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RESUMO

O cultivo in vitro de apices caulinares ¢ gemas axilares ¢ importante para uma
rapida e eficiente propagagéo clonal. O objetivo deste trabalho foi determinar a capacidade
morfogénica de apices caulinares e de gemas axilares de Laelia lobata “Jenni’ x L. lobata
'Alba’, identificando o melhor tipo de explante para este hibrido. Apices caulinares e gemas
axilares foram retirados de brotagdes e bases de pseudobulbos de plantas adultas, apés
desinfestacdo. Estes explantes foram inoculados em meio de cultivo liquido com a
formulag@o de Murashige ¢ Skoog (1962), contendo 0,2 mg L™ de cinetina e 1,0 mg L de
ANA. Apds 50 dias e ja com formagdo de estruturas, os explantes foram transferidos para
me10 de mesma composi¢do, porém sélido, com carvio ativado e sem fitorreguladores. Os
tratamentos foram trés tipos de explantes: 24 apices caulinares (AC), 19 gemas axilares de
brotagdes (GB) e 10 gemas axilares de pseudobulbos (GP).O experimento foi montado no
delineamento inteiramente casualizado. Avaliaram-se a porcentagem de estruturas
formadas, o aspecto fisiologico e a 4rea final dos explantes. Os explantes GB foram os que
apresentaram maior porcentagem de estruturas formadas (47,4%), seguidos dos GP (20%) e
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AC (12,5%). O grau de oxidagdo dos explantes foi avaliado como totalmente oxidado
(71,7%), oxidado com apice verde (7,5%), verde com extremidade oxidada (7,5%) e verde
expandido (13,2%). Os explantes GB apresentaram maior area final aos 50 dias de cultivo.
Embora os trés tipos de explantes apresentem alta porcentagem de oxidagéo, todos mostram
boa capacidade morfogénica, principalmentc as gemas axilares de brotagdes,
potencializando uma técnica para propagagio em escala comercial dessa espécie.

Palavras-chaves: Laelia, apices caulinares, morfogénese in vitro
ABSTRACT

In vitro ORGANOGENESIS FROM TIP AND AXILLARY BUDS OF
ADULT PLANTS OF ORCHIDS FROM Cattleya GROUP

The culture in vitro of shoot tips and axillary buds is important for a rapid and
efficient clonal propagation. The goal of this work was to determine the morphogemc
ability of shoot tips and axillary buds of Laelia lobata “Jenni’x L. lobata 'Alba’, 1dentifying
the best kind of explants for this hybrid. Shoot tips and axillary buds were obtained from
shoots and pseudobulb bases from adult plants after desinfestation. These explants were
inoculated in a liquid culture medium with Murashige & Skoog (1962) formulation
containing kinetin (0.2 mg L?) and NAA (1.0 mg L). After 50 days, already with the
formation of structures, the explants were transferred to a similar, but solid, culture medium
with activated charcoal and without growth regulators. The treatments were from three
types of explants: 24 shoot tips (ST), 19 shoot axillary buds (SB) and 10 psecudobulb
axillary buds (PB). The experiment was built on the completely random design. The
percentage of explants regeneration and the physiological aspect were estimated, as well as
the final explant area. SB explants were the ones to show the higher rate of regeneration
(47.4%), followed by PB explants (20%) and ST ones (12.5%). The explants oxidation
level was evaluated as fully oxidated tip (71.7%), oxidated with green tip (7.5%), green
with oxidated tip (7.5%) and expanded green (13.2%). SB explants showed larger final arca
by the 50th day of growth. Although the three kinds of explants showed higher percentage
of oxidation, all presented good morphogenic capability, specially the shoot axillary buds,
making possible in vitro commercial propagation of this species.

