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RESUMO

SANTOS, André Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Composi¢cao mineral do meio de cultura para crescimento in vitro de
Cattleya walkeriana. Orientador: Victor Hugo Alvarez V. Co-orientadores:
Roberto Ferreira de Novais e Wagner Campos Otoni.

A familia orquidacea possui cerca de 30.000 espécies espalhadas por quase
todo o globo terrestre. Dentre as orquideas, o grupo das catléias tem grande
importancia no mercado mundial de flores. Uma das principais formas de producéo
dessas plantas € o semeio assimbiotico in vitro. Muitos tém sido os meios de cultura
utilizados para o semeio e crescimento de orquideas; no entanto, esses meios
parecem ndo suprir totalmente as exigéncias nutricionais das plantas. Ha, portanto,
grande interesse em se desenvolverem novos meios de cultura com composicéo
nutricional que supra adequadamente, durante o periodo de cultivo, a demanda da
cultura, promovendo producédo de tecidos e resposta morfogénica deseja. O que
constituiu o objetivo deste trabalho. Para ajustar as concentra¢cdes dos nutrientes do
meio de cultura adequado para o crescimento de plantulas de catléia foram
considerados os teores de referéncia em seus tecidos, a producédo de matéria seca,
o volume de meio de cultura por frasco e as taxas de recuperagcao dos nutrientes por
essa cultura. Este meio foi denominado de meio Suprimento (S). Para a comparacéo
desse meio de cultura com outros, protocormos de Cattleya walkeriana foram
cultivados, durante 51, 94, 139 e 190 d, nos meios MS, Bs, B&G (3 g L™ do
fertilizante B&G Orchidées®), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-20) e S,
sendo testadas diferentes concentracdes dos sais deste ultimo (0,55; 0,73; 1,00 e
1,45 vez a concentracdo dos sais). O meio S, proposto neste trabalho, ofereceu a
melhor condi¢cdo de suprimento nutricional para a producéo de plantulas de Cattleya
walkeriana quando comparado com os demais meios. A concentracdo que
proporcionou a maxima producdo de plantulas completas foi de 1,125 vez a
concentragéo original de sais do meio S. Os meios contendo maiores concentracdes
de N e menores de P levaram ao aumento na relacdo entre os teores de N e P
(Tn/Tp) nos tecidos da cultura, a qual apresentou elevada correlagéo positiva com a
relacdo entre a producao de matéria seca de calo e total. Alta relacdo Tn/Te induziu
a reducdo na producdo de raizes. A relacdo entre a producédo de raizes e folhas
aumentou quando a concentragdo dos nutrientes no meio foi reduzida, seja pelo
consumo da cultura ou pela redugcéo na concentragéo dos sais no meio S.
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ABSTRACT

SANTOS, André Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July 20009.
Mineral composition of the culture medium for in vitro growth of Cattleya
walkeriana. Adviser: Victor Hugo Alvarez V. Co-advisers: Roberto Ferreira de
Novais and Wagner Campos Otoni.

The orchid family has about 30,000 species spread throughout most of the
globe. Among the orchids, the group of Cattleya has great importance in the world
flower market. One of the main forms of production of these plants is the in vitro
assymbiotic seeding. Many have been the culture media used for sowing and
growing orchids, however, these methods do not seem to fully supply the nutritional
requirements of plants. There is, therefore, great interest in developing new culture
media with nutritional composition that supplies properly the demand of the culture
during the growing period promoting the production of tissues and the morphogenic
response wanted. That was the aim of this work. To adjust the nutrient
concentrations in the culture medium suitable for the growth of cattleya seedlings
were considered the reference content in their tissues, the dry matter yield
production, the volume of culture medium per vial and recovery rates of the nutrients
by this culture. This medium was called the medium Supply (S). To compare this
medium with others, Cattleya walkeriana protocorms were cultured for 51, 94, 139
and 190 d in MS medium, Bs, B & G (3 g L™ of fertilizer Orchidées B&G®), Peters (3
g L™ of fertilizer Peters® 10-30-20) and S, and tested different concentrations of salts
of the latter (0.55, 0.73, 1.00 and 1.45 as the concentration of salts). The medium S,
proposed in this work, offered the optimum nutrient supply for the production of
seedlings of Cattleya walkeriana when compared with other media. The
concentration that provided maximum production of complete seedling was 1.125
time the original concentration of salts of the medium S. The media containing higher
concentrations of N and lower P led to the rise in the levels of N and P (Tn/Tp) in
tissue culture, which correlated positively with the ratio of dry matter yield of corn and
total. High ratio Tn/Tp induced reduction in the production of roots. The relationship
between the production of roots and leaves increased when the concentration of
nutrients in the medium was reduced, because of the consumption of the culture or
by reducing the concentration of salt in the medium S.

Vii



1. Introducéo

A familia orquidacea possui, aproximadamente, 30.000 espécies (Cronquist,
1981), sendo 2.350 destas encontradas no Brasil (Menezes, 1987). O grupo das
catléias € muito expressivo no cenario comercial brasileiro (Kumairia & Tandon,
2001; Ventura, 2002). Esse grupo engloba as espécies dos géneros Cattleya, Laelia,
Brassavola e Sophronitis e seus hibridos inter- e intra-genéricos (Eigeldinger &
Murphy, 1972; Black, 1973).

As catléias séo heterozig6ticas e propagam-se na natureza, principalmente,
por meio de sementes. Elas podem produzir até 300.000 sementes por fruto, mas
em condi¢cdes naturais menos de 5 % dessas germinam, pois possuem embrido
reduzido, cotilédones néo-diferenciados e ndo apresentam endosperma
desenvolvido (tecido de reserva) (Corrie & Tandon, 1993). Durante a germinagao
ocorre associacao com fungos micorrizicos que fornecem energia (na forma de
acucares) para o crescimento inicial das plantulas (Arditti & Ernst, 1992; Sheehan,
1992; Corrie & Tandon, 1993).

A propagacao de orquideas por meio da divisdo de mudas, a partir de
plantas adultas, € muito limitada, e, na maioria dos casos, inviavel para producdo
comercial (Sheehan, 1992). A propagacado seminifera assimbiotica in vitro possibilita
sua producdo em larga escala (Arditti & Ernst, 1992; Nayak et al., 2002). Assim, é
possivel conseguir-se grande nimero de mudas a partir de uma Unica planta em
tempo mais curto do que aquele necessario para produzir 0 mesmo namero de
mudas por divisao de planta.

Muitos sdo os fatores abidticos que interferem no crescimento e
desenvolvimento de células, tecidos e 6rgdos vegetais em condi¢cdes in vitro
(George et al., 2008). Dentre esses, os componentes do meio de cultura exercem
grande influéncia sobre a germinacao e o crescimento de plantulas de orquideas,
como: carvao ativado (Faria et al., 2002; Ventura, 2007), concentracdo de aclUcares
(Ventura, 2007) e composi¢cdo dos nutrientes (Knudson, 1951; Rodrigues, 2005;
Ventura, 2007).

