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RESUMO

FONTES, Andréia Aline, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2011.
Desinfestagdo quimica para semeio e recultivo in vitro de orquideas e sua
influéncia sobre a nutricdo das plantulas. Orientador: Roberto Ferreira de
Novais. Co-Orientador: Victor Hugo Alvarez V.

O uso de desinfestantes quimicos como a agua sanitaria comercial (ASC) para
esterilizagdo dos meios de cultura para a propagacdo in vitro de orquideas mostra-se
uma técnica eficiente e de baixo custo em alternativa ao uso da autoclave e camara
de fluxo laminar (CFL). Todavia, algumas dulvidas sobre o tipo e volume de
recipientes utilizados e o efeito sobre a nutricdo das plantulas ainda persistem. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o uso da ASC na esterilizagdo de meios de
cultura para o semeio e recultivo de orquideas, assim como avaliar o efeito deste em
diferentes tipos de recipientes para 0 semeio e sobre o estado nutricional das
plantulas recultivadas. No primeiro experimento, relativo ao semeio, foram utilizadas
sementes de Laelia tenebrosa Rolfe, composto por um fatorial (3 x 5) + 3, sendo:
trés tipos de recipientes (vidro com capacidade para 340 mL e polipropileno com
capacidades para 140 e 340 mL); cinco concentragcdes da ASC aplicadas aos meios
de cultura, 2, 5, 10, 20 e 40 mL L; e trés tratamentos controle, com autoclavagem
dos meios e semeadura em condigdes de CFL, sem o uso da ASC, nos trés
recipientes. No segundo experimento (recultivo) foram utilizadas plantulas de
Cattleya kerri Brieger & Bicalho. As doses de ASC adicionadas ao meio de cultura
foram 2; 5; 10; 20; 30; 35 e 38 mL L™, e as doses pulverizadas sobre as plantulas no
recultivo foram 5; 12,5; 25; 50; 75; 87,5 e 95 mL L™. O tratamento controle teve o
meio autoclavado e o recultivo em condi¢des de CFL. A proporgdo de sementes
germinadas, sementes oxidadas e plantulas, assim como a matéria seca dos
protocérmios foram maiores no tratamento controle. As crescentes doses da ASC
adicionadas ao meio de cultura tiveram piores resultados na germinagdo nos
recipientes de vidro em relagdo aos de polipropileno, entre os quais ndo houve
diferencas de producdo em relagdo as doses adicionadas. No recultivo, entre os
frascos autoclavados e os esterilizados com a menor dose de ASC, ndo houve
diferencas significativas entre as varidveis nimero de brotagles, raizes e folhas,
altura média e matéria seca. O aumento da dose de ASC influenciou negativamente o

crescimento e exerceu pouca influéncia sobre o estado nutricional das plantulas.
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ABSTRACT

FONTES, Andréia Aline, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2011.
Chemical disinfection for sowing and reculture in vitro of orchids and its
influence on seedling nutrition. Adviser: Roberto Ferreira de Novais. Co-
adviser: Victor Hugo Alvarez V.

The use of chemical disinfectants such as commercial bleach (CB), for
sterilization of culture medium for the propagation in vitro of orchids, is regarded as
an efficient and low cost alternative technique compared to autoclave and laminar
flow chamber (LFC). However, some questions concerning the type and volume of
recipients to be used and the effect on seedling nutrition are yet to be answered. The
purpose of this work was to evaluate the use of CB as means of sterilization of
culture media for sowing and reculture of orchids, as well as evaluating its effect on
different kinds of recipients for sowing and for the nutritional state of recultured
seedling. In the first experiment, concerning the sowing, a Laelia tenebrosa Rolfe
seed was used in a (3 x 5) + 3 factorial scheme. Regarding the first experiment, three
kinds of recipients (a glass recipient one with 340 mL capacity and a polypropylene
one with 140 and 340 mL capacity); five doses of CB used in culture medium, 2, 5,
10, 20 e 40 mL L% controlled treatment, by using autoclave in the culture medium
and sowing in conditions of LFC without the use of CB in the three recipients. In the
second experiment (reculture) seedlings of Cattleya kerri Brieger & Bicalho were
used. The doses of CB used in the culture medium were 2; 5; 10; 20; 30; 35 e
38 mL L?, and the doses pulverized over the recultured seedlings were, 5; 12,5; 25;
50; 75; 87,5 e 95 mL L™ The culture medium of the controlled treatment was
autoclaved and reculture in LFC conditions. The proportion of germinated seeds,
oxidized seeds, seedlings formed and the dry matter of protocorms were bigger in the
controlled treatment. The higher doses of CB used in culture medium had worse
results in the germination in glass recipient if compared to the polypropylene ones
which had no difference in plant growth according to the dose apllied. In the
reculture, in respect to the autoclaved recipient and the sterilized ones with a lower
CB concentration, there were no considerable differences between the number of
sprouting, leafs and roots, mean height and dry matter mass. The increase in the CB
dose negatively influenced the seedling growth and had little influence on its

nutritional status.
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INTRODUCAO

Entre as espécies de maior aceitacdo no mercado de flores, destacam-se as
orquideas, nos segmentos para corte e plantas em vasos (Kishor et al., 2006). Estas
pertencem & familia Orchidaceae, constituida por mais de 1.800 géneros, cerca de
35.000 espécies e milhares de hibridos (Watanabe, 2002).

A propagacdo natural das orquideas é extremamente baixa e demorada;
apesar de seu fruto conter até um milhdo de sementes, estas sdo extremamente
pequenas e sem endosperma funcional, sendo que para germinar na natureza é
necessaria a associagdo simbidtica com fungos micorrizicos (Arditti, 1992).

Para atender a crescente demanda comercial a principal forma de produzir
mudas de orquideas € mediante a propagacéo in vitro, diminuindo assim a presséo de
coleta, preservando-as em seu habitat natural (Rego-Oliveira & Faria, 2005). Este
meétodo proporciona grande nimero de mudas, em espaco e tempo reduzidos, de
maneira economicamente viavel.