Key words: La ‘ia, shoot tips, morphogenesis in vitro
INTRODUCAO

O género Laelia, um componente do grupo Cattleya (3) e cuja
maioria de suas espécies sdo autoctones do Brasil meridional (7), € muito
utilizado na hibridacdo, em decorréncia de sua excelente forma, cor e
fragrancia (3). Reinert ¢ Mohr (/2) ja citavam, em seus trabalhos, os
esforcos dos fitomelhoristas que almejavam obter hibridos de orquideas,
apresentando flores com maior qualidade e novas tonalidades de cores.
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Como resultado de cruzamentos, os hibrnidos de orquideas
constituem progénies desuniformes, em razio da elevada taxa de
segregacido génica. Portanto, sua propagacio via seminifera produzira uma
populagdo heterogénea de plantas (/0). A partir das progénies, é possivel
selecionar desde plantas com qualidade de alto padrao agronomico até
aquelas, em principio, sem valor. Por isso, ¢ importante que a propagagao
seja a partir de plantas adultas em que suas flores, produto final desejado,
ja tenham sido avaliadas segundo os padrdes de qualidade. Assim, o
recomendado é a utilizacdo de processos de propagacio vegetativa, com
preferéncia pelos métodos de cultivo in vitro, por serem mais rapidos e de
maior rendimento, se comparados com o principal método de propagacao
vegetativa desta planta, que € o de divisdo de touceiras (/2).

As orquideas foram as primeiras plantas de importancia economica
clonadas in vitro em escala comercial (//). Embora explantes possam ser
obtidos de distintas partes da planta-matriz, as gemas axilares e apices
caulinares sdo os tipos de explantes mais utilizados na propagacao in viftro
de orquideas, por possibilitar a limpeza clonal, a conservagao ¢ o
intercaimbio de germoplasma (6), além de manter a umformidade,
estabilidade e identidade genotipicas (1 0).

Segundo revisdo realizada por Arditti e Emst (/), os refenidos tipos
de explantes sdo geralmente extraidos da base de brotagoes laterais em
crescimento, com 1 a 15 cm de comprimento, ou de pseudobulbos e
rizomas de plantas adultas. Nao obstante, quando os explantes procedem
de plantas cultivadas a céu aberto ou em casa de vegetagdo, € necessaria a
utilizacdo de um eficiente método de desinfestagdo da planta-matnz e dos
explantes dela extraidos, para assegurar o cultivo axénico dos mesmos (4).

Visto que para cada espécie ou hibrido € necessario um protocolo
especifico para sua propagacdo in vitro, este trabalho objetivou determinar
a capacidade morfogénica de apices caulinares ¢ de gemas axilares de
Laelia lobata ‘Jenni’ x L. lobata 'Alba’, identificando o melhor tipo de
explante para este hibndo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Celulas e
Tecidos Vegetais do Departamento de Fitotecnia (Setor de Fruticultura) da
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa-MG. Os explantes utilizados
foram apices caulinares e gemas axilares procedentes de brotacoes laterais,
além de gemas axilares oriundas da base dos pseudobulbos com folhas
completamente desenvolvidas (Figura 1). Estes foram extraidos de plantas
adultas do hibrido Laelia lobata ‘Jennt’ x Laelia lobata 'Alba’, com sete

anos de idade, cultivadas em casa de vegetagao. Os tamanhos de brotagoes
e pseudobulbos vanaram de 2,4 a 10,8 cm de comprimento. A area da base
inicial dos explantes variou de 2 a 16 mm* (Quadro 1).
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QUADRO 1 - Tamanho das brotagdes e area inicial da base dos explantes

Apices Gemas de Gemas de
Rep. Tamanho caulinares brotagﬁes pseudobulbos
cm mm
1 2.4 2x2 - -
2 4.4 3x2 2x2e3x2 -
3 3.5 2x2 - -
4 5,0 2x2 - -
5 43 2x2 - -
6 4.5 1x2 3x3 3x2
7 47 3x2 - 3x4 2x2
8 5,2 2x2 3x2 3x2e3x3
9 5,8 3x2 3x5 3x2
10 6,5 3x2 3x4 2x4
11 5,2 3x3 2x4 -
12 7,9 3x2 3x2 3x2
13 6,9 3x2 3x1 -
14 6,5 | 2x2 - 3x1
15 7.0 3x1 3x2 -
16 8,7 2x2 3x4e3x2 -
17 1.5 3x2 4x4 2x1
18 3,2 3x2 2x2e2x4 -
19 11,0 3x2 - 3x1
20 9,2 3x1 - -
21 10,8 3x3 3x1 -
22 12,5 2x2 - -
23 4.2 2x2 2x4 -
24 8,0 Ix2 2x2 -
Obs.: 1-2 e 23-24 s#io duas brota¢des retiradas, respectivamente, da base de um mesmo
pseudobulbo.

