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RESUMO

Objetivou-se testar diferentes concentragdes de polpa de banana e de agua de coco adicionadas ao meio
Knudson C no desenvolvimento in vitro de orquideas. Plantulas hibridas oriundas de sementes germinadas in vitro
de Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’, com 1,0 a 1,5 cm de comprimento, foram inoculadas em
frascos com capacidade de 250 cm?, contendo 50 mL de meio de cultura Knudson C suplementados com diferentes
concentragdes de agua de coco (0, 50, 100, 150 e 200 mL L") e polpa de banana ‘Nanica’ (0, 25, 50, 75 ¢ 100 g L"),
acrescidos de 20 g L' de sacarose, 2 g L' de carvao ativado e solidificado com 6 g L' de agar e pH ajustado para
5,840,1. Apds 180 dias, verificou-se que a adi¢do de 100 g L' de polpa de banana promoveu maior alongamento da
parte aérea e de raiz e maior acimulo de massa fresca de raizes. A combinag@o de 50 e 200 mL L' de 4gua de coco e
100 g L' de polpa de banana proporcionou melhores respostas para o niimero de raizes e massa fresca da parte aérea,
respectivamente. A adi¢do de 100 mL L' de agua de coco ao meio de cultura promoveu maior desenvolvimento de
folhas nas plantulas cultivadas in vitro.

Palavras-chave: Orchidaceae, Cattleya, cultura de tecidos, substancias inorganicas.

ABSTRACT

COCONUT WATER AND BANANA PULP FOR IN VITRO GROWTH OF ORCHID PLANTLETS

The aim of this research was to test different concentrations of banana pulp and coconut water added to
Knudson culture medium (KC), for in vitro orchid growth. Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’
hybrid plantlets measuring 1.0 to 1.5 cm length were inoculated in 250 cm?® glass vessels containing 50 mL of Knudson
C medium supplemented with different concentrations of coconut water (0, 50, 100, 150 and 200 mL L") and ‘Nanica’
banana pulp (0, 25, 50, 75 and 100 g L"). The medium was solidified with 6 g L'agar supplemented with 20 g "' sucrose
and 2 g L' of activated charcoal. The pH was adjusted to 5.8 £ 0.1. After 180 days, the addition of 100 g L' of banana
pulp promoted the greatest length of plantlets and also the largest length and fresh weight of roots. The combination
of 50 and 200 mL L' of coconut water with 100 g L' of banana pulp led to the best responses for root number and fresh
weight of aerial part, respectively. The addition of 100 mL L' of coconut water in the absence of banana pulp
promoted the best leaf development.

Keywords: Orchidaceae, Cattleya, tissue culture, organic substance.
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INTRODUCAO

A cultura assimbidtica ou semeadura in vitro de
orquideas constitui técnica bastante relevante dos
pontos de vista comercial e ecoldgico. As plantas
produzidas desta forma sdo altamente interessantes para
programas de reintrodugdo de espécies nativas em areas
de preservacdo ambiental (Aratjo, 2004). A cultura
assimbidtica resulta em maiores percentuais de
germinagdo, em comparagao com a germinagao em
condi¢des naturais, que ¢ dependente da infecgao
por fungos micorrizicos simbiontes, muitas vezes
espécie-especificos (Aratijo, 2004). A obtencdo de
orquideas a partir da semeadura in vitro ¢, atualmente,
um processo rotineiro. No entanto, os conhecimentos
sobre a melhor formulagdo do meio de cultura para cada
espécie ainda s@o limitados. Um grande niimero de
fatores complexos influencia a germinagio e o
crescimento in vitro de orquideas, sendo altamente
dependentes da espécie (Silva et al., 2002).