Os meios nutritivos utilizados na propagagdo in vitro fornecem aglcares e
nutrientes necessarios para o crescimento e desenvolvimento das plantulas. Todavia,
a presenca desses componentes permite a facil proliferacdo de fungos e bactérias que
comprometem a germinagdo e o estabelecimento das mudas. A contaminagdo do
meio de cultura é um dos maiores problemas na producdo comercial de mudas in
vitro, posto que os microrganismos competem pelos nutrientes no meio, além de
produzirem substancias fitotoxicas para as plantulas (Lima & Moraes, 2006).

Com o objetivo de obter mudas livres de patdgenos, os laboratdrios de cultura
de tecidos investem em equipamentos caros, como a autoclave e a camara de fluxo
laminar. A técnica de autoclavagem, além de apresentar alto custo operacional, pode
também danificar o meio de cultura. Em altas temperaturas ocorre & decomposicéo
da sacarose com a formacdo do composto furfural, que é téxico e impede o
crescimento e desenvolvimento celular (Ribeiro et al., 2009).

Para o0s pequenos produtores e colecionadores de orquideas, esses
equipamentos sdo pouco acessiveis, devido ao custo elevado; todavia, pesquisadores
tém buscado meios para simplificar esta técnica de cultivo in vitro como, por
exemplo, o uso de panela de pressdo, forno de micro-ondas (Teixeira et al., 2005) e
desinfestantes quimicos para esterilizagdo do meio de cultura. Os desinfestantes

quimicos mais utilizados sdo o etanol e os compostos & base de Cl, como o



hipoclorito de sodio (NaClO) e de célcio (Donini et al., 2005). Além destes, também
h& trabalhos que utilizaram dioxido de cloro (ClO;) para producdo de mudas de
anturio (Cardoso, 2009), peroxido de hidrogénio para esterilizagdo de meios de
cultura com explantes de Lilium longiflorum (Curvetto et al., 2006), com sementes
(Snow, 1985) e explantes de orquideas repicados (Yanagawa et al., 1995), dentre
outros.

O emprego do NaClO, tendo como fonte dgua sanitaria comercial (ASC) na
esterilizacdo de meios de cultura e desinfestacdo de sementes, mostra-se um método
eficiente e de baixo custo como alternativa & autoclavagem e ao uso da cdmara de
fluxo laminar (Rodrigues, 2010), além de ser um produto de féacil aquisicéo.

Yanagawa et al. (1995) testaram a esterilizagdo do meio de cultura para
repicagem de explantes da espécie Bletilla striata e concluiram que a concentragdo
de 0,105 g L™ de NaClO (3,57 mL L de ASC) ), aplicados ao meio de cultura, e
5,24 g L™ de NaCIO (178 mL L de ASC), aplicados sobre as mudas na forma de
spray, ndo ocasionaram perda de crescimento das plantulas.

Alvarez-Pardo et al. (2006), estudando a influéncia do NaClO, variando a
concentracdo (4,2 e 8,4 g L) e o tempo de exposicdo (de 5 a 60 min), sobre a
germinacdo de sementes de orquideas, observaram que, aumentando-se a
concentragdo e o tempo de exposi¢do das sementes ao desinfestante quimico, ocorreu
reducdo na germinagcdo. Apenas as espécies Brassavola tuberculata, Cattleya
intermedia e C. pallida intermedia foram mais tolerantes aos efeitos da
desinfestacéo. O tratamento com 4,2 g L™ de NaCIO (143 mL L™ de ASC), por 5
min, mostrou-se, para a maioria das espécies, mais eficaz no controle da
contaminagdo, com 87 % de germinag&o das sementes.

Outro aspecto a ser considerado sobre o uso de desinfestantes quimicos em
sementes e plantulas diz respeito ao efeito do NaClO sobre a nutri¢do das plantas.
Entretanto, ndo foram encontradas referéncias que contemplassem essas
informacgdes.

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar o uso de NaClO, na forma de
agua sanitaria comercial, na esterilizacdo de meio de cultura para o semeio e
recultivo in vitro de espécies de orquideas, em dois experimentos. No primeiro

experimento avaliou-se, o uso de diferentes tipos de frasco (frascos de vidro, com

@ para o céalculo da dose, entre parénteses, foi considerado o uso da ASC Candura® com concentracdo de
29,4 g L™ de NaClO.



capacidade para 340 mL, e de plastico, com capacidade para 140 e 340 mL) para o
semeio de orquideas e, no segundo experimento, avaliou-se o efeito do uso de doses
crescentes de NaClO, adicionado ao meio de cultivo e pulverizado sobre as plantulas

durante o recultivo, sobre o estado nutricional das plantulas.



MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos no Laboratério de Morfogénese
Experimental do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de
Vigosa (UFV): um avaliou o efeito do NaCIlO na fase de semeio e o outro na fase de
recultivo.

O primeiro experimento (semeio) foi composto por um fatorial (3 x 5) + 3,
com cinco repetigdes, sendo os fatores: trés frascos: um de vidro com capacidade
para 340 mL (Visq), € dois de pléastico com capacidades para 140 (Plis) e 340 mL
(Pls40); cinco concentragdes de 4gua sanitaria comercial - Candura® (ASC) aplicadas
ao meio de cultura, 2; 5; 10; 20 e 40 mL L, equivalentes a 59; 147; 294; 589 e 1.176
mg L™ de NaClO; trés tratamentos controle com autoclavagem dos meios e
semeadura em condigdes de camara de fluxo laminar, e sem o uso do desinfestante
quimico (método padrdo), em trés tipos de frasco. Foram utilizadas sementes de
Laelia tenebrosa Rolfe. O experimento foi instalado segundo o delineamento
experimental de blocos casualizados.

Foi realizada a anélise da ASC utilizada, pelo método de Mohr (Vogel, 1992),
e esta apresentou 29,4 g L™ de NaCIO.

A vidraria utilizada para o preparo do meio de cultura foi enxaguada com
ASC. O meio de cultura utilizado foi 0 meio S (Santos, 2009), constituido por 5 g L™
de sais do fertilizante B&G Orchidées® @, 7 g L™ de 4gar (Merck®), 40 g L™ de
sacarose e 2 g L™ de carvéo ativado (Vetec®).