As brotagdes e as bases dos pseudobulbos retiradas das plantas-
matrizes inictalmente foram tratadas com solugdo de detergente neutro
para laboratorio 50% v/v (Vetec®), por 5 minutos,e em seguida enxaguadas
com agua desionizada estéril, até a retirada de todo detergente.
Posteriormente, foram tratadas com alcool 70% v/v, por 5 minutos. Em
seguida, em condigdes de camara de fluxo laminar, as mesmas fontes de
explantes foram tratadas com uma solugdo de hipoclorito de sodio 2,0%
v/v (produto comercial Globo®, 100% v/v), por 20 minutos, seguido de
quatro enxaguaduras sucessivas com agua desionizada estéril, nos
respectivos tempos de 5; 10; 10 e 10 minutos. Durante todo o processo de
desmnfestacdo, os frascos que continham o material imerso nas solucdes
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desinfestantes e também na agua foram agitados manualmente, em
intervalos periodicos.

Antenormente, ainda em camara de fluxo laminar, utiizando-se
estereomicroscopio (N ikon®), retiraram-se as folhas mais extemnas,
procedendo-se, posteriormente, cortes longitudinais e transversais, de
modo a obterem-se apices caulinares portando alguns primordios foliares.
Este processo fol realizado em placa de Petn, tendo as brotagoes e bases
dos pseudobulbos imersas em agua de coco natural e filtrada, para evitar a
oxidagdo e a desidratacdo dos explantes. Preparados os explantes, eles
foram imersos sucessivamente, por alguns segundos, em alcool 70% v/v,
em hipoclorito de sodio 2,0 % v/v (produto comercial Globo®, na
concentracgao de 0,1% v/v)) e em agua desionizada e estéril.

Visando evitar ou reduzir a oxidacdo fendlica, os explantes
permaneceram por 16 a 20 horas na sala de transferéncia, imersos em agua
de coco natural previamente esterilizada por filtro-esterilizacdo, em camara

de fluxo laminar e utilizando-se filtro com poro de 22 um. Posteriormente,
foram transferidos para o meio de cultivo.

Fase morfogénica

Com vistas ao processo morfogénico, os explantes foram cultivados
em meio constituido pelos minerais nutrientes de MS (9), com aumento
gradativo da concentragdo do componente ferro nos recultivos semanais
(Figura 1). O meio de cultlvo continha ainda 30 g L de sacarose, 0,4 mg
L" de tiamina, 100 mg L' de mioinositol, 0,2 mg L" de cinetina, 1 mg L~
de acido alfanaftalenoacético (ANA) e 50 mL L™ de agua de coco natural.
Nos primeiros sete dias, o componente ferro foi adicionado com '/s de sua
concentracdo normal; na segunda semana, aumentou-se sua concentragio

para %; e a partir da terceira foi adicionado em sua concentragao normal
(27,8 mg L™ de sulfato ferroso).

O pH do meio de cultivo foi ajustado em 5,7 + 0,1, sendo
posteriormente distribuidos 5 mL de meio em tubos de ensaio, com
dimensodes de 25 x 150 mm. Os tubos de ensaio foram fechados com
tampas de polipropileno transparente, suas bordas protegidas com ﬁlme
transparente de PVC (Rolopac®), e autoclavados a 121 °C e 1,05 kg cm™
de pressdo, durante 20 minutos. ApOs a esterilizagdao e em camara de fluxo
laminar, os explantes foram inoculados no meio de cultivo, a temperatura
ambiente, um em cada tubo de ensaio. Apos a inoculagao dos explantes, a
boca dos tubos fo1 novamente fechada, como descrto.

