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Efeitodoboro (H,BO,) emanganés(MnS0O,.4H.0) namicropropagacao
de Cattleya loddigesii Lindl. (Orchidaceae)
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Juliana Costa de Rezende?, Janice Guedes de Carvalho®

RESUMO

O presente trabalho objetivou estudar o efeito de diferentes concentracGes de Boro (H,BO,) e Manganés
(MnSO,.4H,0) do meio Knudson C (KC) no cultivo in vitro de plantulas de Cattleya loddigesii. Boro e Manganés sdo
compostos essenciais requeridos para a atividade de diversas enzimas envolvidas na respiracdo e/ou fotossintese.
Sementesde C. loddigesii foram germinadasin vitro. Apds um més, brotoscom 1 a 1,5 cm de comprimento, contendo
raizes peguenas (x 0,5 cm), foram excisados e inocul ados em frascos com capacidade de 250 cm?® e contendo 60 mL do
meio K C suplementado comH_BO, (0; 0,056; 1,4; 2,8, €5,6 mg L") eMnS0,.4H.,0(0; 3,75, 7,5; 15; €30 mg L *) em todas
as combinacOes possiveis, acrescido de 2 g L* de carvéo ativado e 150 g L de polpa de banana (cultivar “nanica”).
Apdbs 90 dias, melhor crescimento in vitro de plantul as de orquideafoi obtido em meio KC contendo concentracdes 1,4
mgL*deH,BO, e 15mgL*MnSO,.4H.0.

Palavr as-chave: Plantaornamental, meio de cultura, crescimento in vitro, boro, manganés.

ABSTRACT

Theeffect of boron and manganese on Cattleyaloddigesii Lindl. (Or chidaceae)
micr opropagation

The current work aimed at studying the effect of different concentrations of Boron (H,BO,) and Manganese
(MnSQ,.4H,0) inthe Knudson C (KC) medium ontheinvitro culture of Cattleyaloddigesii seedlings. Both Boron and
Manganese are essential compounds required for the activity of several enzymes involved in respiration and/or
photosynthesis. Seeds of C. loddigesii were in vitro germinated. After one month, shoots (1 to 1.5 cm in length)
containing small roots (+0.5 cm) were excised and inocul ated in 250 cm?® flasks containing 60 mL of the (KC) medium
supplemented with H,BO, (0; 0.056; 1.4; 2.8 and 5.6 mg L") and MnSO,.4H,0 (0; 3.75; 7.5; 15and 30mg L) inal possible
combinations. Additionally, this medium also contained 2 g L of activated charcoal and 150 g L of banana pulp
(obtained from the local cv. “nanica’). After 90 days, the best in vitro growth of orchids seedlings was obtained with
the KC medium with concentrations of 1.4 mg L™*H,BO, and 15mg L *MnSO,.4H.0.

K ey words: ornamental plant; culture medium; in vitro growth, boron, manganese.
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INTRODUCAO

As orquideas sdo uma das plantas ornamentais mais
cobigadas, devido a exuberaéncia de suasflores perfeitas.
Por esse motivo, apréticaextrativistaparacomerciaizagéo
vem conduzindo algumas espécies a beira de extingao.

O emprego datécni cade micropropagacéo possibilita
minimizar as col etas predatorias de orquideas, aumentan-
do as chances de manutencdo das populagdes naturais
dessas plantas. Além disso, a cultura de tecidos vegetais
€ uma técnica vantgjosa quando aplicada a variedades
que sdo de dificil propagacéo, possuem poucas sementes
ou com germinagado reduzidae que necessitam ser propa-
gadas em curto espaco de tempo e em grande escala.

No cultivo e subcultivo de pléntulas do género
Cattleya, George et al. (1987) sugerem o meio KC de
Knudson (1946) ou o de Reinert & Mohr (1967). Estesmei-
0s baselam-se has exigéncias das plantas quanto aos nutri-
entesminerais, com algumas modificacdes paraatender as
necessi dades especificasin vitro (Caldaset al., 1998).

Para que uma plantul a se desenvol va normal mente, os
elementos minerais devem se encontrar em disponibilida-
deno meio de culturae em concentragdes adequadas para
as plantas. O excesso ou deficiéncia de um deles pode
provocar um desequilibrio fisiolégico e nutricional que
resultard em prejuizos para o desenvolvimento das plan-
tas(Hernandez, 1998).