O meio de cultura foi preparado com o auxilio de um forno de micro-ondas,
utilizado para dissolver os sais em solugdo, assim como para fundir o &gar.
Posteriormente, 0 meio foi homogeneizado e a ASC adicionada ao meio de cultura
ainda quente (60 °C); em seguida, o pH foi ajustado a 5,7. Foram adicionados 40 mL
de meio de cultura em cada frasco. Os frascos de plastico foram tampados e os de
vidro tiveram as tampas de polipropileno rigido rosqueadas, imediatamente, apds o
preenchimento desses com 0 meio.

O semeio foi realizado um dia apds o preparo do meio de cultura. Para isto,
foi utilizada uma seringa descartavel com capacidade de 20 mL, onde as sementes e
uma solugdo de ASC 100 mL L™ (2,9 g L™ de NaClIO) ficaram em contato por 10

@ Informacdes sobre o fertilizante B&G podem ser encontradas no site: www.begflores.com.br



min. Em seguida, a ASC foi retirada e succionou-se agua autoclavada, procedendo-se
a lavagem das sementes. Posteriormente, essa suspensdo de sementes foi transferida
para um béquer (250 mL) contendo um agitador magnético, ambos esterilizados com
ASC. Essa suspensdo foi mantida em agitacdo, no interior da camara de fluxo
laminar, para manter-se livre de contaminacdo, simulando um ambiente estéril dentro
de uma seringa. Adicionou-se, entdo, 1 mL desta suspensdo por frasco com o auxilio
de uma pipeta automética, de modo que o nimero de sementes por frasco fosse mais
homogéneo. Imediatamente apds o semeio, as bordas das tampas e frascos foram
protegidas com filme transparente de PVVC.

Para os tratamentos controle, em frascos de pléstico, o0 meio de cultura foi
autoclavado e, posteriormente, vertido nesses frascos no interior da cdmara de fluxo
laminar; aqueles para os tratamentos controle em frascos de vidro, autoclavou-se o
meio de cultura dentro dos prdprios frascos. As sementes utilizadas nos tratamentos
controle foram desinfestadas com a mesma solugéo de ASC (10 % v/v) utilizada nos
outros tratamentos.

Apo6s o semeio, os frascos foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 27 °C, irradiancia de 48 pmol m?s™ e fotoperiodo de 16 h.

A unidade experimental foi composta por um frasco contendo em média 590
sementes de Laelia tenebrosa Rolfe. As plantulas foram colhidas apds quatro meses
do semeio para avaliar: a proporcdo de sementes oxidadas (sementes e protocormios
que apresentavam coloragdo marrom), de sementes germinadas (soma das sementes
oxidadas e das plantulas), de plantulas (protocérmios sem emissdo de folhas e
plantulas com uma ou duas folhas) e a massa de matéria fresca e seca das plantulas.
A avaliacdo quanto & contaminagdo por fungos e bactérias foi realizada a cada dois
dias, desde o semeio.

Para o segundo experimento (recultivo), foram utilizadas plantulas de
Cattleya kerri Brieger & Bicalho cultivadas em frascos de vidro contendo o0 meio S,
por seis meses. Por ocasido da repicagem, as plantulas apresentavam altura e massa
de matéria fresca aproximadas de 0,5 cm e 40 mg, respectivamente. Solucdes
contendo ASC foram adicionadas aos meios de cultura durante o preparo deste, e
pulverizadas sobre as mudas, durante o recultivo.

As concentragdes de ASC adicionadas ao meio de cultura foram: 2; 5; 10; 20;
30:35e38 mL L* equivalentes a, respectivamente, 59; 147; 294; 589; 882; 1.029 e

1.117 mg L de NaClO; e as concentragdes de ASC aplicadas na forma de spray,



sobre as mudas (repicadas) e na parte interna das tampas dos frascos, foram: 5; 12,5;
25; 50; 75; 87,5 e 95 mL L™ equivalentes a 147; 368; 735; 1.470; 2.205; 2.573 e
2.793 mg L™ de NaClO, respectivamente. No tratamento controle, 0 meio foi
autoclavado e, posteriormente, vertido nos frascos de plastico em camara de fluxo
laminar; a repicagem das plantulas também ocorreu em condi¢cbes de camara de
fluxo laminar.

Os tratamentos seguiram uma matriz Box Berard aumentada (3) modificada
de acordo com Leite (1984), e com trés tratamentos adicionais, totalizando 17

tratamentos (Quadro 1).

Quadro 1. Tratamentos segundo uma matriz Box Berard aumentada (3) modificada e
com trés tratamentos adicionais

Tratamento ASC adicionada ao meio ASC pulverizada sobre
de cultura as plantulas
mL L™
1® 0 0
2 10 25
3 10 75
4 30 25
5 30 75
6 20 12,5
7 20 87,5
8 5 50
9 35 50
10 10 5
11 2 25
12 30 95
13 38 75
14 20 50
15 2 5
16 2 95
17 38 5

@ Tratamento controle - autoclavado
ASC: agua sanitaria comercial

O recultivo das plantulas ocorreu um dia ap6s o preparo do meio. O volume
aplicado em forma de spray das solucdes desinfestantes nas diversas concentragdes
por frasco foi de 0,5 mL e imediatamente apos a aplicagdo os frascos foram fechados
e as bordas protegidas com filme transparente de PVVC. Apoés a repicagem, os frascos
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 27 °C, irradiancia de

48 umol m? s™ e fotoperiodo de 16 h.



Este experimento de recultivo foi montado em blocos casualizados, com seis
repeticdes. A unidade experimental foi composta por um frasco de plastico de
polipropileno com 140 mL de capacidade, cada um contendo 35 mL de meio de
cultura e dez pléantulas.