Os tubos de ensaio foram distribuidos aleatoriamente em uma mesa
rotatoria inclinada com agitagcao orbital de 3 rpm, incubados na sala de
cultivo a temperatura de 27 + 2 °C, permanecendo sete dias no escuro.
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Apds este periodo, os explantes foram recultivados para meio de mesma
composi¢do, porém com o componente ferro na metade da sua
concentracdo normal na formulacdo de MS (9) e nas mesmas condigoes
anteriores de cultivo, por mais uma semana.

Agua de MSligg MSligg MSlig MS sl
coco  1/5[Fe] 1/2[Fe] [Fe]total [Fe] total

FIGURA 1 - Esquema ilustrativo dos tipos de explantes utilizados:
apices caulinares (AC), gemas axilares (GB), ambos de
brotagoes, e gemas axilares da base de pseudobulbos
(GP). Tipos de meios nos quais os explantes foram
cultivados.

Apos 14 dias no escuro, os explantes foram novamente recultivados
para meio de mesma composi¢ao, porém com o componente ferro em sua
concentracdo normal, quando, entao, foram transfenidos para luz, com
fotoperiodo de 16/8 h luz/escuro e irradiancia de 15 pmol m™ s”', fornecida
por lampadas fluorescentes (Osram®, luz do dia, 40 W), mantidas as
demais condigOes. Ai, os explantes permaneceram por 38 dias nestas
condicdes, até o intumescimento e inicio de desenvolvimento das gemas.

Para se analisar a capacidade morfogénica de apices caulinares e
gemas axilares desse hibrido, quando os explantes foram recultivados nos
periodos de 7, 14 e 50 dias de cultivo, em camara de fluxo laminar,
avaliaram-se, a partir de cada explante, as seguintes caracteristicas: a)
porcentagem de contaminagio visualmente detectavel; b) grau de oxidagao
dos explantes (explantes totalmente oxidados, explantes oxidados com
apice verde, explantes verdes com extremidades oxidadas e explantes
verdes expandidos) e coloragdo do meio de cultivo; e c) area final dos
explantes, medida com papel milimetrado.

O experimento foi montado segundo o delineamento inteiramente
casualizado, tendo como tratamentos os trés tipos de explantes com
diferentes numeros de repeticdo. Cada repeticao consistiu de um tubo de
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ensalo contendo um explante, sendo: a) tratamento 1- apices caulinares,
com 24 repetigoes; b) tratamento 2- gemas axilares de brotagoes, com 19
repetigoes; e c) tratamento 3 - gemas axilares de pseudobulbos, com 10
repeticoes.

Os dados de area final dos explantes, aos 52 dias, foram
interpretados utilizando-se analise de varidncia, e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. Para se avaliarem os demais dados, foi
realizada uma analise estatistica descritiva.

Fase organogénica

Apoés 50 dias de cultivo, os explantes, ja intumescidos e
apresentando sinais aparentes de crescimento e desenvolvimento, foram
transferidos para um novo meio, visando ao processo organogénico. O
me1o constituiu-se pelos minerais nutrientes de MS (9), com 30 g L de
sacarose, 0,4 mg L™ de tiamina, 100 mg L de mioinositol, 50 mL L™ de
agua de coco natural e 2 g L de carvéo ativado (Figura 1).

O pH do meio de cultivo foi ajustado em 5,7 + 0,1, antes da adi¢do
de 8 g L' de agar (Isofarma®) previamente fundido em forno de
microondas. Posteriormente, foram distribuidos 5 mL desse meio em tubos
de ensaio com dimensdes de 25 x 150 mm. Continuando, os tubos de
ensaio foram fechados com tampas transparentes de polipropileno e suas
bordas protegidas com filme transparente de PVC (Rolopac®). Em seguida,
a estenlizacdo foi realizada em autoclave a 121°C e presséo de 1,05 kg cm’
?, durante 20 minutos. Apos a esterilizagio e em cimara de fluxo laminar,
os explantes foram inoculados no meio de cultivo, a temperatura ambiente,
um em cada tubo de ensaio. Depois da inoculagdo dos explantes, a boca
dos tubos foi fechada, como descrito.