A utilizacdo de 2 g L™ de carvdo ativado no meio de cultura proporciona
melhores condi¢cdes de crescimento para plantulas de catléia em relacdo a meios

sem carvéo ativado (Faria et al., 2002; Ventura, 2007).
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A maioria dos meios de cultura utilizados para a propagacao de orquideas
tem a sacarose como fonte de C, em concentracdes variando de 15 a 30 g L™ (Arditti
& Ernst, 1992; Ventura, 2002; Novais & Rodrigues, 2004; Rodrigues, 2005; Ventura,
2007). Entretanto, concentraces maiores que 30 g L™ podem proporcionar maior
crescimento de plantulas, principalmente quando se utilizam concentracbes maiores
dos nutrientes minerais no meio de cultura (Ventura, 2007). Ventura (2007)
demonstrou que a producdo de Cattleya loddgesii, em resposta a concentracdo de
sacarose, apresentou comportamento quadratico com pontos de maxima producao
de folhas e raizes para as concentracdes de 39,5 e 56,1 g L™ de sacarose,
respectivamente.

Muitos tém sido os meios de cultura utilizados para o semeio e crescimento
de orquideas. Dentre eles destacam-se: VW (Vacin & Went, 1949), KC (Knudson,
1951), MS (Murashige & Skoog, 1962), Bs (Gamborg et al., 1968), e MN (Rodrigues,
2005) (Arditti & Ernst, 1992; Ventura, 2002; Ventura, 2007). Nem todos, entretanto,
foram desenvolvidos especificamente para orquideas.

Em trabalhos mais recentes foi sugerida a utilizacdo de adubos comerciais,
formulados especificamente para orquideas, como fonte de nutrientes no meio de
cultura (Rego-Oliveira & Faria, 2005; Rodrigues, 2005; Ventura, 2007). Rodrigues
(2005) e Ventura (2007) obtiveram maior producdo de plantulas de orquideas ao
utilizarem formulagcdes NPK de fertilizantes comerciais, como Peters® (nas
formulagbes 10-30-20 + micronutrientes e 30-10-10 + micronutrientes) e B&G
Orchidées®, quando comparados a outros meios tradicionais para o cultivo in vitro
de orquideas. No entanto, algumas dessas formulacdes ndo possuem Ca,
acarretando problemas de sua deficiéncia nas plantulas. Todavia, a utilizacdo de
200 mL L™ de agua de coco no meio de cultura pode suprir, parcialmente, esse
requerimento (Rodrigues, 2005).

Spaargaren (1996) propds que o meio de cultura ideal deve conter a mesma
composi¢cdo mineral da célula, tecido ou 6rgdo de uma planta cultivada neste meio.
Monteiro et al. (2000), Bouman (2001), Nas & Read (2004) e Staikidou et al. (2006)
obtiveram aumento no crescimento do material vegetal cultivado em meios que
tinham a proporcéo entre os nutrientes (ou para alguns dos nutrientes) semelhante

aguela encontrada nos tecidos das espécies por eles utilizadas.



Bouman (2001) utilizou os teores dos macronutrientes de folhas de plantas
adultas de gérbera para adequar o suprimento desses nutrientes em um meio de
cultura para esta espécie (meio GAM). Nesse meio, foi obtida maior producao de
matéria fresca de plantas em relagdo aos meios DKW (McGranahan et al., 1987) e
MS. O meio GAM teve apenas as concentragcdes dos macronutrientes ajustadas,
mantendo-se as mesmas concentragbes dos micronutrientes do meio MS (Bouman,
2001). Além disso, Bouman (2001) adaptou a proporcdo dos macronutrientes em
relacdo aquela encontrada nas folhas de plantas adultas. Entretanto, esses teores
podem diferir daqueles de tecidos do material em condi¢des in vitro, e, ainda, diferir
de outros tecidos das plantas que néo os foliares.

Outro aspecto importante na elaboracdo da composicao nutricional de um
meio de cultura, e ndo levado em conta por Bouman (2001), Monteiro et al. (2000),
Nas & Read (2004) e Staikidou et al. (2006), € a quantidade de cada nutriente
extraida dos meios de cultura pelo material vegetal em crescimento, ou seja, esses
autores nao consideraram as taxas de recuperacéo dos nutrientes pelas plantulas.

A composi¢do mineral do meio de cultura, além de suprir a demanda da
cultura, deve contribuir para uma resposta morfogénica desejada (George et al.,
2008). Poucos estudos examinaram o efeito direto da nutricdo mineral in vitro sobre
a morfogénese em plantas; no entanto, diversos trabalhos evidenciam esse efeito
(Cousson & Tran Thanh Van, 1993; Ramage, 1999; Ramage & Williams, 2002).
Ramage & Williams (2002) demonstraram que a maioria dos trabalhos a respeito de
nutricdo mineral e resposta morfogénica in vitro enfatizam o efeito do N, P e Ca

sobre esta resposta.

A composigéo nutricional ideal de um meio de cultura, portanto, deve ser
aquela que consiga suprir adequadamente, durante o periodo de cultivo, a demanda
da cultura, promovendo sua producdo satisfatoria, e que contribua para uma

resposta morfogénica desejada.

O objetivo deste trabalho foi, portanto, desenvolver um novo meio de cultura
gue supra a demanda nutricional de plantulas de orquideas do grupo das catléias e
avaliar a producdo, o suprimento nutricional e a resposta morfogénica dessas
plantulas durante o seu cultivo nesse novo meio e compara-lo com outros meios

tradicionalmente utilizados no cultivo in vitro de orquideas.



2. Material e Métodos

2.1. Formulag&o do novo meio de cultura

Para se estabelecer a formulacdo dos nutrientes no meio de cultura,
proposto neste trabalho, foram considerados os teores nutricionais de referéncia
(TN;)) (Quadro 1) obtidos nos tecidos de plantulas de duas variedades de C.
walkeriana e uma de C. nobilior. Esses teores foram estabelecidos utilizando-se
apenas plantulas que nao apresentaram, visualmente, nenhum tipo de sintoma de
deficiéncia nutricional e aquelas que se destacaram pela maior producdo de matéria
fresca nos frascos. Essas plantulas foram cultivadas em meio contendo 3 g L™ de
sais do fertilizante B&G Orchidées®, 30 g L™ de sacarose, 2 g L™ de carvéo ativado
(Vetec®), 7 g L™ de agar (Merck®) e 200 mL L de &gua de coco.

As concentragbes dos nutrientes nesse novo meio de cultura foram
estabelecidas considerando-se, também, uma producdo de matéria seca esperada,
as taxas de recuperacdo dos nutrientes pelas plantulas e o volume do meio de
cultura utilizado por frasco, o qual permite estabelecer as concentracbes dos

nutrientes no meio. Para isto foi utilizada a seguinte equacéao:
CN;=(TN; x MS) / ((V x TR) / f) (1)

em que CN; é a concentragdo do nutriente j no meio de cultura (mg L™, TN; é o teor
de referéncia do nutriente j nos tecidos das plantulas (g kg* e mg kg™ para macro e
micronutrientes, respectivamente), MS é a producdo de matéria seca esperada
(g/frasco), V é o volume de meio de cultura (mL/frasco), TR é a taxa de recuperacao
(%) do nutriente j pelas plantulas em crescimento e f é o fator de corre¢édo (100.000

e 100 para macro e micronutrientes, respectivamente).