Os frascos foram avaliados a cada dois dias quanto a contaminagdo por
fungos e bactérias e, ap6s cinco meses, o experimento foi colhido e foram avaliadas
as seguintes variaveis: altura média das plantulas, nimero de brotagdes, nimero de
folhas e de raizes, massa de matéria seca das plantulas e relacdo entre massa de
matéria seca da raiz e da parte aérea. As plantulas foram levadas a estufa de
circulacdo forcada de ar, a 60 °C, até peso constante, moidas em almofariz e
submetidas a digestéo sulfdrica e nitrico-percldrica para a determinacdo dos teores de
N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Mn, B, Mo e Cu, sendo o N total determinado pelo
metodo Kjeldahl (Jackson, 1976) e os demais, por espectrofotometria de emissdo em
plasma induzido. Para obter-se a massa de matéria seca suficiente para as analises
nutricionais, as repeticbes foram analisadas duas a duas, totalizando trés repeticoes
para estas analises.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, posteriormente,
foram testados 0s seguintes contrastes:

Experimento 1: C; = Visgasc VS Plasc, C2 = Pligasc VS Plssasc,
C3 = Viagoa VS Visgoasc (2 mL L™), Cy4 = Pligoa VS Plisoasc (2 mL L") e Cs = Plagoa VS
Plaso asc (2 mL L™), em que: Viasc € Plasc representam todos os tratamentos que
receberam a ASC nos fracos de vidro e plastico, respectivamente; Visaoa, Plisoa €
Plz40a s&0 0s tratamentos controle nos frascos de vidro com capacidade para 340 mL,
de plastico com capacidade para 140 mL e 340 mL, respectivamente;
Viggoasc (2 mL L), Pligoasc (2 mL L™) e Plagoasc (2 mL L™) sdo as menores doses de
ASC adicionadas ao meio de cultura, respectivamente, no vidro de 340 mL, no
plastico de 140 mL e 340 mL. Foram ajustadas curvas de resposta em funcdo das
doses de ASC para cada tipo de frasco utilizado.

Experimento 2: C; = Avs ASCe C, = Avs ASC (m=2mL L" e p=5mL L"),
em que A é o tratamento controle (autoclavagem); ASC é a adicdo do desinfestante
quimico; m é a dose adicionada ao meio de cultura e p é a dose pulverizada sobre as
plantulas. Foram ajustas superficies de resposta para as variaveis em estudo, em
funcdo das doses de ASC adicionadas ao meio de cultura e pulverizadas sobre as

plantulas.



RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Semeio

A esterilizacdo de meios de cultura com &gua sanitaria comercial (ASC)
mostrou-se eficiente no controle da contaminagdo. O numero de frascos
contaminados, com meio esterilizado com ASC, foi menor quando comparado ao
tratamento controle (autoclavagem dos meios e semeio em cdmara de fluxo laminar).
Do total de 75 frascos esterilizados com ASC, apenas um contaminou; dos 15 frascos
que receberam meios autoclavados, trés contaminaram. Apesar da baixa
contaminacdo, o uso do desinfestante quimico mostrou-se fitotoxico para a
germinagéo das sementes de Laelia tenebrosa Rolfe (Figura 1).
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Controle 40 mL LTASC

Controle 2 20 40 mL LTASC

Figura 1. Efeito das doses de &gua sanitéria comercial (ASC) adicionada ao meio
de cultura, em recipientes de vidro e plastico, com capacidade para 340
mL, sobre a germinagdo e crescimento de sementes de Laelia tenebrosa
Rolfe, aos quatro meses de idade.

As variaveis proporcdo de sementes germinadas e de plantulas, assim como a
producdo de matéria fresca e seca, foram estatisticamente maiores no tratamento
controle, que passou pela autoclavagem (Figura 2). Em média, nos tratamentos que
passaram pela autoclavagem obteve-se 85 % de germinacdo, enquanto que nos
tratamentos desinfestados com a menor dose da ASC apenas 69 % das sementes

germinaram (Figura 2B).



Yanagawa et al. (1995) tiveram sucesso na desinfestacdo de sementes de
orquideas com concentragdo de 5,24 g L™ de NaCIO (178 mL L™ de ASC) aplicados
na forma de spray sobre as sementes. Com as espécies Bletilla striata, Cattleya
loddigessi, Habenaria radiata e hibridos do género Phalaenopsis e Dendrobium,
esses autores obtiveram 100 % de germinacdo; além disso, o meio de cultura ndo
apresentou contaminagao.

O aumento da dose de ASC adicionada ao meio de cultura apenas exerceu
efeito toxico sobre as sementes e protocormios nos frascos de vidro; nos frascos de
plastico ndo houve diferenca de percentual de germinagdo e produgdo de matérias
fresca e seca em relacdo a dose adicionada (Figura 2). Isto, provavelmente, deve-se a
menor perda do Cl por volatilizagéo nos recipientes de vidro, criando uma atmosfera
interna com a permanéncia da ASC por mais tempo. O tipo de vedagdo das tampas
nos frascos de pléastico ndo limitou tanto as trocas gasosas como nos frascos de vidro,
com tampas rigidas e rosquedveis de polipropileno. Naqueles, houve um fechamento
ndo completamente hermético em que as tampas sdo apenas encaixadas sobre os
potes. Assim, devido a maior troca gasosa, o aumento da dose de ASC no meio ndo
alterou o crescimento e o desenvolvimento dos protocérmios nos frascos de plastico.

Os resultados obtidos destacam a importancia do tipo de recipiente utilizado,
e por conseguinte a atmosfera interna dos mesmos, sobre o0 desempenho das culturas
e sua relacdo com a efetividade da descontaminacdo quimica pela ASC. Na cultura
de tecidos de Vvarias espécies vegetais as respostas morfogénicas tem sido associadas
a qualidade da atmosfera interna e ao volume livre de ar (head space) nos
recipientes, ao tipo e tamanho de frascos e ao tipo de vedagdo (Demeester et al.,
1995; Chen, 2004; Marino & Berardi, 2004; Zobayed, 2006; Goncalves et al., 2008;
Ribeiro et al. 2009).