Os tubos de ensaio dispostos em grades de metal foram colocados
em estantes, na sala de cultivo, e mantidos a uma temperatura de 27 + 2
°C, fotoperiodo de 16/8 h luz/escuro e irradidncia de 48 pumol m™” s,
fomecida por tubos fluorescentes (Osram®, luz do dia, 40 W),
permanecendo nestas mesmas condigoes por 142 dias. |

Para se analisar a capacidade organogénica de apices caulinares e
gemas axilares desse hibrido, quando transferidos para meio sélido sem
regulador de crescimento e apos um total de 78 dias de cultivo, avaliaram-
se a porcentagem de sobrevivéncia dos explantes € o desenvolvimento e a
formacido de novas estruturas e, ou, plantulas ao completar 142 dias de
cultivo.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com diferentes niumeros de repeticdo. As caracteristicas
foram avaliadas por meio de estatistica descritiva.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Fase morfogénica
Porcentagem de contaminagdo

Nos primeiros sete dias de cultivo, ndo se observou nenhuma
contaminacdo aparente. Aos 14 dias, obteve-se baixa porcentagem de
contaminacio, apenas 1,9% do total de 53 explantes, sendo a
contaminagio por fungo em um tubo de ensaio cujo explante tinha sido
extraido da base do pseudobulbo. Até os 50 dias de cultivo nao se
observou outra contaminacao aparente.

Reinert e Mohr (/2) e Arditti ¢ Emst (/) utilizaram para desinfestar
explantes procedentes de plantas adultas de Cattleya solugdo de cloro
comercial, cuja concentra¢io e tempo de exposigdo variaram de 0,1 a 20%,
por 5 a 30 minutos, alcool 70 e 95%, por cinco minutos, e solugao de
hipoclorito de calcio (0,4 a 8%), por 20 a 30 minutos, dependendo do tipo
de explante. Nesses trabalhos, ndo foi referida a porcentagem de
contaminagao dos explantes.

Em relacio ao método de desinfestagao utihzado no presente
trabalho, pode-se considera-lo eficiente para a obtengdo de explantes
axénicos, dada a baixa porcentagem de contaminag¢ido. Entretanto, em
comparagio aos dos trabalhos citados, o método de desinfestagao utilizado
neste trabalho foi rigoroso, visto que se utilizaram detergentes proprios
para laboratorio, alcool 70% e solugdo de hipoclorito de sodio 2,0%
(produto comercial).

Grau de oxidacdo dos explantes e coloragdo do meio de cultivo

Os explantes avaliados visualmente mostraram-se responsivos ao
meio e as condicdes de cultivo (Quadro 2). Nos primeiros sete dias, todos
os explantes apresentavam-se oxidados. Quando transferidos para o meio
contendo a metade da concentracio de ferro, até aos 14 dias aumentou a
porcentagem de explantes que se apresentavam oxidados com o apice
verde e verde com as extremidades oxidadas. Nenhum explante apresentou
sinal de expansao.

Entre 14 e 50 dias de cultivo, quando os explantes permaneceram
em meio liquido, com a concentragido normal do componente ferro, houve
aumento da porcentagem de explantes que se apresentavam verdes ¢ com
as extremidades oxidadas e verdes expandidos, denotando resposta ao
processo morfogenico.

Essa alta porcentagem de explantes oxidados poderia ser atribuida a
sensibilidade dos tecidos aos agentes desinfestantes, atenuada pelo método
de desinfestacio empregado neste trabalho. De acordo com Grattapagha e
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Machado (5), apices muito pequenos, como para isolamento de
meristemas, sdo freqiientemente tenros e susceptiveis aos agentes
desinfestantes.

Elevada porcentagem de tubos de ensaio mostrava o meio de cultivo
liquido com aspecto de solugdo limpida (Quadro 2), no decorrer do
periodo de incubagdo até aos S50 dias, quando os explantes foram
transferidos para o meio solido, sem reguladores de crescimento.