Quadro 1. Teores de referéncia de nutrientes (TN;) e taxas de recuperagdo (TR) dos nutrientes pelas
plantulas de orquideas utilizados para a formulacao do meio de cultura Suprimento (S)

N P K Ca Mg S Fe Zn Mn B Cu Mo

gkg* mg kg™
™, 15 60 38 90 23 38 150 80 150 100 10 2,0
%
TR 80 70 70 8 8 60 40 70 8 8 70 80




Foram considerados, para os célculos, um V de 40 mL/frasco e uma
producdo de MS de 0,7 g/frasco para um periodo de 190 d de cultivo. Esta producdo
foi estimada a partir de dados obtidos para plantulas de diferentes espécies do
grupo das catléias cultivadas entre 9 e 12 meses em condi¢des in vitro (Rodrigues,
2005; Ventura, 2007 e em trabalhos prévios - resultados nao apresentados). Os
valores utilizados para as TRs dos nutrientes (Quadro 1) foram estimados a partir de
dados obtidos por Rodrigues (2005). Este novo meio foi denominado de meio

Suprimento (S).

2.2. Producgéo, suprimento nutricional e resposta morfogénica

Para este estudo foi conduzido um experimento utilizando protocormos
recém germinados (trés meses apds os semeio) de C. walkeriana var. coerulea x
self, com aproximadamente 4 mm de altura. Estes protocormos foram obtidos a
partir de sementes colhidas de frutos maduros e germinadas, assimbioticamente, em
meio de cultura contendo os sais do meio Bs (Gamborg et al., 1968), 30 g L™ de
sacarose e 7 g L' de &gar (Merck®). As sementes foram desinfetadas
superficialmente utilizando-se solucdo de 100 mL L™ de &gua sanitaria comercial
(Candura® — 20 a 25 mL L™ de hipoclorito de sédio) por 10 min (Ventura, 2007) e,
posteriormente, enxaguadas duas vezes em agua destilada e autoclavada.

Os protocormos foram recultivados em meios de cultura contendo sais do
meio MS (Murashige & Skoog, 1962); meio Bs; meio Suprimento (S); fertilizante
solivel comercial Peters®™® 10-30-20 (3,0 g L™), denominado: meio Peters e
fertilizante solGvel comercial B&G Orchidées®™® (3,0 g L™), denominado: meio B&G .
Nos meios MS e Bs foram utilizados apenas seus sais. Neste experimento foram
utilizadas quatro concentragbes dos sais do meio S: 0,55; 0,73; 1,00 e 1,45 vez a
concentracdo dos sais do meio S (Soss, So73, S100 € Si4s, respectivamente). As
concentragcbes dos sais desse meio foram determinadas como descrito
anteriormente. O transplantio dos protocormos foi realizado com o objetivo de
manter constante o numero inicial de explantes (20 protocormos/frasco).

Para o preparo de cada um dos tratamentos foram utilizados 30 g L™ de
sacarose, 2 g L™ de carvéo ativado (Vetec®) e os sais nas concentracdes referentes
a cada tratamento (Quadro 2). O pH dos meios foi ajustado em 5,7 £ 0,1, antes da

! Mais informagBes sobre esses fertilizantes podem ser encontradas nos sites: www.begflores.com.br e
www.petersabc.com/products_2D.php
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adicdo de 7 g L™ de agar (Merck®). A esterilizacdo do meio de cultura deu-se em
autoclave a 121 °C, presséo de 1,05 kg cm?, durante 20 min.

Os frascos com os protocormos foram incubados em sala de cultivo com
temperatura de 27 £ 2 °C, fotoperiodo de 16 : 8 h luz / escuro e irradiancia média de
48 pmol m? s™. Os frascos foram fechados com tampa transparente de polipropileno
e as bordas protegidas com filme transparente de PVC (Rolopac®).

Com o intuito de avaliar o crescimento, suprimento nutricional e resposta
morfogénica dessas plantulas ao longo do tempo, foram realizadas avaliacoes aos
51, 94, 139, e 190 d de recultivo dos protocormos. Foram avaliados: producéo de
matéria seca da parte aérea [MSpa = matéria seca de folha (MSg) + matéria seca de
calo (MSc¢)], da raiz (MSR) e total (MSt = MSpa + MSR), relacdo R/PA (MSg/MSp,) €
os teores e conteudos de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Mn e Cu nas plantulas. Para
auxiliar na avaliacéo da resposta morfogénica foram avaliadas, também, aos 190 d,
a producdo de MSg, MSc e de plantulas completas (MSp = MSg + MSg) e as
relagbes C/T (MSc/MSy) e R/IF (MSr/MSE).

A determinagdo dos teores dos nutrientes nos tecidos das plantulas foi
realizada apés digestdo nitrico-perclorica (3:1). Célcio, Mg, S, Fe, Zn, Mn, e Cu
foram analisados por espectrofotometria de emisséo 6ptica em plasma induzido. O P
foi analisado por colorimetria, utilizando-se o método da vitamina C modificado por
Braga & Defilipo (1974), o K por fotometria de chama e o N total pelo método
Kjeldahl (Jackson, 1976).

Por ser acrescido agar, sacarose e carvao ativado aos meios de cultura,
com nutrientes na sua composicdo, foram determinados, também, os teores totais
dos nutrientes nesses componentes. Essa determinacao foi realizada ap6s digestéao
nitrico-perclorica (3:1) das amostras de cada um desses componentes (trés
repeticbes). Calcio, Mg, S, Fe, Zn, Mn, Cu, P, K, e N foram analisados conforme os
meétodos citados anteriormente.

O experimento, com arranjo fatorial 8 x 4 (tratamentos' x tempos de
cultivo), perfazendo 32 tratamentos, foi montado em blocos casualizados, com trés
repeticdes. A unidade experimental foi composta por um frasco de vidro de 340 mL,

contendo 40 mL de meio de cultura e 20 plantulas.

! Tratamentos correspondem a matriz fatorial (4 x 1) + (1 x 4) [(meios x concentracdes) + (meio Suprimento x
concentracdes)]
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Apés a andlise de variancia, foram testados os contrastes: C; — MS + Bs +
Peters + B&G vs S;00; C2 — MS + Bs vs Peters + B&G; C3 > MS vs Bs e C; —
Peters vs B&G. Além desses, foram testados os contrastes adicionais: Ca — MS +
Bs vs Si 00 € Cg — Peters + B&G vs S; 0.

Para os meios MS, Bs, Peters, B&G e S, com a producédo de MSpa, MSk €
MS+ relacdo R/PA e os conteudo dos nutrientes foram ajustadas curvas de resposta
em funcdo do tempo, nesses ajustes foram utilizados, também, as médias dessas
variaveis obtidas no inicio do recultivo (tempo = 0 d). Para o meio S, com a producéo
de MSg, MSpa, MSg MSc, MSp e MSy foram ajustadas, com os dados obtidos aos
190 d de recultivo dos protocormos, curvas de resposta em funcdo da concentracao
dos sais.