Nos frascos de vidro, a proporgéo de sementes oxidadas apresentou resposta
quadrética ao efeito de dose, com aumento da oxidacéo até a dose estimada de 15,75
mL L™ de ASC, com posterior decréscimo com o aumento da dose, evidenciando um
comportamento quadratico (Figura 2A). A menor oxidacdo das sementes a partir
desta dose ocorreu devido ao menor nimero de sementes germinadas, 52,18 %,
sendo que com a maior dose de ASC (40 mL L) obteve-se apenas 29 % de
germinagdo. O aumento da dose de ASC exerceu efeito linear negativo sobre a

germinagdo em recipientes de vidro, por razfes ja comentadas (Figura 2B).
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Figura 2. Efeito das doses de ASC adicionada ao meio de cultura, em diferentes
frascos, sobre a proporc¢do de sementes oxidadas - PSO (A), proporgéo de
sementes germinadas - PSG (B), proporcédo de plantulas viaveis - PP (C),
massa de matéria fresca - MMF (D) e massa de matéria seca - MMS (E) de
Laelia tenebrosa Rolfe, aos quatro meses de idade [tratamentos controle
no frasco de vidro (&) e nos frascos de plastico com capacidades para 140
mL (@) e 340 mL (m)].

Rodrigues et al. (2011) encontraram resultados positivos para a germinagéo

de Cattleya intermedia com o uso de ASC nas menores doses. Esse autor utilizou
doses variando entre 1,2 e 4 800 mg L™ de NaClO (0,04 e 163 mL L™ ASC) e
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verificou que o NaClO mostrou-se eficiente no controle da contaminagédo; contudo, o
aumento da dose prejudicou a germinacdo das sementes.

Doses crescentes de ASC ocasionaram diminuicdo da proporcéo de pléantulas
vidveis para o recultivo e da producdo de matéria fresca e seca de Laelia tenebrosa
Rolfe. A menor e maior doses de ASC (2 e 40 mL L™) proporcionaram,
respectivamente, 46,98 e 17,97 % de plantulas viéveis, 0,46 e 0,053 g/frasco e 56 e
11 mg/frasco de matéria fresca e seca, respectivamente (Figura 2C, D e E).

Com relagdo aos frascos de plastico de diferentes tamanhos, ndo houve
diferenca significativa para proporcdo de sementes oxidadas, de sementes
germinadas e de plantulas viaveis. Apenas para producdo de matéria fresca e seca das
plantulas observou-se diferenca significativa. Nos fracos de pléstico com capacidade
para 140 mL obtiveram-se, em média, respectivamente, 0,08 e 0,01 g/frasco de
matéria fresca e seca a mais que nos frascos de plastico com capacidade para 340 mL
(Quadro 2). Tais resultados s&o semelhantes aos encontrados por Moraes et al.
(2010) para pléantulas Dendrobium nobile Lind. cultivadas in vitro, que obtiveram
maior producdo de matéria fresca e seca nos frascos de 100 mL quando comparados
aos de 200 e 400 mL.

Em relacdo aos frascos de plastico, aqueles maiores apresentaram menor
tendéncia de condensacdo de &gua nas paredes dos recipientes e, ainda, maior perda
de 4gua do meio, diagnosticada pela retracdo do meio das paredes dos recipientes
(observacao visual). Segundo Pierik (1987), plantulas cultivadas em recipientes
maiores apresentam maior superficie exposta de meio de cultura, sendo as plantulas
submetidas a um ambiente mais seco, devido a maior entrada de luz e, por
conseguinte, de calor. Esse autor ainda destaca que planta em recipientes maiores sao
mais susceptiveis a contaminacdo em relacdo aos recipientes menores.

A proporgdo de sementes oxidadas nos recipientes de vidro foi maior no
tratamento controle. Em média, estes apresentaram mais sementes oxidadas
(12,74 %) em relagdo ao tratamento com a menor dose de ASC (2 mL L™). Para os
frascos de pléastico com capacidade para 140 mL ndo foi observada diferenca
significativa na proporcdo de sementes oxidadas entre o tratamento controle e o
tratamento com a menor dose de ASC. Por outro lado, nos fracos de plastico com
capacidade para 340 mL, a oxidagdo foi maior com o uso da ASC (Figura 2A e
Quadro 2). Esta variagdo quanto a oxidagdo das sementes deve-se, no caso dos

frascos de vidro, provavelmente ao carvao ativado. O carvdo ativado é adicionado ao
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meio de cultura com o intuito de adsorver compostos toxicos, como fendis,
produzidos pelas plantas, diminuindo a oxidacdo das sementes e dos protocormios
(Thomas, 2008). No tratamento controle, o meio de cultura foi autoclavado dentro
dos frascos e, ap6s o resfriamento do meio, o carvdo ativado sofreu uma pequena
decantacdo no fundo do frasco. Desta forma, a superficie que estava em contato com
as sementes ficou com menos carvdo ativado do que 0S meios que estavam nos
recipientes de pléstico, ja que estes foram autoclavados em um erlenmeyer e 0 meio
foi vertido nos frascos em camara de fluxo laminar. Neste caso, o resfriamento do
meio ocorreu mais rapidamente e o carvdo ndo decantou como nos recipientes de
vidro.

A proporgdo de sementes germinadas foi significativamente maior nos
tratamentos controle nos frascos de vidro e de plastico de 140 mL, apresentando,
respectivamente, 18,41 e 17,15 % mais sementes germinadas em relagdo aos
recipientes com a menor dose de ASC. Para os recipientes de plastico de 340 mL néo
houve diferenca significativa entre a germinagdo no tratamento controle e no
tratamento com a menor dose de ASC. Em relacéo a proporgéo de pléantulas viaveis,
houve diferenca significativa apenas para os recipientes de pléstico, indicando
maiores valores para o tratamento controle em relagdo a menor dose de ASC
adicionada ao meio de cultura (Figura 2B, 2C e Quadro 2).