O Manganés (Mn) é um dos mais importantes
microelementos e tem sido incluido namaioriados meios
de culturadetecidos (Pasqual, 1998). E absorvido nafor-
ma de Mn? e é um elemento necessario na defini¢éo da
estrutura de matal oproteinas envolvidas na respiragéo e
fotossintese (Clarkson & Hanson, 1980). E requerido para
atividade de varias enzimasrel acionadas aintegridade da
membrana do cloroplasto e para aliberagéo do oxigénio
nafotossintese (Macfie & Taylor 1992; Raven et al., 1996;
Santandrea et al., 1998; Ferroni et al., 2004; Lidon et al.
2004), tendo assim importante papel nareagdo de Hill no
processo de respiracdo (Macfie et al. 1994). Segundo
Camargo (1970), esse nutriente € também ativador de
enzimasrelacionadas com o metabolismo dos carboidratos,
com as reagdes de fosforilacéio e com o ciclo do &cido
citrico.

Asfuncbesdo Boro (B) em culturade tecidostambém
s8o diversas. Este micronutriente influencia na estrutura
da membrana celular (Marschner, 1995, Hu et al., 1996,
Blevins & Lukaszewski, 1998; O'Neill et al., 2001) eno
metabolismo de polissacarideos (Matoh & Kobayashi,
1998) edeécidosnucléicos (Ali & Jarvis, 1988). E também
requerido parao metabolismo de &cidosfendlicoseparaa
biossintese delignina (Lewis, 1980). A deficiénciadesse
nutriente inibe a reacdo de Hill e a taxa de fotossintese
(Sharma& Ramchandra, 1990).
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A preocupagdo com a conservagao dos gendtipos das
orquideas nativas levou a realizagdo do presente traba-
Iho, que tem por objetivo estudar o efeito do Boro e do
Manganés na melhoria do meio de cultura Knudson para
promover melhor eficiéncia na micropropagacdo de
pléantulas de Cattleya loddigesii in vitro.

MATERIAL EMETODOS

O materia vegetd utilizado foram plantulas de Cattleya
loddigesii, oriundas de sementes germinadas in vitro,
com 1 al,5cm decomprimento e contendo raizes peque-
nas(+ 0,5cm).

Foram utilizadas diferentes concentracfes salinas de
H.BO, (0; 0,056; 1,4, 2,8e5,6 mg L) eMnS0O,.4H,0 (0;
3,75; 7,5, 15e30mg L) daformulacdo desaisdomeio KC
em todas as combinagdes possiveis, perfazendo um
fatorial 5 x 5, com quatro repeticdes e trés frascos por
parcela, em delineamento inteiramente casualizado.

O meio KC écongtituido de Ca(NO,),.4H,0 (1gL™),
(NH,),SO, (0.50g L*) Mg SO, 7H,O (0.25g L),
MnSO,.4H.0 (7,5mg L™), CuSO,.5H,0 (0,062mg L),
ZnSO,.7H,0(0,331mg L), H,BO, (0,056mg L), KH,PO,
(0.25gL™), NaMoO,.2H,0 (0,026mg L), FeSO,.7H,0
(25mg L) esacarose (20gLY). Essemeiofoi suplementado
com carvéao ativado (2 g L), polpa de banana nanica
(150gL?t)eéagar (5gL).

Osmeiostiveram seu pH gjustado para5,8+ 0,1 eforam
vertidosem frascos de vidro com capaci dade para 250 cm?®,
contendo 60 mL de meio de cultura, que foram vedados
com tampas plasticas trand lcidas e autoclavados a pres-
sdodel,1atmetemperaturade 121°C, durante 20 minutos.

Em cémarade fluxo laminar, foram inocul adas quatro
pléntul as de orquidea por frasco, que foram mantidas em
salade crescimento com irradianciaem tornode 35 umol
m2s?, temperaturade 25 + 1°C efotoperiodo de 16 horas,
onde permaneceram por 90 dias. Apés este periodo, 0
experimento foi avaliado em func&o das seguintes varié-
veis: comprimento dasraizes, alturadaparte aéreae mas-
sas de matéria fresca e seca das pléantulas.

A andlisedevarianciafoi realizadautilizando-se o pro-
cedimento GLM do software estatistico (SAS®, 1990) por
meio do método dos quadrados minimos ponderados pelo
inverso das variancias de cada tratamento, uma vez que
esses apresentaram heterogeneidade de variancias.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Maior comprimento de raiz (3,96 cm) foi obtido em
plantulas quando se adicionou ao meio de culturaH,BO,
naconcentracdo de 1,4 mg L em combinag&o com 19,13
mg L*deMnSO,.4H.0 (Figural), havendo, apartir desse
ponto, reducdo das taxas de crescimento do sistema
radicular.
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Esse resultado pode ser atribuido a possibilidade de
um desbalanco nutricional entre os micronutrientes tes-
tados. Segundo alguns autores, micronutrientes podem
tornar téxicos se sua concentracdo for mais alta que um
ponto critico especifico, podendo levar a interacdes ne-
gativasnosniveiscelular emolecular (Walworth & Sumner,
1988; Hall, 2002).