3. Resultados e Discussao

3.1. Formulag&o do novo meio de cultura

As concentracdes dos nutrientes (Quadro 2), definidas pelo método
proposto neste trabalho, no meio de cultura S estiveram sempre entre o maior e o
menor valor de concentracdo dos nutrientes nos meios MS, Bs, Peters e B&G
(Quadro 2). A variacdo da concentracdo dos nutrientes entre 0os meios MS, Bs,
Peters, B&G e S foi muito grande e diferenciada entre os nutrientes (Quadro 2),
indicando que a resposta dos explantes, quanto a producdo de matéria seca,
suprimento nutricional e morfogénese, sera diferenciada entre esses meios. A
concentracdo dos sais utilizados para preparar o meio S sado apresentadas no
Quadro 3.
Quadro 2. Concentragdo dos nutrientes nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), Bs

(Gamborg et al., 1968), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-20), B&G (3 g L™ do fertilizante
B&G®) e Suprimento (S)

Nutriente MS GBs Peters B&G S
mg L™
N 841 375 300 240 328
P 39 30 393 124 150
K 783 967 498 181 950
Ca 120 41 - 228 197
Mg 36 25 36 52 50
S 48 71 51 120 113
Fe 5,60 5,62 1,50 13,26 6,56
Zn 1,95 0,45 0,08 13,26 2,00
Mn 5,49 4,29 0,75 3,81 3,28
B 1,08 0,53 0,20 6,63 2,19
Cu 0,01 0,01 0,11 1,89 0,250
Mo 0,10 0,10 0,03 0,63 0,044

Quadro 3. Concentracdo dos sais no meio de cultura Suprimento (S)

o)
2 o . QO o o q 7
T N N S S ] S
S I - < O » I T T T 3
Sai < % 9 © 2 % g I N &N v 9
als > = T < < < X
(@) X ] ™ @) O o
© o X ¥ £ I R 3 B =
?U/ (o) zZ < [ [} jum f
8 s > N L O z
mg L™ —pgLt—

Concentracéo 1160 510 886 976 214 557 10,0 10,7 7,0 26,1 786 644




3.2. Producéo, suprimento nutricional e resposta morfogénica

As producbes de matéria seca total e de raiz das plantulas de Cattleya
walkeriana nos meios MS, Bs, Peters, B&G e Si 00, em funcdo do tempo, ajustaram-
se ao modelo de crescimento de Gompertz e a producao de matéria seca da parte
aérea ao modelo logistico (Figura 1). Esses modelos refletem o comportamento de
crescimento de organismos vivos em ambiente com recursos limitados, seja esse
espacial, hidrico, nutricional, dentre outros (Vannderplank, 1963; Hunt, 1972).

Os contetdos dos nutrientes nas plantulas, ao longo do tempo,
demonstraram que o conteddo dos nutrientes adicionados ao meio, via sais
minerais, ndo seria capaz de suprir a demanda nutricional dessas durante os 190 d
de cultivo (Figura 2 e Quadro 4). Assim, durante o crescimento dessas plantulas
ocorreu limitagdo na sua nutricdo mineral, sendo essa limitacao diferenciada entre
0s meios de cultura com relacdo ao nutriente e a época em que ocorreu o déficit
entre a quantidade de nutriente adicionada, via sais minerais, e 0 extraido pela
cultura (Figura 2).

Todos os meios apresentaram déficit para, pelo menos, trés nutrientes
(Quadro 4). Ao considerar as quantidades dos nutrientes adicionadas aos meios via
carvao ativado, agar e sacarose, e os déficits, percebe-se que a cultura foi suprida,
em parte, por nutrientes constituintes desses componentes do meio de cultura
(Quadro 4). Os meios Peters e Bs tiveram 0 maior niumero de nutrientes deficitarios
(6 de 10 nutrientes avaliados).

Célcio, Mg e Mn apresentaram déficit em todos 0s meios, com a exce¢ao do
Mg no meio B&G (Quadro 4). No meio Peters o Ca absorvido pelas plantulas foi
suprido durante todo o cultivo pelo Ca constituinte dos outros componentes do meio
de cultura, que ndo o0s sais minerais, principalmente do carvao ativado (3,55
mg/frasco de Ca), e os conteudos de Zn, Mn e Cu tiveram, respectivamente, apenas
24; 18 e 5 % suprido pelos sais. O meio S; oo foi 0 que apresentou menor nimero de
nutrientes deficitarios, apenas trés, sendo esses 0s mesmos que apresentaram
déficit nos demais meios (Ca, Mg e Mn) (Quadro 4). Isto sugere que o meio de
cultura S; oo ofereceu a melhor condicdo de suprimento nutricional durante a fase de
recultivo in vitro de Cattleya walkeriana quando comparado aos meios MS, Bs,
Peters e B&G, tradicionalmente utilizados no cultivo in vitro de orquideas.

9



0,4 a 0,7 1 b

—— MS Eq. 1 — MS Eq. 6
—+— B Eq. 2 064+ B Eq. 7
—x— Peters Eq. 3 ' —x— Peters Eq. 8
5 031 -—a-B&G Eq.4 — 05{—4—B&G Eq 9
2 —*— S1,00 .5 8 —*— S1,00
g 8 04
3 0,2 1 E
< 0,3
& il
=, = 021
0,1
0,0} : : : : 0,0 ¥ , ; , ,
C
08| mMs Equ1 4071 ws Eq. 16 d
—— B, Eq. 12 —+— B, Eq. 17
—x— Peters Eq. 13 —x— Peters  Eq. 18
061 _a_ B&G Eq. 14 301 _4_B&G Eq.19
8 —*— S100 EQ.15 HI’-\ —*— S1,00
5
“Té,: 0,4 é:-’ 201
2 s
0,2 1,0
3
0,0 # : : : : 0,0 : ; , ,
0 51 94 139 190 0 51 94 139 190
Tempo de recultivo (d) Tempo de recultivo (d)
. (- (1,756 - 0.0162" 1),
Eq. 1§ = 0,450/(1 + (60,1 €****'Y); R* = 0,9983 B 1L = 10647 e orse ) - 09949
- ° N -e v - g )
Eq. 2: ¥ = 0,320*%/(1 + (19,0 e2%%49"Y); R? = 0,9950 Eq. 12: y = 0,980** e : R?=0,9878
o -0,0333* t R (- (1851 - (0.0172* )y
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Eq. 10: y=0,820™ e » R=0,9999 Eq. 20: § = 0,047 + 0,016** t; R* = 0,9883
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Figura 1. Producdo de matéria seca da parte aérea (MSps = matéria seca de folha + calo) (a), de raiz
(MSg) (b) e total (MSt = MSps + MSR) (c) e relacdo entre matéria seca de raiz e parte aérea (R/PA)
(d) de Cattleya walkeriana, recultivada nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), Bs
(Gamborg et al., 1968), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-20), B&G (3 g L™ do fertilizante

B&G®) e Suprimento (Sy,00), em funcéo do tempo de recultivo .