A anédlise dos contrastes mostrou que os frascos que receberam a ASC
apresentaram germinacdo e producdo de matéria fresca e seca maiores nos
recipientes de pléastico em relacéo aos de vidro, sendo a produgdo mais elevada nos

recipientes de plastico menores quando comparados aos maiores (Quadro 2).
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Quadro 2. Contrastes médios para as variaveis: proporcdo de sementes oxidadas
(PSO), proporgdo de sementes germinadas (PSG), proporcéo de plantulas
(PP), massa de matéria fresca (MMF) e massa de matéria seca (MMS) de
plantulas de Laelia tenebrosa Rolfe, aos quatro meses de idade,
submetidas a autoclavagem e diferentes doses de &gua sanitéria
adicionadas ao meio de cultura

Contrastes PSO PSG PP MMF MMS
% g frasco™

C, 3,98 16,28 12,317 0,15" 0,02

C, 0,17™ 1,34™ 1,16 -0,08" -0,01"

Cs 212,74 -18,417 -5,67"™ -0,617 -0,07"

o -1,93™ -17,15" -15,22" -0,15 -0,01°

Cs 10,54" -10,48™ -21,02 -0,19" -0,02"

°, * e ** significativo pelo teste F a 10, 5 e 1 %, respectivamente.
C1 = Viasasc VS Plasc, C; = Plisgasc VS Plaagasc, Cs = Visaoa VS Vissoasc @miny Ca = Pligoa VS Pligo asc
@mun) © Cs = Plaaga VS Plasg asc @min)-

Experimento 2: Recultivo

O uso de ASC como esterilizante quimico em meio de cultura para o recultivo
in vitro mostrou-se eficiente no controle da contaminacdo por fungos e bactérias.
Né&o foi observada contaminagdo dos meios de cultura esterilizados com ASC, assim
como no tratamento controle, com os meios autoclavados.

As doses crescentes de ASC adicionadas aos meios de cultura influenciaram
negativamente o crescimento e desenvolvimento das plantulas de Cattleya kerri
Brieger & Bicalho (Figura 3).

O modelo ajustado, raiz quadrética, para 0 nimero de emissdes de novos
pseudobulbos indica que a partir da dose estimada de 6,25 mL L™ de ASC houve
efeito toxico para as plantulas (Figura 4A).

Ribeiro et al. (2011) obtiveram meios de cultura sem contaminag&o
microbiana utilizando concentragdes entre 30 e 50 mg L™ de NaClO (1,02 e
1,70 mL L™ ASC), para o crescimento in vitro de Sequoia sempervirens. O aumento
da concentracdo de NaClO proporcionou explantes com menor nimero de ramos. Os
explantes cultivados em meio de cultura esterilizados com concentragéo entre 30 e
40 mg L™ NaCIO (1,02 e 1,36 mL L™ ASC) apresentaram maior nimero de ramos,

porém menor comprimento destes em relacdo ao meio de cultura autoclavado.
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35mL L? 38 mL LTASC

Figura 3. Efeito das doses de agua sanitaria comercial (ASC) adicionada ao meio de
cultura, para a menor dose de ASC pulverizada durante o recultivo, sobre o
crescimento de plantulas de Cattleya kerri Brieger & Bicalho apds cinco
meses de recultivo.

Para o numero de raizes (NR) foram encontrados valores significativamente
menores com o aumento da dose de ASC adicionada ao meio de cultivo. A menor
dose de ASC (2 mL L™) proporcionou maior nimero de raizes, em média 60/frasco
(Figura 4B), o que, a principio, espera-se que estas absorvam mais nutrientes
disponiveis no meio de cultura e apresentem maior crescimento.

Com o incremento nas doses de ASC, registrou-se aumento na massa de
matéria seca de parte aérea até a concentracdo estimada de 9,92 mL L™
(78 mg/frasco), a partir da qual verificou-se reducdo (51 mg/frasco) até a dose
méaxima utilizada (38 mL L™) (Figura 4C).

Em termos de produgdo de matéria seca de raizes e materia seca total (parte
aérea mais raizes), foram encontradas respostas lineares negativas, ao efeito de
doses, sendo as maiores produtividades estimadas iguais a 0,141 e 0,218 g/frasco,
para matéria seca de raizes e total, respectivamente (Figuras 4D e E). A menor dose

de ASC adicionada ao meio de cultura foi responsavel por esta maior producéo.
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Figura 4. Nimero médio de brotaces- NB (A), nimero de raizes- NR (B), massa de
matéria seca de folhas- MMSF (C), massa de matéria seca de raizes- MMSR
(D) e massa de matéria seca total- MMST (E) de Cattleya kerri Brieger &
Bicalho por frasco como varidvel de doses crescentes de agua sanitéria
comercial (ASC) adicionada ao meio de cultura (X) e para media das doses
de ASC pulverizada sobre as plantulas apdés cinco meses de recultivo

[Controle (@) e ASC (&)].
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A pulverizacdo da ASC sobre as plantulas resultou em necrose parcial em
algumas folhas que receberam essa solugdo. Quanto maior a dose pulverizada, maior
a severidade necroética nas folhas, levando algumas plantulas a morte; porém, as
plantulas que sobreviveram com o passar do tempo, produziram novas folhas. As
variveis de crescimento de parte aérea, como a altura média das plantulas e o
nimero de folhas por frasco, foram influenciadas pela pulverizagdo com ASC
(Figura 5). O aumento da dose de pulverizagdo resultou em menores valores para
estas varidveis (Figuras 6A e B). Estes resultados condizem com os obtidos por
Rodrigues (2010) que verificou que o comprimento, a producdo de matéria fresca e o
nimero de brotos de Arundina bambusifolia e Epidendrum ibaguenses foram
reduzidos com o aumento da dose de ASC aplicada em forma de spray sobre os
segmentos nodais.

A relagdo massa de matéria seca de raiz e de parte aérea (R/PA) diminuiu
com o aumento da concentragdo de ASC no meio de cultura, demonstrando um efeito

fitotdxico do produto a producdo de raizes, como ja comentado (Figura 6C).