QUADRO 2 - Porcentagem de apices caulinares (AP), gemas de
brotagdes (GB) e gemas de pseudobulbos (GP) com o
respectivo grau de oxidagao dos explantes e coloragao

do meio de cultivo
Periodo ~ Or2u de oxidagioe AP GB GP
coloracgio
%

7 dias Totalmente oxidado 100 100 100

Oxidado c/apice verde - - -

Verde c/extrem. oxid.* - - -

Verdes expandidos - - -
Limpido 100 842 100

Roéseo - 15,8 -
14 dias Totalmente oxidado 20.8 36,8 66,7
Oxidado c/apice verde 75 52,6 22,2
Verde c/extrem. oxid.* 4.8 10,6 11,1

Verdes expandidos - - -
Limpido 100 04,7 100

Roseo - 5,3 -
50 dias Totalmente oxidado 87.5 52.6 66,7

Oxidado c/apice verde - - -
Verde c/extrem. oxid.* 83 47 4 333

Verdes expandidos 4,2 - -
Limpido 45,8 47 4 77.8
Roseo 54,2 47.4 11,1
Amarelo 5,2 11,1

* Verde com extremidades oxidadas.

Foi importante a preparacao dos explantes imersos em agua de coco
natural e filtrada e cultivados inicialmente em meio liquido, muito embora,
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com apenas uma semana de cultivo, tenha-se observado a oxidagao da
maioria dos explantes. Como citado por Pierik (10), no caso de cultivo de
apices meristematicos de Cattleya os tecidos lesionados adquirem
coloracdo marrom muito rapido. Com base nisso, recomenda-se preparar
os meristemas dentro de um meio liquido e cultiva-los depois, tambem em
meio de cultivo liquido, visando facilitar melhor difusdo das substancias
exsudadas pelos explantes, o que pode ser confirmado neste trabalho.

O meio de cultivo teve a concentragao do componente ferro
aumentada gradativamente, 5,56; 13,9; e 27,8 mg L™ de sulfato ferroso,
variando da metade, um quinto, até a concentragao total, visando evitar a
oxidacio dos explantes. Observou-se que os explantes mostraram-se mais
responsivos ao processo morfogénico quando utilizadas as concentragoes
mais altas do componente ferro, embora tenha aumentado a porcentagem
de meio de cultivo com a coloracdo rosea. Diferente do trabalho de Stoltz
(13), que, estudando a influéncia do componente ferro na produgio de
massa fresca e multiplicacio de protocormoides em calos de Cattleya
labiata, concluiu que o maior crescimento fo1 obtido quando se utilizaram
as concentracdes de ferro quelatado entre 0,1 ¢ 10 mmol L™, nio tendo
observado mudanca visual na coloragdo dos explantes em nenhum
tratamento.

Area média final dos explantes

Os sinais de crescimento e desenvolvimento dos explantes puderam
ser observados pelo aumento da sua area média, durante esta fase.

Antes de os explantes serem transferidos para o meio solido, como
ja citado, mediu-se a area destes, sendo considerada area final dos
explantes na fase morfogénica aquela tomada aos 50 dias de cultivo
(Quadro 3), apesar de que estes continuaram a crescer ¢ desenvolver na
fase posterior, a organogénica.

A importancia de se medir as areas micial e final ¢ que o tamanho
dos explantes determina suas possibilidades de sobrevivéncia e capacidade
de crescimento. Explantes muito pequenos sao mais sensiveis aos agentes
descontaminantes. Por outro lado, quanto menor o explante isolado, ou
quanto mais isolado das regides subjacentes vascularizadas, maior a
chance de se lograr €xito na obtengao de plantas livres de patogenos, alem
de manipular menos tecidos que possam levar contaminantes superficiais
para as condi¢des assépticas (5). Outra vantagem de se trabalhar com
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quantidades minimas de tecido ¢ a reducdo dos controles correlativos do
restante da planta, que pode diminuir a capacidade de resposta do explante
in vitro (5).