10



K (mg/frasco) N (mg/frasco)

Mg (mg/frasco)

Fe (ug/frasco)

15 4 10 -
—— MS Eq. 1
—+— Bg Eq. 2
12 { —<— Peters Eq.3 8 1
—— B&G Eq. 4 -
s o
o | 7+ SL00 g .
g
>
6 E 4
o
3 2
o} , , , , , 0
14 -
12 A
—~ 10 A
o
b
g 81
>
E o
]
o 4,/
2 4
0
2,51 s Eq. 21 3,0
— Eqg. 22
Bg q 25 1
2,0 { —«— Peters Eq.23
—a— B&G Eq. 24
$1,00 o 2,0
1,5 g
= 15
>
1,0 £
»n 1,0
0,5 05 1
0,0 0,0 3
100 4 350 4
—— MS Eq. 31
—— Bs Eq. 32 300 1
80 { —<— Peters Eq.33
—a— B&G Eq. 34 _ 250 -
—k— S1.00 Eq. 35 8
60 - 8 200 A
2 150
40 A z
100 -
20 A
50 A
01 : . . . 0+
0 38 76 114 152 190 0

Tempo de recultivo (d)

11

MS
Bs
Peters
B&G

S1,00

Eq. 6
Eq. 7
Eq. 8
Eq. 9

MS
Bs
Peters
B&G
S1,00

Eqg. 16
Eq. 17
Eqg. 18
Eqg. 19

MS
Bs
Peters
B&G

S1,00

Eqg. 26
Eq. 27
Eq. 28
Eqg. 29

MS
Bs
Peters
B&G
S1,00

38

Eqg. 36
Eq. 37
Eqg. 38
Eqg. 39
Eqg. 40

T

76 114
Tempo de recultivo (d)

T 1

152 190

Continua...



Continuacao

300 +

250 -

Mn (pg/frasco)

Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.

200 -
150 -
100 -

50

0 . . . ,
0 38 76 114 152 190

25:

— MS Eqg. 41
—+ Bg Eq. 42
—»— Peters Eq.43
—— B&G  Eq. 44
—*— S1,00

Tempo de recultivo (d)

1y = 27,33%(1 + (27,88* e ©%767 ). R? = 09943
:§ = 12,53*/(1 + (15,42" €°02832"Y). Rz = 0 9gg7
1§ =11,29%%(1 + (13,99 e 09857y R2 = 0,9927
:§ = 10,95%%/(1 + (20,40 €79 Y): R? = 0,9972
Sy =11,72%%(1 + (15,07** e *%%**7 ) R? = 0 9941
1§ = 1,983%/(1 + (39,88 €14 Y): R? = 0,0998

1§ = 1,673*/(1 + (42,83 €2%%%%%"Y): R? = 0,9886
:§ = 10,07%%/(1 + (4851” %47 Yy): R? =0,9995
-y = 5,024%/(1 + (77,75 € %" Y): R? = 0,9986

1§ = 5,815%/(1 + (50,31 e Y): R? = 0,0887
1§ = 20,31%/(1 + (347,3 €21 Y): R? = 0,9929

1§ =32,76"(1 + (17,28" €20%7%°"Y)): R? = 0,9956
1§ = 24,39%(1 + (38,61 €87 Y): R? = 0,9995
1§ = 7,663*(1 + (24,96% e 2%4915"Y): R? = 0,9846
:y =30,19%/(1 + (22,08  €0%79"Y): R? = 0,9971
:§ = 5,931%/(1 + (384,0 €°%°7%"Y): R? = 0,9997

1§ = 4,760%%/(1 + (1463 %°7*"Y): R? = 0,9938

1§ = 4,153*(1 + (66,73 €****"Y); R? = 0,9961
S = 13,11%(1 + (209,3 €% Y): R? = 0,9991
1§ =10,47*/(1 + (70,85 %4 Y): R? = 0,9994
:§ = 1,554%(1 + (123,4 €% Y): R? = 0,9979

1§ = 1,551%(1 + (25,54 €4 R? = 0,0866
1§ =2,094%(1 + (25,36” € ¥%"°"Y): R? = 0,0933
1§ = 1,764*(1 + (45,02 €% Y): R? = 0,9966
¥y = 2,367*/(1 + (24,45 €*%?%"Y). R? 20,9975

“, °,* ** Significancia a 20, 10, 5 e 1 % pelo teste F.

Cu (pgffrasco)

Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.
Eqg.

[
[ee]
)

[
&)
L

=
N
L

26:
27:
28:
29:
30:
31
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44.
45:
46:
47:
48:
49:
50:

38 76 114 152 190
Tempo de recultivo (d)

= 1,000%%/(1 + (27,19 e*%84"Y): R? =0 9974
¥ = 2,028/(1 + (12,60” e %% Y): R? = 0,9936
¥ = 1,154*/(1 + (33,78 e *%*#°"Y): R? = 0,9996
¥ = 2,725%/(1 + (27,32 2% Y): R? = 0,9991
¥y = 2,332%%/(1 + (20,37" € %999 Y): R2 = 0,9936
¥ = 85,16%/(1 + (582,3 e 29813 Y)): R2 = 0,9945
¥ = 92,78%/(1 + (1593 €*%°¥'Y): R? = 0,9878
¥ =52,78%/(1 + (147,0 e %Y, R? = 0,9901
y = 53,22%%/(1 + (104,0 e *%*19"Y): R? = 0,9973
§ = 50,98*/(1 + (22,66 €*%1%"Y): R? = 0,9995
¥ =82,477/(1 + (159,8 €2%%%7""): R? = 0,9999
¥ = 24,74*/(1 + (153,5 e 2%%2" 1Y) R2 = 0,9945
¥ = 62,83**/(1 + (85,32 e 299" Y)): R2 = 0 9975
352,7*%/(1 + (1280 e%?"*""); R? = 0,9995
85,31*/(1 + (150,1 e %% Y): R? = 1,0000
263,7**/(1 + (1064 e*%%?%"Y): R? = 0,9998
258,6**/(1 + (1099** %859 ) R2 = 0 9990
176,6**/(1 + (102,6” e 29314 Y): R? = 0,9979
270,8*/(1 + (1228 e*%978'Y): R? = 0,9997
230,0%/(1 + (204,4” 03417 Y)- g2 = 0 9997
3,119%/(1 + (5625 €*%7?%Y): R? = 0,9709
3,161*%/(1 + (81,85 € *%*%¥""Y)): R? = 0,9998
¥ = 21,75/(1 + (5124 €% Y): R? 20,0973
¥ = 15,96%/(1 + (75,92 €04 Y): R? = 0 9981
§ = 8,968*/(1 + (50,26 €%%%"Y): R? = 0,9996

<>

A I < S I < I <
1 1 1 1 1 1 1 1 1

Figura 2. Contetdos de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Mn e Cu acumulados nos tecidos de Cattleya

walkeriana, recultivadas nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), Bs (Gamborg et al.,
1968), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-20), B&G (3 g L* do fertilizante B&G®) e

