL L™ of coconut water, T6:100 g L™
of banana pulp + 100 mL L of coconut water. The culture medium used was the Murashige and
Skoog modified with half of the macronutrients concentration. The following variables were evaluated
after 6 months from the beginning of the experiment: total fresh weight, aerial part height, greatest root
length, number of roots, and sprout number. The data were submitted to analysis of variance, and
complemented by the comparison of means following Tukey’s test procedures. The best results for the
in vitro growth and acclimatization of C. labiata x C. forbesii were T3, T5 and T6.

Additional keywords: tissue culture; nutrient media; orchids.

Introducao ocorre no outono. A espécie C. forbesii Lindl.

pode ser encontrada do litoral do Rio de Janeiro

Flores perfeitas com delicada e exube- até Santa Catarina, e seu florescimento ocorre

rante coloragdo tornam as orquideas umas das entre as estagbes de verao e outono (MILLER &
mais cobicadas plantas ornamentais do mundo WARREN, 1996).

(ALTAFIN et al., 2004). O género Cattleya Lindl. A propagacao in vitro € uma importante

possui cerca de 70 espécies e inmeras varieda-  técnica que possibilita a producao de plantas em

des de hibridos, constituindo um dos mais popu- larga escala, num periodo reduzido de tempo e

lares e cultivados géneros de orquideas C€OmM maior qualidade das mudas em relagéo aos

(RAPOSO, 1993). A espécie C. labiata Lindl. ¢ métodos convencionais (ZORNING, 1996). O

nativa do Nordeste do Brasil, e o florescimento ~ sucesso na tecnologia e aplicagao dos métodos
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de cultura in vitro deve-se a melhor compreensao
dos requerimentos nutricionais das células e
tecidos em cultura. A formulacdo do meio de
cultura é essencial para o desenvolvimento ve-
getativo e radicular, podendo conter diferentes
combinagdes de nutrientes de acordo com os
requerimentos de cada espécie (FARIA et al.,
2002).

Varias combinagcbes de elementos tém
sido acrescentadas aos meios de cultura. Dentre
0s produtos mais citados estdo: o extrato de
levedura, folhas de fumo e malte, polpa de batata
e banana, agua de coco e suco de tomate
(CALDAS et al., 1998). A agua de coco compre-
ende uma complexa mistura de elementos orgé-
nicos e inorgéanicos, tendo uma importante agao
tamponante, é rica em magnésio e fosfato, pos-
sui uma quantidade de agucar préxima a 2,5% e,
além disso, é rica em nitrogénio ndo protéico na
forma de aminoacidos (KRIKORIAN, 1991).

De acordo com ARDITTI & ERNST
(1992), outro aditivo que vem sendo utilizado nos
meios de cultura é a polpa de banana, rica em
potassio, fésforo e magnésio e também em al-
gumas vitaminas como: vitamina A, tiamina, ribo-
flavina, niacina e vitamina C. A adicdo de agua
de coco e polpa de banana em meios de cultura
vem sendo utilizada para o cultivo de orquideas
do género Paphiopedilum (HUANG et al., 2001),
Dendrobium (SHU et al., 2004), Laelia e Miltonia
(STANCATO et al., 2008) demonstrando 6timos
resultados.

O processo de transferéncia das plantu-
las da condig¢éo in vitro para a condi¢do ex vitro
(casa de vegetacao) é denominado de aclimati-
zacdo (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
De acordo com DONNELLY & VIDAVER (1984),
esta fase constitui um dos maiores limites a pro-
ducéo comercial de plantas propagadas assepti-
camente e a baixa sobrevivéncia de plantas
qguando transferidas do meio de cultura ao solo.

O presente trabalho teve por objetivo
avaliar a influéncia da suplementagdo do meio
nutritivo com agua de coco e polpa de banana no
crescimento in vitro e aclimatizacdo de Cattleya
labiata x Cattleya forbesii.

Material e métodos

Os tratamentos utilizados foram T1: MS
(testemunha); T2: MS + 50 g L' de polpa de
banana; T3: MS + 100 g L' de polpa de banana;
T4: MS + 50 mLL" de agua de coco; T5: MS +
50 gL' de polpa de banana + 100 mLL" de
agua de coco; T6: MS + 100 gL de polpa de
banana + 100 mL L™ de agua de coco. Para os
tratamentos com banana, foi utilizada a cultivar
nanica no ponto de maturacdo do verde para o
amarelo e a polpa obtida por processamento em
liquidificador. A agua de coco foi obtida a partir
de frutos verdes, sendo filtrada previamente em
papel-filtro antes de ser adicionada ao meio de
cultura.