QUADRO 3 - Area final dos explantes extraidos de apices caulinares e
gemas axilares das brotagdes e das gemas axilares da base
dos pseudobulbos, na fase morfogénica, aos 50 dias de

cultivo
;. . . Gemas de
Rep.  Apices caulinares Gemas de brotagoes pseudobulbos
—

1 3x3 - -

2 3x2 2x3e3x4 -

3 2x2 - -

4 2x2 - -

5 2x2 - -

6 3x3 4x3 4x3
7 4x5 3x4 1x1
8 4x3 4x?2 2x3e2x4
0 1x2 4x4 3x4
10 2x2 3x4 3xS§
11 2x3 3x4 -

12 2x3 4x6 3x4
13 3x5 5x8 -

14 5x5 - -

15 5x5 2x4 -

16 4 x4 4x6e5x6 -

17 3x5 5x5 1x2
18 4x5 4xS5ed4x7 -

19 2x4 - -

20 2x4 - -

21 4x7 3x4 -

22 3x3 - -

23 4x4 4x5 -

24 3x3 3x3 -~

Avaliou-se a area meédia alcangada pelos explantes (Figura 2). Os de
gemas axilares de brotagoes (GB) alcangaram, em media, a maior area
(16,8 mm®), diferindo significativamente da area das gemas axilares da
base dos pseudobulbos (GP), que apresentaram, em média, 7 mm”.
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Area (mm

AC GB GP

Tratamentos

FIGURA 2 — Area média alcancada pelos trés tipos de explantes
avaliados: apices caulinares (AC), gemas axilares de

brotagoes (GB) e gemas axilares de pseudobulbos (GP),
apos 50 dias de cultivo in vitro. Colunas sob a mesma

letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
de Tukey (P<0,05).

O mailor aumento de area dos explantes de gemas axilares de
brotagido deveu-se, provavelmente, a menor porcentagem de oxidacdo e a
melhor resposta morfogénica dos explantes, podendo resultar no
desenvolvimento de algumas gemas axilares em plantulas completas.

Os trabalhos revisados nao fazem referéncias a medidas de area
final. De acordo com Carvalho (2), a partir de gemas axilares e apicais de
plantas adultas do hibrido avangado de Brasssolaeliocattleya Roberto
Cardoso °‘Floralia’ x (Laeliocattleya Calminant ‘La Tailerie’ x
Laeliocattleya Lma Cavalieri), submetidas ao mesmo método deste
trabalho, observou-se pequeno processo organogénico em apenas 16% das
gemas apicais extraidas das brotagdes e nenhuma formacao de plantulas a
partir de gemas apicais e axilares.

Fase organogénica

Esta segunda fase do expenimento, conduzida em meio de cultivo de
mesma constituicdo quanto aos componentes quimicos, porém
solidificado, sem reguladores de crescimento, foi avaliada aos 78 e 142
dias de cultivo. Segundo Leffring (8), citado por Pierik (/0), nas plantas do
genero Cattleya, a formagido de protocormos geralmente tem lugar em
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meios de cultivo liquidos, € 0 crescimento deles, até chegar a plantulas, alcanca
maior eficiéncia em meios solidos.

Porcentagem de sobrevivéncia e desenvolvimento dos explantes

Aos 78 dias de cultivo, os explantes de gemas axilares de brotagdes
(GB) foram os que apresentaram a maior porcentagem de sobrevivéncia
(47,4% do total), seguidos de gemas axilares de pseudobulbos (GP) e
apices caulinares (AC), com as taxas de 20 e 12,5%, respectivamente, do
total de explantes que sobreviveram (Figura 3).

Sobrevivéncia (%)

FIGURA 3 — Porcentagem de sobrevivéncia dos trés tipos de explantes
avaliados: apices caulinares (AC), gemas axilares de
brotacoes (GB) e gemas axilares de pseudobulbos (GP).

Apos 142 dias de cultivo, observou-se, como resposta organogenica,
a formacdo de um calo compacto de coloragdo verde em oito explantes,
sendo sete deles procedentes de gemas axilares (GB ou GP), dentre as
quais uma formou varias partes aéreas e primordios radiculares (Figura 4).

Estes resultados estao de acordo com Reinert ¢ Mohr (/2), que
observaram que gemas axilares oniginadas da base de brotagdes novas,
surgidas nos rizomas, quando cultivadas inicialmente por trés semanas em
meio de cultivo liquido, proporcionam maior taxa de sobrevivencia (75%),
maior crescimento dos explantes e maior desenvolvimento de calo,
geralmente em um periodo de tempo mais curto. Segundo estes autores, no
meio liquido a formagao de plantulas ¢ menos freqiiente.