Suprimento (S;,00), em fungdo do tempo de recultivo.
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Quadro 4. Quantidades dos nutrientes adicionadas, via sais minerais, aos meios de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), Bs (Gamborg et al., 1968), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-
20), B&G (3 g L™ do fertilizante B&G®) e Suprimento (Si;0) € as acumuladas nas plantulas de
Cattleya walkeriana durante 190 d de recultivo

Nutriente Quantidade MS Bs Peters B&G S1.00
mg/frasco
@ Adicionada 33,6 15,0 12,0 9,6 13,1
N (1,2) @)
Acumulada 25,4 11,6 11,5 10,7 11,5
Adicionada 1,6 1,2 15,7 5,0 6,0
P (0,40)
Acumulada 1,8 1,6 9,7 4.8 5,4
K (4.4) Adicionada 31,3 38,7 19,9 7,2 38,0
’ Acumulada 19,8 30,2 23,9 7.2 29,2
Adicionada 4.8 1,6 0,0 9,1 7.9
Ca (3,9)
Acumulada 54 4,7 3,9 12,8 9,5
Adicionada 1,4 1,0 1,6 2,1 2,0
Mg (0,59)
Acumulada 1,5 1,5 2,1 1,7 2,3
Adicionada 1,9 2,8 2,0 4.8 4.5
S (1,6)
Acumulada 0,8 2,0 1,1 2,6 2,4
pg/frasco
Adicionada 224,0 224,8 60,0 530,4 262,5
Fe (737)
Acumulada 80,0 91,2 50,5 51,0 47,0
Zn (35) Adicionada 78,0 18,0 30,0 530,4 80,0
n
Acumulada 63,8 22,3 60,1 349,2 76,8
Adicionada 219,6 171,6 30,0 152,4 131,3
Mn (152)
Acumulada 244.9 252.,4 165,3 266,8 202,1
Adicionada 0,2 0,2 15,0 75,6 10,0
Cu (22)
Acumulada 3,1 3,2 17,6 15,9 8,8

@ Os valores dentro dos parénteses representam a quantidade de cada nutriente adicionada ao meio pelo &gar,
carvao ativado e sacarose (mg/frasco e ug/frasco para macro e micronutrientes respectivamente). @ Os valores
em negrito indicam, para cada meio de cultura, aqueles que tiveram a quantidade acumulada nas plantulas
maiores ou iguais aquela adicionado ao meio de cultura via sais minerais.

A producéao de MSy ao longo do tempo foi semelhante entre os tratamentos;
no entanto, para producdo de MSg e MSpa 0 comportamento foi diferenciado,
mostrando resposta morfogénica diferenciada entre tratamentos (Figuras 1 e 3). Os
meios MS e Bs apresentaram maior crescimento de parte aérea ao final do cultivo
em relacdo aos outros meios, 0s quais proporcionaram maior producdo de MSg,
durante todo o cultivo, quando comparados com os meios MS e Bs (Figuras 1 e 3).

O efeito do meio de cultura e do tempo sobre a resposta morfogénica do
explante pode ser avaliado ao se observar o comportamento da relacdo R/PA em

fungéo do tempo (Figura 1d). A relagdo R/PA aumentou com o passar do tempo em
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todos os meios de cultura, com excecdo para o0 meio MS, demonstrando que a
reducdo na concentracdo dos nutrientes no meio de cultura, no decorrer do cultivo,
induziu os explantes a se adequarem a essa nova condi¢do, mantendo a producao

de MSg (Figura 1b) e reduzindo a producdo de MSpa, bastante drastica para os

explantes crescidos nos meios Peters, B&G e S; oo (Figura 1a).

'mw -

Figura 3. Aspecto visual da producéo de folha, calo e raiz obtida nos meios de cultura MS (Murashige
& Skoog, 1962) (a), Bs (Gamborg et al., 1968) (b), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-20) (c),
B&G (3 g L™ do fertilizante B&G®) (d) e Suprimento (S1,00) (€) aos 190 d de recultivo dos protocormos
de Cattleya walkeriana.

A relacdo R/F diminuiu com o aumento da concentracdo dos sais do meio S
(Figura 4). Essa resposta demonstra, mais uma vez, a capacidade das plantulas de
se adaptarem as condicfes de baixo suprimento nutricional. Rodrigues (2005)

demonstrou 0 mesmo padrdo de resposta morfogénica ao estudar o efeito da
14



concentracdo dos sais de diferentes meios de cultura sobre a relacdo R/F em
plantulas de Cattleya walkeriana e C. dolosa, no qual a relagdo R/F aumentou com a
reducdo da concentracdo dos sais, independente do meio ou espécie.

Para comparar os efeitos dos meios sobre a resposta morfogénica do
explante pode-se analisar as taxas de aumento da relagdo R/PA em fungédo do
tempo (Figura 1d). As declividades para os meios Peters e S; oo foram semelhantes
(0,016 g g* d) e menores que a declividade no meio B&G (0,019 g g* d*). Ja no
meio de cultura Bs a declividade foi de 0,009 g g™ d*, enquanto que a relagédo R/PA

no meio MS manteve-se inalterada.

7 A Y = 8,773 - 4,699** x
R? = 0,9956

RIF(gg™)
N

l T T T T T
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

Dose (n° de vezes a concentragdo dos sais do meio S)

Figura 4. Efeito da concentracéo dos sais do meio Suprimento (S) sobre a relagdo entre a producéo
de matéria seca de raizes e folhas (R/F) apés 190 d de recultivo dos protocormos de Cattleya
walkeriana. ** Significancia a 1 % pelo teste F.

Uma andlise mais detalhada, feita aos 190 d de recultivo dos protocormos,
para a producdo de matéria seca e a sua particio em diferentes compartimentos da
cultura, evidencia, ainda mais, o efeito da composi¢éao nutricional no meio de cultura
sobre a resposta morfogénica dos explantes (Quadros 5 e 6 e Figura 3).

O meio S 00 proporcionou uma producdo de MSy (0,779 g/frasco) maior que
a produtividade esperada (0,7 g/frasco de MSt) e semelhante aos meios tradicionais,
MS e Bs, (Ca) € aos meios contendo adubos comerciais como fonte de nutrientes,

Peters e B&G (Cg). No entanto, os meios MS e Bs proporcionaram maior producao
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de MSc quando comparados com os meios Peters e B&G (C,) e S1.00 (Ca) (Figura 3).
A producao de MSc foi igual para estes meios (C4 e Cg). Dentro do grupo dos meios
tradicionais a producao de MSc no meio MS foi 137 mg/frasco maior que no meio Bs
(C2) (Quadros 5 e 6 e Figura 3).