O pH dos meios de cultura foi aJustado
para 6,0 + 0,1 e solidificado com 7,0 gL de
agar. O meio foi distribuido em frascos de 250
mL de capacidade, sendo utilizados 50 mL de
meio por frasco. Apds este processo, 0s vidros
foram autoclavados a 121 °C (1 atm) por 20 mi-
nutos. O experimento foi conduzido em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas com |ntenS|dade lumi-
nosa de 35 pmol m?s™

A avaliagédo f0| feita seis meses apos o
inicio do experimento. Os parametros avaliados
foram: altura da parte aérea, comprimento da
maior raiz, nUmero de raizes, nimero de brota-
cdes e massa fresca total. As mudas tiveram
suas raizes lavadas em agua corrente para a
remocao do meio de cultura e foram aclimatiza-
das em bandejas de isopor contendo fibra de
coco como substrato. As plantulas foram manti-
das em casa de vegetacdo com 50% de lumino-
sidade, regadas manualmente, dlarlamente e
adubadas semanalmente com 3 ¢ L" de adubo
foliar NPK 6:6:8. A avaliacdo da porcentagem de
sobrevivéncia das plantulas foi realizada apos
seis meses do plantio das mudas nas bandejas.

O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, sendo 6 tratamentos,
com 10 repetigdes, contendo 12 plantulas por
repeticdo. Os dados foram submetidos a andlise
de variancia, e as meédias, comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de significancia
(BANZATTO & KRONKA, 1995).

Resultados e dicussao

Foram utilizadas plantulas do
cruzamento Cattleya labiata x Cattleya forbesii
com altura média de 1,0 £ 0,5 cm, obtidas por
semeadura in vitro a partir de cruzamentos con-
trolados realizados na casa de vegetagéo, se-
guindo a metodologia descrita por FARIA (1998).

O meio de cultura utilizado foi o MS
(MURASHIGE & SKOOG 1962), modificado com
a metade da concentracao dos macronutrientes
e suplementado com 1 g L" de carvao ativado.

Os valores da Tabela 1 evidenciam
que houve influéncia dos diferentes
tratamentos em todos os parametros avaliados
para o hibrido de Cattleya, apds quatro meses
do cultivo in vitro.

Os dados relativos a massa fresca total
indicam que os melhores tratamentos foram
T3 e T6, sendo que as plantulas do tratamento
T6 apresentaram o dobro em ganho de massa
fresca em relagao a testemunha (T1).
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Tabela 1 - Valores médios de massa fresca, altura da parte aérea, comprimento da maior raiz, nu-
mero de raizes e numero de brotacdes, para C. labiata x C. forbesii, ap6s seis meses do inicio do
experimento. Fresh weight, aerial part height, length of the longest root, number of roots, and number
of sprouts in 6 month old C. labiata x C. forbesii plants growing in different culture media.

2 2 2 -
Tratamentos  frosca aérea  malorraiz | Nimerode ‘“Namero de
() (cm) (cm)

T, 0,36 c 2,67d 3,25d 4,07 b 1,39 a
T, 0,43 bc 2,78 cd 4,96 bc 5,05 a 1,23 ab
Ts 0,68 a 4,03 a 7,03 a 574 a 1,23 ab
T, 0,34 c 2,80 cd 4,01 cd 521a 1,31 ab
Ts 0,66 ab 3,69 ab 6,53 ab 573 a 1,35 a
Te 0,87 a 3,66 ab 7,42 a 5,76 a 1,39 a

CV % 26,72 11,86 18,91 14,64 11,57

' dados transformados para raiz quadrada de y + 0,5.

2 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, ao nivel de 5%.
Legenda: T1: testemunha; T2: 50 g L banana; T3: 100 g. L' banana; T4: 50 mL L agua de coco; T5: 50 g. L banana + 100
mLL" &gua de coco; T6: 100 g. L banana + 100 mL L™ &gua de coco.

! data transformed into square root of y + 0.5

2 Means in a column followed by the same small letter do not differ at the 5% level of probability according to Tukey'’s test

Legend : T1 : check treatment. T2 :50 g L 'banana. T3 : 100

gL” banana. T4 :50 mL L coconut water. T5 : 50 g L banana

+100 mL L' coconut water. T6 : 100 g L' banana + 100 mL L coconut water.

DRONK (2004), trabalhando com a or-
quidea Cattleya amethystoglossa, obteve 6timos
resultados no aumento da massa fresca em meio
de cultura suplementado com 150 g L de polpa
de banana nanica e 150 mLL" de agua de
coco, observando aumento 55% acima daquele
obtido pelas plantulas do tratamento-testemunha.

SHIAU et al. (2002) obtiveram 6timos re-
sultados na propagagdo da orquidea
Anoectochilus formosanus adicionando 8% de
polpa de banana homogeneizada e 0,2% de
carvao ativado ao meio MS. Os autores constata-
ram 6timo desenvolvimento vegetativo, com in-
dice de massa fresca de 352% acima da teste-
munha.

Para as variaveis altura da parte aérea e
comprimento da maior raiz, os melhores trata-
mentos foram T3, T5 e T6, sendo que, no trata-
mento T1, as plantulas mostraram o menor de-
senvolvimento para estes parametros. Da
mesma forma, SILVA et al. (2005) obtiveram
maior comprimento de raizes em plantulas culti-
vadas em meios de cultura contendo polpa de
banana (100 g L™).