A )K {~-

¢ 5mLLY 25mL L™ 95 mL L*ASC

Figura 5. Efeito das doses crescentes de agua sanitaria comercial (ASC) pulverizada
sobre as plantulas durante o recultivo, em meios de cultura com adigéo de
2 mL L™ ASC, sobre o crescimento de plantulas de Cattleya kerri Brieger
& Bicalho apds cinco meses de recultivo.
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Figura 6. Numero de folhas - NF (A), altura média - AM (B) e relagdo entre a
producdo de matéria seca de raizes e parte aérea - R/PA (C) de Cattleya
kerri Brieger & Bicalho por frasco como varidvel de doses crescentes de
agua sanitaria comercial (ASC) adicionada ao meio de cultura (Xy,) e de
doses de ASC pulverizada sobre as plantulas durante o recultivo (Xp)

[Controle (®)].

A analise dos contrastes mostrou que ndo houve diferenca significativa, para

as variaveis avaliadas, entre os frascos com meio de cultura autoclavado e os

esterilizados com a menor dose de ASC adicionada ao meio de cultura, durante o

preparo ou pulverizada sobre as plantulas, durante o recultivo. Quando 0s meios

autoclavados foram contrastados com os meios que receberam doses crescentes de

ASC, diferencas significativas foram observadas entre as variaveis avaliadas,

indicando que as plantulas cresceram mais quando cultivadas em meio de cultura

autoclavado. Provavelmente, esse resultado esteja refletindo a toxicidade das maiores

doses de ASC adicionadas, ocasionando menor crescimento das plantulas (Quadro

3).
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Quadro 3. Contrastes médios para as variaveis: altura média (AM), nimero de
brotagBes (NB), numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), massa de
matéria seca de folhas (MMSF), massa de matéria seca de raizes (MMSR)
e massa de matéria seca total (MMST) de plantulas de Cattleya kerri
Brieger & Bicalho, apds cinco meses de recultivo, submetidas a
autoclavagem e diferentes doses de agua sanitéria, adicionadas ao meio de
cultura e pulverizadas sobre as plantulas

Contrastes AM NB NF NR MMSF MMSR MMST R/F

—cm— — n°/frasco — —— g/frasco —
C, -0.30°  -7.07  -26,03" -24,35" -0,007™ -0,047 -0,054™  -0.542°
C, 0.26"™  -40™ -11,50® 0,67 0,011" 0,016™ 0,028™  -0.095™

°, * e ** significativo pelo teste F a 10, 5 e 1 %, respectivamente.
C;=Avs. ASCe C,=AVvs. ASC (M=2mL/Le P=5mL/L).

A partir da andlise dos teores médios dos nutrientes nas plantulas, ap6s cinco
meses de recultivo, observou-se que o uso da ASC, em menores doses, resulta em
plantulas mais bem nutridas (maiores teores) em relacdo as cultivadas em meio de
cultura autoclavado. Observou-se que os meios de cultura autoclavados apresentaram
consisténcia mais firme quando comparados aos meios com adicdo de ASC.
Aparentemente as plantulas cultivadas em meio de cultura com a menor dose de ASC
puderam explorar mais eficientemente o meio de cultura e, consequentemente
absorver mais nutrientes. O aumento da dose de ASC levou a producéo de plantulas
com sistema radicular menor, desta forma estas absorveram menos agua e nutrientes
(Quadro 4).

De acordo com os contrastes pode-se inferir que para a maioria dos nutrientes
os teores foram significativamente maiores nas plantulas cultivadas em meio de
cultura esterilizado com a menor dose de ASC em relagdo ao meio autoclavado
(Quadro 5). Quando se contrastou o tratamento controle (meio autoclavado) com
todos os tratamentos com meio de cultura esterilizado quimicamente, novamente,
para a maioria dos nutrientes, os teores foram maiores em plantulas cultivadas em
meio com ASC. Possivelmente, a maior producdo em meio autoclavado em
comparagdo aos meios com maiores doses de ASC tenha provocado um efeito de

diluicdo dos nutrientes nas plantulas (Marschner, 1995).
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Quadro 4. Teores dos nutrientes em plantulas de Cattleya kerri Brieger & Bicalho,
apds cinco meses de recultivo, submetidas a autoclavagem e diferentes
doses de agua sanitéria, adicionadas ao meio de cultura e pulverizadas
sobre as plantulas

ASC ASC
meio  pulv. N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B Mo
T T — T — R ———

Controle 202 49 249 99 27 50 913 6,9 1094 87,3 66,1 0,2
10 25 196 57 264 91 30 67 683 91 634 979 719 09
10 75 178 58 261 92 30 62 613 85 760 944 710 05
30 25 114 48 176 80 28 7,0 81,3 122 440 804 753 0.2
30 75 115 54 185 9.0 3,2 73 76,2 141 815 941 782 04
20 125 169 57 250 103 32 65 675 108 93,7 942 736 09
20 875 163 50 199 85 27 62 786 99 765 824 446 09

5 50 153 41 186 81 26 42 819 56 704 610 666 0,2
35 50 104 4,7 200 110 3.1 7,6 1129 72 71,8 998 955 11
10 5 222 64 294 95 31 63 633 95 878 942 802 0,7

2 25 254 69 327 84 32 70 616 11,3 840 101,3 843 08
30 5 @ 52 180 99 32 80 1081 137 601 924 882 05
38 75 149 61 244 82 28 119 996 133 490 983 971 23
20 50 171 56 246 96 31 65 666 114 798 928 823 07

2 5 260 71 325 92 33 66 685 11,8 1129 1237 810 07

2 95 245 73 310 97 33 74 736 123 1079 1232 891 07
38 5 164 67 263 97 29 82 790 104 875 1304 814 16

'N3o houve quantidade de matéria seca necesséria para realizar a analise.

Quadro 5. Contrastes medios para os teores de macro e micronutrientes das plantulas
de Cattleya kerri Brieger & Bicalho, ap6s cinco meses de recultivo,
submetidas a autoclavagem e diferentes doses de &gua sanitéria
adicionadas ao meio de cultura e pulverizadas sobre as plantulas

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

-1

mg kg™

g kg

*k *k ke

C, -254" 065" 216 035 -043" 087 103" -31,6" -13,3® 12,7° 06" 38

*k

C, 576" 062" 169" 063 7,64 223 365 34" 228 149® 05 49

°, * e ** significativo pelo teste F a 10, 5 e 1 %, respectivamente.
C;=Avs. ASCe C,=AVvs. ASC (M=2 mL/L e P=5mL/L).