Atualmente, orquidéfilos estdo produzindo suas
proprias mudas, em laboratorios caseiros, por
germinagdo assimbidtica in vitro, utilizando meios de
cultura de constituigdo organica (Silva et al., 2002). Entre
os extratos naturais utilizados na cultura de sementes de
orquidea, estdo a polpa de banana homogeneizada, agua
de coco, peptona, triptona, levedura de cerveja, caseina
hidrolisada, suco de tomate, suco de abacaxi e extrato
de batata (Torres et al., 2001). Esstas misturas aumentam
os efeitos das vitaminas e dos aminoacidos e alguns agem
como reguladores de crescimento (Pierik, 1989).

Varios elementos aditivos complexos como coco
(endosperma, agua, leite), peptona de carne e polpa de
banana (verde ou madura) foram utilizados nos meios de
cultura de tecidos ou de germinagao de orquideas
(George, 1993). Ha relatos da utilizagdo da polpa de
banana na germinagdo de Cymbidium, Dendrobium,
Paphiopedilum e Phalaenopsis (Arditti & Ernst, 1993).
Entretanto, os dados comparativos disponiveis nao
permitem uma discuss@o razoavel sobre o efetivo
estimulo ao crescimento promovido por esses
elementos (George, 1993).

A agua de coco, em geral de 3 a 15% (v/v), é o
aditivo que mais tem sido utilizado para um grande
numero de espécies in vitro, nao somente para estimular
o crescimento de calos, mas também para aumentar a
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formagao de embrides somaticos, induzir a divisdo de
graos de pdlen e, na sua primeira aplicag@o, na indugéo
do desenvolvimento de embrides imaturos (Caldas et al.,
1998). A dgua de coco contém sais minerais, mio-inositol
e citocinina(s), bem como nucleotideos e outros
compostos organicos (Caldas et al., 1998).

Silva et al. (2005), estudando a micropropagagio
de orquidea Brassolaeliocattleya ‘Pastoral’ x
Laeliocattleya ‘ Amber Glow’, observaram que a adigdo
de 75 g L' de polpa de banana ‘Nanica’ madura ao meio
Knudson C (1946) promoveu a formagao de maior
numero de brotos. Concentragdes crescentes de polpa
de banana ao meio corresponderam a incrementos no
comprimento médio do sistema radicular e da massa
fresca total de plantulas.

O uso da polpa de banana em cultura in vitro de
orquideas ¢ citado por muitos autores, como Ernst, que
propos a adi¢do no cultivo de Paphiopedilum e
Phalaenopsi (Arditti & Ernst, 1993). Com a agua de coco,
apolpa de banana verde foi adicionada ao meio Vacin &
Went (1949) na propagagdo in vitro de Aranda wendy
Scott e Aranthera james Storei. Para o crescimento das
gemas e multiplicag@o dos protocalos, foi usada apenas
agua de coco (15%, v/v) e na inducdo de brotos de
Aranda wendy Scott, foi utilizada a polpa de banana
(5%, p/v); para induzir o enraizamento, ambos
suplementos foram adicionados (Chead & Sagawa, 1978).
Alguns autores sugerem o meio Vacin & Went para
Cattleya, Encyclia e Oncidium, suplementado com 25%
(v/v) de dgua de coco e 0 meio Knudson C suplementado
com 60 g L' de polpa de banana para orquideas do
género Stanhopea (Villalobos et al., 1994).

Assim, este trabalho teve como objetivo determinar
as concentragdes de agua de coco ¢ polpa de banana,
que, acrescidas ao meio Knudson C, proporcionaram
melhor crescimento in vitro de plantulas de orquidea
Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’.

MATERIAL E METODOS

Plantulas da espécie Cattleya loddgesii ‘Grande’
x Cattleya loddgesii ‘Alba’, oriundas de sementes
germinadas in vitro, com 1 a 1,5 cm de comprimento ¢
contendo raizes, foram inoculadas em meio Knudson C
(Knudson, 1946) adicionado de diferentes concentra-
¢des de agua de coco verde (0, 50, 100, 150 e 200 mL L")
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e polpa de banana ‘Nanica’ madura (0,25,50,75e¢100gL™).
O meio foi acrescido de 20 g L' de sacarose, 2 g L' de
carvdo ativado, 6 g L' de agar brasileiro e pH ajustado
para5,8+0,1.