Para esses autores, ao transferir os explantes do meio liquido para o
sohdo de mesma constituicdo quimica, houve certo bronzeamento dos
explantes e o crescimento for menor nas duas primeiras semanas. A partir
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da terceira scmana foi marcante o processo de morfogénese, formando de um a
trés protocormoéides por explante, os quais chegaram a plantulas.

FIGURA 4 - Desenvolvimento de partes aéreas e primordios radiculares
(a esquerda) e formacao de estruturas (a direita), apos 142
dias de cultivo em meio MS soélido, sem regulador de
crescimento.

Da mesma forma, trabalhos revisados por Arditti ¢ Emst (/)
lograram exito na propagacao in vitro de plantas do género Cattleya,
utilizando gemas em inicio de crescimento, procedentes de brotagdes
novas, obtendo a formacgao de protocormoides e posterior desenvolvimento
destes em plantulas. Em um destes trabalhos revisados pelos mesmos
autores (/) foi utilizado como explantes gemas terminais e apices
caulinares, também procedentes de brotagoes de 2 a 5 cm de comprimento,
emergentes de plantas adultas. Durante o experimento, no minimo 500
plantulas foram obtidas de cada explante apos 10 meses de cultivo.

Arditti ¢ Emst (/) citam um experimento com Brassocattleya
Princess Patricia que logrou exito na propagacio vegetativa, por meio da
cultura de apice caulinar para produzir plantulas, utilizando-se a terceira
gema extraida de brotagcbes novas em crescimento, com 15 cm de
comprimento. O autor desse experimento sugeriu que outras gemas
poderiam ser empregadas como explantes, embora desaconselhando o uso
de gemas ja crescidas.
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Grau de oxidagdo dos explantes

A avaliacdo visual do estado oxidativo dos explantes mostra que,
aos 78 dias de cultivo, 71,7% dos explantes tomaram-se completamente
oxidados, 7,5% do total apresentavam-se oxidados com apice verde e a
mesma porcentagem (7,5%) de outros explantes permaneceram verdes,
porém com as extremidades oxidadas. Os explantes que permaneceram
completamente verdes e apresentando uma expansio em volume
correspondeu a 13,2% do total.

E importante ressaltar que entre os trés tratamentos o constituido por
gemas axilares oriundas de brotacoes foi o que apresentou menor
porcentagem de explantes oxidados. Entretanto, apos 142 dias de cultivo,
todos os explantes apresentavam-se completamente oxidados, apesar de
alguns desenvolverem calos e plantulas, como mencionado no item
anterior.

Como ja citado, os trabalhos revisados niao fazem referéncia ao
estado fisiologico dos explantes. Na maioria deles, utilizaram-se gemas
laterais, logrando exito na propagacao in vitro de Cattleya. Ainda sao
conflitantes os meios de cultivo utilizados, bem como os tipos e as
concentragoes de reguladores de crescimento. Geralmente utiliza-se meio
liquido para os cultivos inicial e de manutencao, acrescido de acido
alfanaftalenoacético (ANA) e cinetina, ¢ me1o solido sem fitorreguladores
para crescimento ¢ enraizamento. No presente experimento, utilizando
apices caulinares e gemas axilares, cultivadas em meio liquido constituido
de minerais nutrientes de MS, com 0,2 mg L™ de cinetina e 1 mg L™ de
ANA, ocorreu o desenvolvimento morfogénico dos explantes. Quando
estes foram transferidos para o meio solido sem regulador de crescimento,
obteve-se a formacgao de plantulas, alcangando os objetivos almejados.

Outro ponto que deve ser futuramente investigado e que ainda nao
esta claro refere-se a estrutura formada. Alguns autores citam que se forma
calo, outros dizem que s3o formados protocormoides, sendo ent3o
importante estudos anatomicos que identifiquem o tipo de estrutura
formada.

CONCLUSAO

Embora os trés tipos de explantes apresentem alta porcentagem de
oxidagao, todos mostram elevado potencial morfogenico, principalmente
as gemas axilares de brotacOes, tornando-se uma via promissora para
propagac¢ao em escala comercial desse hibrido.
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