E importante ressaltar que o melhor resultado foi obti-
do em uma concentracdo relativamente baixa de Boro.
Segundo Kersten (1990), a presenca de boro diminui o
teor deAlA livreemraizesdetrigo emilho. O borotema
funcdo de aumentar a atividade da enzima Al A-oxidase,
sendo essa responsavel pela degradagdo da principal
auxinaindutorado enraizamento (AlA) (Jarvis, 1983).

O melhor resultado paraadturadaparte aérea (4,1 cm)
foi obtido com autilizagdo de 1,4 mgL* deH,BO,e15,3
mg Lt de MnSO,.4H,0 (Figura2), apartir do qual houve
reducdo das taxas de crescimento dessa variavel. Obser-
va-se ainda que incrementos nas concentragdes de
MnSO,.4H.0 adicionadas a0 meio KC na auséncia de
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Figura 1. Comprimento das raizes de plantulas de Cattleya
loddigesii cultivadas in vitro, durante 90 dias, em diferentes
concentragGes de H,.BO, e MnSO,.4H.0.
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Figura 2. Alturadaparte aéreade plantul as de Cattleya loddigesii
cultivadasin vitro, durante 90 dias, em diferentes concentracoes
de H,BO, e MnSO,.4H.0.
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H,BO, proporcionaram diminuicédo naaturade plantulas
deC. loddigesii deformalinear.

Damesmaforma, Diniz et al. (1999) afirmam que as
concentragBesde Zn, Mn, Cu e B podem ser reduzidas no
meio basico M S parao cultivo de explantes de bananeira.
Petolino & Collins(1985) e Santandreaet al. (1997) obser-
varam efeitosinibitdrios do Manganés em concentragdes
mais altas no crescimento e naregeneracéo de plantaem
espécies de fumo.

Maiores massas de matéria fresca e seca de plantulas
(0,59 0,053 g, respectivamente) foram verificadas com a
utilizagédo de 2,8 mg L* de H,BO, na auséncia de
MnSO,.4H,0 (Figuras 3 e 4), corroborando os dados das
demais variaveis estudadas. Da mesma forma, menores
valores de massas de matéria fresca e seca de plantulas
foram observados com a utilizag&o de altas concentracGes
deMnSO,.4H,0 (30 mg L) naausénciadeH,BO,. O exces-
sodeMninduz inibi¢cdo de sintesedeclorofilaelevaaum
declinio no indice de fotossintese (Clijsters & van Assche,
1985; Clairmont et al., 1986; Macfieet al. 1994).
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Figura 3. Massa de matéria fresca de plantulas de Cattleya
loddigesii cultivadas in vitro, durante 90 dias, em diferentes
concentragGes de H.BO, e MnSO,.4H.0.
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Figura 4. Massa de matéria seca de plantulas de Cattleya
loddigesii cultivadas in vitro, durante 90 dias, em diferentes
concentragGes de H.BO, e MnSO,.4H.0.
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Hatambém que se considerar que adisponibilidade do
Mn no meio de cultura é influenciada pela copreci pitagéo
comsaisdefosfato (Klein & Manos, 1960), pelaconcentra-
¢do dedgar nomeio (Singhaet al., 1985) e pelas concentra-
¢desdeK, Ca, Mg, Cu, ZneNa(Maavoltaet al. 1989).

Valeressaltar que nas variaveis estudadas, de maneira
geral, osmel hores resultados foram obtidos em concentra-
¢Bes maiores de Boro e Manganés que a concentracdo
usual de meio KC, que € de 0,056 mg L**deH_BO, e de
7,5mg L*deMnS0,.4H.0. Essesresultados mostram aim-
porténciaem se estabel ecer um novo protocol o otimizando
omeiodeculturaK C, visando ao crescimento adequado de
plantulas de orquidea da espécie Cattleya loddigesii.

CONCLUSAO

A utilizagdo de 1,4 mg L* de H,BO, e 15mg L de
MnSO,.4H.0 daformulagéo original dessessais, no meio
Knudson C (KC), proporcionamelhor crescimentoinvitro
em plantulas de orquidea da espécie Cattleya loddigesii.
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