Foram vertidos em frascos de vidro 50mL de meio
de cultura, com capacidade para 250 cm?, vedados com
tampas plasticas transliicidas e autoclavados a pressao
de 1,1 atm e temperatura de 121°C, durante 20 minutos.

Apo6s a inoculagdo, os frascos contendo os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com
irradiancia em torno de 35 mmol m? s, temperatura de
2542°C e fotoperiodo de 16 horas.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x5,
com quatro repeti¢cdes (frasco) contendo cinco
plantulas por frasco.

Decorridos 180 dias da instalagao, analisaram-se o
numero de folhas, o numero de raizes, o comprimento da
maior raiz, o comprimento da parte aérea, a massa fresca
de raizes e a massa fresca da parte aérea.

Os dados foram comparados por meio de
regressao polinomial, empregando-se o programa
Sisvar (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo ao numero de folhas, apenas as
concentragdes de 50, 100 e 150 mL L' de agua de coco
combinadas com todas as concentracdes de polpa de
banana ‘Nanica’ tiveram significancia estatistica. Maior
ntmero de folhas (8,36/plantula) foi observado quando
foram adicionados 100 mL L de 4gua de coco ao meio
Knudson C na auséncia da polpa de banana. As
concentragdes de 50 e 150 mL L' tiveram resultados
inferiores (7,5 e 7,66, respectivamente) também na
auséncia da polpa de banana. Concentragdes crescentes
de polpa de banana promoveram redugdo linear na
quantidade de folhas emitidas pelo explante (Figura 1).
A adicdo simultanea da polpa de banana e da dgua de
coco pode ter desequilibrado os nutrientes do meio,
prejudicando a emissao de folhas.

As concentragdes de polpa de banana e de dgua
de coco apresentaram interagdo significativa para o
numero de raizes. Porém, em relagdo a polpa de banana,
somente as concentragdes de 50 ¢ 200 mL L' de agua de
coco foram significativas (Figura 2).
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Figura 1. Numero médio de folhas em plantulas de Cattleya
loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio
KC acrescido de polpa de banana e agua de coco.

O maior nimero de raizes (6,5) foi verificado com a
utilizagdo do meio de cultura KC, acrescido de 50 ou 200
mL L' de 4gua de coco, combinado com 100 g L' de polpa
de banana, enquanto que, na auséncia de polpa de
banana, foram obtido valores-inferiores (Figura 2).

O aumento das concentragdes de polpa de banana
influenciou positivamente a formagao de raizes (6,5)
quando foram utilizados 100 g L' de polpa de banana
combinados com 200 mL L' de 4gua de coco. Porém, com
autilizagdo de 75 g L' de polpa de banana e 200 mL L-!
de agua de coco, o nimero de raizes formadas foi de 6,4.
Essa diferenca (0,1) ¢ muito pequena, ndo justificando
a utilizagdo de um meio com maior quantidade de
polpa de banana.

Analisando o enraizamento in vitro de plantulas
de Dendrobium nobile Lindl em diferentes meios de
cultura Song et al.(1999) verificaram que a formulagio
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Figura 2. Numero médio de raizes em plantulas de Cattleya
loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio
KC acrescido de polpa de banana e agua de céoco.
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Adubo Peters®-3 g L'+ 20 g L' de sacarose + 60 g L'!
de polpa de banana proporcionou maior numero de raizes.
A concentracgdo de polpa de banana utilizada por Song
et al. (1999) foi proxima a utilizada neste trabalho.