Quadro 5. Producédo de matéria seca de folha (MSg), calo (MS¢), raiz (MSR), parte aérea (MSpp =
MSg + MSc), plantula completa (MSp = MSg + MSg) e total (MSt = MSg + MSc + MSgR) e relacdo
raiz/folha (R/F) obtidas nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), Bs (Gamborg et al.,
1968), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-20), B&G (3 g L™ do fertilizante B&G®) e
Suprimento (S;,00) 20s 190 d de recultivo dos protocormos de Cattleya walkeriana

Tratamento MSk MSc MSg MSpa MSp MS+ R/F

glfrasco gg”
MS 0,136 0,230 0,354 0,366 0,490 0,720 2,62
Bs 0,148 0,126 0,465 0,274 0,614 0,739 3,15
Peters 0,138 0,056 0,599 0,195 0,737 0,793 4,36
B&G 0,103 0,038 0,517 0,141 0,620 0,658 5,11
Si100 0,160 0,036 0,583 0,196 0,742 0,779 3,69

Quando comparado com os demais meios de cultura (C;), 0 meio Sjigo
proporcionou maior producdo de matéria seca de plantulas completas (MSp) ao final
do cultivo, que € o principal objetivo deste tipo de propagacédo de orquideas, visto
qgue o numero de plantulas obtidas via sementes é muito grande, ndo havendo,
entdo, a necessidade de multiplicacdo destas por meio de calogénese. A producéo
de MSp nos meios Peters e B&G foi 126,5 mg/frasco maior que nos meio MS e Bs
(C»), sendo que no meio Bs essa producao foi 123,3 mg/frasco maior que no meio
MS (Cs), e no meio Peters foi 116,7 mg/frasco maior que no meio B&G (C,). Apesar
do meio Sigo ter proporcionado maior producdo de MSp em relacdo a média dos
demais meios, esta diferenca torna-se mais evidente quando esse meio é
comparado com os meios MS e Bs (Ca); no entanto, quando o0 meio Sig €
comparado com os meios Peters e B&G (Cg) essa diferenca ndo é mais percebida
(Quadros 5 € 6).

Ventura (2007) obteve producbes de matéria seca de plantulas de Laelia
anceps cultivadas no meio Peters (3 g L™ da formulacdo 10-30-20) e B&G (3 g L™
maior que no meio Bs. Para C. bicollor, esse autor obteve producdo de matéria
fresca de plantulas maior no meio Peters (3 g L™ da formulacdo 10-30-20) em
relacdo aos meios MS e Bs.
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A relagéo R/F das pléantulas obtidas nos meios MS, Bs, Peters, B&G e S o0
foi muito variada (Quadro 5). Os meios MS e Bs resultaram em menor relacdo R/F
guando comparados com os meios Peters e B&G. Ja a relacdo R/F no meio S; oo
(3,69 g g*) foi 1,05 g g* menor que a obtida nos meios Peters e B&G e 0,80 g g*
maior que a obtida nos meios MS e Bs (Quadros 5 e 6).

A resposta morfogénica foi, também, diferenciada em relacdo a
concentracdo dos sais do meio S (Figura 5). Além da relacdo R/PA, a producao de
MSc reduziu com o aumento da concentracdo. Como o0 objetivo desse sistema de
cultivo é a producdo de plantulas completas, utilizou-se a curva de producdo de
MSp, obtida aos 190 d de recultivo dos protocormos, para determinar a
concentracdo Otima desses. Assim, a concentracdo estimada para a maxima
producédo de MSp (0,744 gl/frasco) foi de 1,125 vez a concentracao original do meio
S.

Quadro 6. Contraste médio para producdo de matéria seca de folha (MSg), calo (MSc), raiz (MSg),
parte aérea (MSpp = MSg + MS¢), plantula completa (MSp = MSg + MSg) e total (MSt = MSg + MS¢ +
MSg) e relacdo raiz/folha (R/F) obtidas nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), Bs
(Gamborg et al., 1968), Peters (3 g L™ do fertilizante Peters® 10-30-20), B&G (3 g L™ do fertilizante
B&G®) e Suprimento (S1,00) a0s 190 d de recultivo dos protocormos de Cattleya walkeriana

Contraste MSk MSc MSg MSpa MSp MS+ R/F
mg/frasco gg*
C1 28,4° -73,2° 98,9* -44.8 127,3* 54,1 -0,12
C2 -21,8 -137,0** 148,3** -158,8** 126,5** -10,5 1,85**
C3 11,9 -104,5* 111,4* -92,6° 123,3° 18,8 0,52
C4 -35,4° -31,3 -81,4 -66,6 -116,7° -148,0° 0,75*
Ca 17,5 -141,7** 173,0** -124,2** 190,6** 48,8 0,80*
Cs 39,3* -4,7 24,7 34,6 64,0 59,3 -1,05**

C1l — Outros vs S;00; C2 — MS + Bs vs Peters + B&G; C3 — MS vs Bs e C4 — Peters vs B&G. Contrastes
adicionais: Ca — MS + Bs vs S1,90 € Cg — Peters + B&G vs Sy 0.

°, *, ** Significancia a 10, 5 e 1 % pelo teste F.

Como nédo foi utilizada qualquer fonte exdgena de reguladores de
crescimento nos meios de cultura e os tratamentos ficaram sob as mesmas
condicbes de cultivo, pode-se atribuir a resposta morfogénica dos explantes ao
efeito da composicdo mineral dos meios de cultura e, ou, sobre os teores dos
nutrientes nos tecidos, os quais podem induzir o explante a respostas morfogénicas

diferenciadas.
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—e— Raiz (R) Eq. 1

0.75 ’M —+— Parte aérea (F + C) Eq. 2
—=— Folha (F) Eq.3
—4— Calo (C) Eq. 4
—~ —&— Total (F + C + R) Eq.5
(@] N
o — Plantula completa (F + R) Eg.6
4
5 Eg. 11§ =-0,536 + 2,452° X - 1,336° x
> R? = 0,9956
(8}
o Eq. 2: § = y = 0,21524166
5 0,35 &y=y
d Eq. 3: § =-0,05046 + 1,799° x°° - 0,9612° x
O R®=0,9167
©
s 1 Eg. 4: § =-0,006010 + 0,1631** x
0.15 - R*=0,9962
4 Eq. 5: § = 0,3194 + 0,755° x — 0,336° X
R?=0,9925
, , , , e—st—a—a 4 EQ 6:y=0,1233"/ (1 +(0,000274 e>t)
R*=0,9

0,9602

0,55 0,70 0,85 1,00 1,15 1,30 1,45

Dose (n° de vezes a concentrag&o dos sais do meio S) =, * Significancia a 10, 5 e 1 % pelo teste F

Figura 5. Producdo de matéria seca aos 190 d de recultivo dos protocormos de Cattleya walkeriana
em fungdo da concentragdo dos sais do meio Suprimento (S).