19



CONCLUSOES

1. A &gua sanitaria comercial (ASC), como desinfestante quimico, mesmo na
menor concentragdo, mostra-se eficiente para o controle da atividade

microbiana em meios de cultura.

2. A ASC exerce efeito fitotoxico sobre a geminacéo de Laelia tenebrosa Rolfe,
porém seu uso na menor dose testada, adicionada ao meio de cultura e
pulverizada sobre as plantulas durante o recultivo, mostra-se tdo eficiente

quanto ao uso da autoclave e camara de fluxo laminar.

3. Doses crescentes de ASC exercem efeito toxico sobre as plantulas cultivadas
em recipientes de vidro, enquanto que em recipientes de plastico no é

evidenciado este efeito.

4. A ASC exerce pouca influéncia sobre o estado nutricional das plantulas.
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APENDICE

Quadro 1A. Anélise de variancia para as varidveis: proporcéo de sementes oxidadas
(PSO), proporgéo de sementes germinadas (PSG), proporcdo de Pantulas (PP),
matéria fresca (MF) e matéria seca (MS) em Laelia tenebrosa, como variaveis
de doses de ASC adicionadas ao meio de cultura e autoclavagem (tratamento
controle), aos quatro meses de idade

FV GL Quadrado Médio
PSO PSG PP MF MS
Bloco 4 256.77" 215.2™ 38217 0,0483" 0,0004"
Tratamento 17 99.50" 803.9" 606.0" 0,2059™ 0,0025™
Residuo 64 40.48 109.3 84.2 0,0159 0,0001
CV (%) 28.34 15.92 21.23 29,51 22,68

* e ** significativo pelo teste F a 5,0 e 1 %, respectivamente.

Quadro 2A. Média dos resultados das varigveis: altura media (AM), nimero de
brotagbes (NB), numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), massa de
matéria seca de folhas (MMSF), massa de matéria seca de raizes (MMSR) e
massa de matéria seca total (MMST) de plantulas de Cattleya kerri Brieger &
Bicalho, apds cinco meses de recultivo, submetidas a autoclavagem e
diferentes doses de &gua sanitaria, adicionadas ao meio de cultura e
pulverizadas sobre as plantulas

Dose ASC Dose ASC

meio pulv AM NB NF NR MMSF MMSR MMST R/PA
—mLL— cm - n°/frasco - — g/frasco — ag’
controle 125 15 73 66 0,075 0,136 0,212 1,9
10 25 089 15 67 57 0,08 0,140 0,225 15
10 75 092 15 69 67 0,092 0,164 0,256 1,6
30 25 083 2 34 18 0,068 0,033 0,001 0,7
30 75 093 5 35 29 0,066 0,05 0,122 1,2
20 125 097 10 54 44 0,082 0,094 0,176 13
20 87,5 101 5 42 33 0,073 0070 0,143 11
5) 50 098 11 54 61 0,054 0,128 0,182 2,3
35 50 067 1 21 17 0,033 0,029 0,061 0,9
10 5 1,19 9 57 56 0064 0130 0,193 2,1
2 25 1,07 10 54 52 0,057 0,101 0,158 18
30 95 072 3 28 18 0,056 0,022 0,078 04
38 75 072 2 24 12 0,053 0,021 0,074 0,7
20 50 085 12 58 50 0,086 0,08 0,171 1,0
2 5 151 11 62 67 0,087 0153 0,240 18
2 95 102 13 61 61 0075 0124 0,199 1,7
38 5 085 3 39 31 0,074 0,074 0,148 1,1
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Quadro 3A. Analise de variancia para as varidveis: altura media (AM), nimero de
brotacbes (NB), nimero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), massa de
matéria seca de folhas (MSF), massa de matéria seca de raizes (MSR), massa
de matéria seca total (MST) e relacéo raiz parte aérea (R/F) em Cattleya kerri
Brieger & Bicalho, ap6s cinco meses de recultivo, como varidveis de doses de
ASC, adicionadas ao meio de cultura e pulverizadas sobre as plantulas

Quadrado Médio

FV GL

AM NB NF NR MSF MSR MST  R/PA

Bloco 5 025+ 56.06™ 278,34™ 2416,12 0,0009™ 0,0325~ 0,0322"" 7,80

Tratamento 16 (og** 145.60** 1600,92 2294,00” 0,0015™ 0,0137" 10,0212 1,67

Residuo 80 (.08 32.85 331,50 383,73 0,0010 0,0036 0,0073 0,45

CV (%) 29,03 68,61 37,20 45,06 46,63 65,77 53,34 49,55

* e ** significativo pelo teste F a 5,0 e 1 %, respectivamente.

Quadro 4A. Analise de variancia para teores de N em plantulas de Cattleya kerri

Brieger & Bicalho, ap6s cinco meses de recultivo, como varidveis de doses de

ASC, adicionadas ao meio de cultura e pulverizadas sobre as plantulas

FV GL Quadrado Médio
Bloco 2 2.06™
Tratamento 15 70977
Residuo 30 0.94
CV (%) 5,44

**_significativo pelo teste F a 1 %.
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Quadro 5A. Anélise de variancia para teores de macro e micronutrientes em plantulas de Cattleya kerri Brieger & Bicalho, apds cinco meses de
recultivo, como variaveis de doses de ASC, adicionadas ao meio de cultura e pulverizadas sobre as plantulas
FV GL Quadrado Médio

Ca S Mg K P Mn Zn Fe B Mo Cu
Bloco 2 001" 3763 039 806™ 155 50528™ 25493™ 75552° 1166,02° 020™ 558"
Tratamento 16 2,060 7,787 0,15™ 76,82 2,61  842,88° 115480 749,13 46534 0,85 17,97™
Residuo 32 094 186 012 543 044 39957 207,77 24365 16837 008 1,73
CV (%) 1049 1955 1152 952 1158  20.62 18.07 19.81 16.63 3589 12.56

°, * e ** significativo pelo teste F a 10; 5,0 e 1 %, respectivamente.
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