Para o comprimento da maior raiz, efeitos
significativos foram observados apenas para os niveis
de polpa de banana. Verificaram-se melhores respostas
de alongamento (3,9 cm) com a adi¢do de 100 g L' de
polpa de banana ao meio Knudson (Figura 3).
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Figura 3. Comprimento médio da maior raiz em plantulas de
Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas
em meio KC acrescido de polpa de banana.

Segundo Torres & Barbosa (2001), a polpa de
banana pode promover diferentes efeitos no cultivo in
vitro, como espessamento e/ou crescimento de raizes,
dependendo da cultivar e da quantidade de polpa
utilizada.

Para o parametro comprimento da parte aérea,
efeitos significativos foram observados apenas para
os niveis de polpa de banana. Observou-se maior
crescimento da parte aérea (5,12 cm) em meio
Knudson C suplementado com 100 g L' de polpa de

banana (Figura 4).
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Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas
em meio KC acrescido de polpa de banana.
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Em contraste, Simoes et al. (1999), estudando o
efeito de diferentes meios de cultura, agua de coco ¢
carvao ativado na propagagdo in vitro de meristemas de
Epidendrum sp. e Dendrobium sp., observaram maior
crescimento quando foram acrescentados 100 mL L de
agua de coco ao meio Knudson C. Estudando o
crescimento in vitro de plantulas de Dendrobium nobile
Lindl, em diferentes meios de cultura, Song et al. (1999)
concluiram que a formulagdo Adubo Peters®-3 g L' +
20 g L' de sacarose + 60 g L' de polpa de banana foi
mais eficiente para o crescimento de altura das plantulas.

Efeitos significativos da massa fresca de raizes
foram observados apenas para o fator concentracao de
polpa de banana (Figura 5).
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Figura 5. Massa fresca média de raizes de Cattleya loddgesii
‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio KC
acrescido de concentragdes polpa de banana.

A medida que se adicionou a polpa de banana ao
meio KC, aumentou-se a quantidade de raizes formadas
e, conseqlientemente, a massa fresca de raizes.

A interagdo entre os niveis de polpa de banana e
agua de coco foi significativa para a massa fresca da
parte aérea. Os melhores resultados para este
parametro foram observados com a utilizacdo de
200 mL L' de 4gua de coco combinados com 100 g L™
de polpa de banana. O incremento das concentragdes
de polpa de banana promoveu aumento na massa
fresca da parte aérea (Figura 6).

As concentragdes de polpa de banana
incorporadas ao meio Knudson influenciaram o
desenvolvimento de maneira significativa. Como a
relacao foi direta, pode-se inferir que o efeito benéfico
da polpa de banana no tamanho da maior raiz e da parte
aérea e na massa fresca de raizes e da parte aérea
continuaria para concentragdes superiores a 100 g L' de
polpa de banana. Entretanto, esses resultados
precisam ser confirmados.
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Figura 6. Massa fresca média da parte aérea de Cattleya loddgesii
‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio KC
acrescido de agua de coco e polpa de banana.

Estudando o desenvolvimento in vitro de
Cattleya tigrina, Silva et al. (2002) testaram diferentes
meios de cultura, incluindo um meio organico
constituido de 14 g L' de sacarose, 5 g L' de carvéo
ativado, 150 mL L' de 4gua de coco, 5 tomates cerejas,
40 g L' de polpa de banana ‘Nanica’ ¢ 9 g L' de agare,
observaram que esse meio apresentou valores
superiores para massa fresca de plantulas, em relacao
ao meio MS (Murashige & Skoog, 1962) ¢ ao meio Vacin
& Went (1946), aos 120 dias de cultivo. Os demais
pardmetros nao apresentaram diferencas significativas.

Esse efeito provavelmente ¢ devido a composigdo
da polpa de banana, rica em aminoacidos, vitaminas e
reguladores de crescimento (George, 1993). A adigdo de
polpa de banana aumenta o nimero de brotos no cultivo
de plantulas de orquideas in vitro (Silva et al., 2005 e
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