Os teores de N (Ty) nos tecidos de todo o material vegetal produzido, aos
190 d de recultivo, nos meios Bs, Peters, B&G e S; o0 foram semelhantes entre si
(Quadro 7) e préximos ao TNy (15,0 g kg™), enquanto que no meio MS o teor de N
foi 2,4 vezes maior que este (36,1 g kg™). Este meio foi 0 que proporcionou maior
formacé&o de calos e maior relacdo R/PA (Quadro 5). Os meio MS e Bs foram os que
induziram maior formacéo de MSc e ambos promoveram o crescimento de plantulas
completas e calo com os menores teores de P (Tp) em seus tecidos (Quadro 7). A
influéncia dos teores de N e P, e da interacdo entre eles sobre a resposta
morfogénica dos explantes torna-se mais evidente pela andlise das correlages
entre a relacdo C/T e Tp, C/T e Ty € C/T e Tn/Tp (Figura 6), que demonstram que a
relacdo entre os teores de N e P nos tecidos do explante é mais importante para a
resposta a formacado de calo, que apenas os teores de N ou de P, pois o coeficiente
de correlacéo entre C/T e Tn/Tp € maior que os coeficientes das correlacées entre
C/T e Tp e CIT e Ty. E importante ressaltar que a composi¢do mineral do meio MS
foi elaborada originalmente para a producao de calos de tabaco (Nicotiana tabacum)
(Murashige & Skoog, 1962). Os meios MS e Bs, também, proporcionaram os maiores

teores de Fe e os menores de Cu em relagcdo aos demais meios.
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Quadro 7. Teores nutricionais de referéncia (TN;) e nos tecidos de calos e plantulas obtidos nos
meios MS, Bs, Peters, B&G e S; oo a0s 190 d de recultivo dos protocormos de Cattleya walkeriana

Meio N P K Ca Mg S Fe Zn Mn Cu
gkg” —————mgkg"
TN, 15,0 6,0 38,0 9,0 2,3 4,5 300 80 150 10,0
MS 36,1 a 254 c 264 b 72 c 198 c 116 ¢ 103 a 86 b 320 a 41 c
Bs 157 b 212 c 40,7 a 63 c 198 c 268 b 123 a 30 c 341 a 43 c
Peters 146 b 1225 a 30,1 b 49 d 267 b 13 c 63 b 76 b 207 b 225 a
B&G 163 b 730 b 110 c 194 a 258 b 402 a 77 b 530 a 405 a 242 a
S1,00 149 b 69 b 37,7 a 122 b 295 a 305 b 60 b 98 b 253 b 111 b

Valores dos teores de cada nutriente seguidos pela mesma letra ndo se diferenciam pelo teste Scott-
Knott a 5 %.

060 § =-0,0584 +0,0098 x 060 - g =0,2527 - 0,0193 x os0 | 90,0283+0,0191
R“=0,450 R =0,330 R°=0,573
0.50 . 0.50 0.50
— r=0,671* Enl r=0,575* Enl r=0,757**
i 040 ", 040 i 040
(=] o) (=]
=2 030 - = 030 =2 030 -
£ . , = . £
O 020 - . . O 020 A O 020 -
010 1 p o 010 4 \ Lk
0,00 2’ 0,00 ¢ 000 +-*
000 1000 2000 3000 40,00 50,00 0,00 5,00 10,00 15,00 0,00 500 1000 1500 20,00
a Teor de N (g kg?) b Teor de P (g kg C TWTr (9 9%

* xx 6k Significdnciaa b, 1 e 0,1 %.

Figura 6. Relacdes entre a razdo matéria seca de calo / matéria seca total (C/T) e os teores de N (Ty)
(@) e P (Tp) (b) e arazdo Tn/Te (c) para os dados obtidos aos 190 d de recultivo dos protocormos de
Cattleya walkeriana nos meios MS, Bs, Peters, B&G e S; go.

Rodrigues (2005), ao estudar a produgéo in vitro de plantulas de C. dolosa e
0s teores nutricionais nos tecidos dessas plantulas em meios contendo 2,25 g L™ do
fertilizante Peters® nas formulagées 10-30-20 (Petersio.s0-20) € 30-10-10 (Petersso.1o.
10), obteve, respectivamente, maior e menor relacbes R/PA e Tn/Tp nas plantulas
cultivadas no meio Petersip.30-20 quando comparadas com as relacoes R/PA e Tn/Tp
nas plantulas obtidas no meio Peterssp.10-10. A relacdo N/P no meio Peterszo-10-10
(6,87 g g*) é maior que no meio Petersio.30.20 (0,76 g g ), assim como a relacdo N/P
nos meios MS e Bs (21,65 e 12,5 g g™, respectivamente), os quais levaram a menor
relacdo R/PA e a maior relacdo Tn/Tp neste experimento, é maior que nos meios
Peters, B&G e S.

O meio MS e Bs possuem maiores concentracdes de N na forma nitrica que

os demais meios. Scheible et al. (1997a, b) mostraram evidéncias do papel do NO3
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na regulacdo da morfogénese de plantas. Usando mutantes de tabaco (Nicotiana
plumbaginifolia) deficientes em redutase do nitrato, esses autores mostraram
correlagcdo entre o acumulo de nitrato nos brotos e a drastica reducdo no
crescimento de raizes, obtendo, assim, plantulas com menor relacdo R/PA.

De forma geral o meio S; oo proporcionou o crescimento de plantulas com os
teores nutricionais mais proximos aos teores nutricionais de referéncia (TN;), com
excegao para os teores de Fe e Mn, os quais foram menor e maior, respectivamente,
gue seus TN, isto se repetiu para todos os outros meios, indicando assim, que 0s
TNre € TNun ndo seriam adequados para plantulas de catléia cultivadas in vitro
(Quadro 7). O teor de K nos tecidos obtidos no meio B&G foi muito baixo quando
comparado com os obtidos nos demais tratamentos e com o TNk. Além disso, nesse
mesmo tratamento, os teores de Zn e Mn foram muito elevados em relacdo aos
demais (Quadro 7). O meio Peters, apesar de promover um bom crescimento de
plantulas completas, apresentou teores de Ca e S, nos tecidos dessas plantulas,
muito a baixo dos demais tratamentos e do TNca € TNs, enquanto o teor de P foi

muito elevado e maior que os demais tratamentos e 0 TNp.
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4. Conclusodes

» Foi estabelecido um novo meio de cultura para o recultivo de plantulas de
Cattleya walkeriana, o qual foi denominado de meio Suprimento (S);

» O meio S ofereceu a melhor condicdo de suprimento nutricional para a
producéo de plantulas de Cattleya walkeriana quando comparado com os meios MS
(Murashige & Skoog, 1962), Bs (Gamborg et al., 1968), Peters (3 g L™ do fertilizante
Peters® 10-30-20) e B&G (3 g L™ do fertilizante B&G®);

> A concentracdo que proporcionou a maxima producdo de plantulas
completas foi de 1,125 vez a concentragao original de sais do meio S;

» Os meios contendo maiores concentracdes de N e menores de P levaram
ao aumento na relagcéo entre os teores de N e P (Tn/Tp) nos tecidos da cultura, a
gual apresentou elevada correlagédo positiva com a relagdo entre a producdo de
matéria seca de calo e total;

> Alta relacdo Tn/Te induziu a reducéo na producao de raizes;

> A relacdo entre a producdo de raizes e folhas aumentou quando a
concentracdo dos nutrientes no meio foi reduzida, seja pelo consumo da cultura ou

pela reducao na concentragdo dos sais no meio S.
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