Avaliando-se 0 numero de raizes, os
tratamentos T2, T3, T4, T5 e T6 proporcionaram
a maior quantidade de raizes, enquanto no tra-
tamento T1 foi 0 que apresentou nimero de rai-
zes significativamente menor que os demais
tratamentos (Tabela 1); da mesma forma,
ARAUJO et al. (2006), em estudos com meio de
cultura para o desenvolvimento in vitro de plan-
tulas de Cattleya, observaram maior niumero de
raizes formadas nos meios contendo a combina-
¢d0 de 50 ou 100 g L' de polpa de banana com

100 mL L' de agua de coco, sendo 0s menores
valores obtidos em meios sem a polpa de ba-
nana. De acordo com NUNES et al. (2008), o
efeito estimulatério da agua de coco pode ser
explicado pelos elevados teores de glicose, fru-
tose e sais minerais, além de hormoénios vege-
tais, necessarios ao processo de formagédo e
desenvolvimento de plantulas. Em relacdo a
concentracdo de polpa de banana, SEENI &
LATHA (2000) observaram maior numero de
raizes, quando o meio nutritivo continha 35 g L™
de polpa.

Nao houve diferencas estatisticas para o
ndmero de brotacdes das plantulas em todos os
tratamentos avaliados (Tabela 1); no entanto,
SANTANA & CHAPARRO (1999) relatam que
houve multiplicagdo de protocormos e formacgao
de plantulas no meio de cultura quando suple-
mentado com 100 gL” de polpa de banana
verde e 120 mL L' de suco de abacaxi para o
hibrido de Oncidium Gower ramcey.

HUANG et al. (2001) utilizaram a formu-
lagdo completa do meio MS para clonagem in
vitro de Paphiopedilum, concluindo que a suple-
mentacao do meio com agua de coco até a con-
centragdo de 22,5% aumentou o numero de
brotos, a concentragao de até 15% a quantidade
de raizes formadas, e a adicdo de 60 g L” ba-
nana proporcionou aumento no nimero de bro-
tac6es. Por outro lado, adi¢cdes acima de 20 g L™
de banana provocou uma diminuigdo do nimero
de raizes, fato que nao foi observado para o
hibrido de Catlleya testado neste trabalho, uma
vez que os tratamentos suplementados com 50 e
100 g L™ de polpa de banana apresentaram mé-
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dias superiores de numero de raizes em relagéo
a testemunha.

Os resultados de aclimatizacéo, apre-
sentados na Figura 1, evidenciam que as plan-
tulas provenientes dos tratamentos T3, T5 e T6,

com maior crescimento, apresentaram 100% de
sobrevivéncia, enquanto as mudas obtidas dos
tratamentos T1, T2 e T4 apresentaram de 80 a
85% de sobrevivéncia.
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Porcentagem de sobrevivéncia
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Figura 1. Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de C. labiata X C. forbesii apds seis meses de
aclimatizacao. Survival (%) of C. lab/ata x C. forbesii seed//ngs 6 months after acc//mat/zat/on
Legenda T1: testemunha; T2: 50 9 L" banana; T3: 100 g L" banana; T4:50 mL L agua de coco; T5:
509 L" de banana + 100 mL L agua de coco T6:100 g. L banana +100mLL" agua de coco

Legend : T1: check treatment. T2 : 50 g L'banana. T3 :

100 g L’ banana T4 : 50 mL L' coconut

water. T5 : 50 g L banana + 100 mL L' coconut water. T6 : 100 g L' banana + 100 mL L™ coconut

water.

VIDOZ et al. (1999), em estudos com as

orquideas Brassavola perrinii e Cattleya forbesii

X Brassavola perrinii, testaram o desenvolvi-
mento das plantulas em meio MS e meio com
solucdo salina do fertlllzante Hyponex de
formulacdo (6:5:19) e 20 ¢ L' de polpa de
banana. Estes autores constataram que o meio
MS foi superior no desenvolvimento in vitro das
plantulas; porém, durante a fase de aclimatiza-
¢ao, houve melhor sobrevivéncia das plantulas
que foram cultivadas em meio de Hyponex com
adicao de polpa de banana.

Os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que, com exceg¢ao ao numero de
brotacdes, a suplementagdo do meio de cultura
com polpa de banana (T3) ou polpa de banana +
agua de coco (T5 e T6) produziu mudas de
melhor qualidade para todos os parametros ana-
lisados.

Conclusao

Os melhores tratamentos para a propa-
gagao in vitro e aclimatiza¢do de C. labiata x
C. forbesii foram 0 MS + 100 g L' de polpa de

banana (T3) MS + 50 g L de polpa de banana
+ 100 mL L de agua de coco (T5) e T6 (MS +
100 gL" de polpa de banana + 100 mLL" de
agua de coco), demonstrando a eficiéncia da
adicao da agua de coco e da polpa de banana no
crescimento in vitro de orquideas.
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