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RESUMO

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito de 6-benzilaminopurina - BAP
(0; 05 e 1,0 mg L) e espectros luminosos (branco, vermelho e azul), na inducgdo de
estruturas semelhantes a protocormos ("protocorm like bodies - PLBs™) a partir de calos
obtidos de explantes foliares. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado e os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 3x3 (trés concentracdes de
BAP e trés espectros luminosos), com quatro repeticGes (frasco) contendo cinco explantes
cada. Aos 60 dias de cultivo foram avaliados o nimero e 0 comprimento dos protocormos,
namero de folhas por protocormo, massa fresca total, percentual de explantes oxidados e
coloracdo dos explantes, sendo nesta ultima, atribuidos os seguintes valores: 1 -
branco/amarelado, 2 — verde claro e 3 - verde escuro. A partir dos resultados obtidos foi
possivel concluir que o cultivo dos calos de Cattleya nobilior em meio MS suplementado com
1,0 mg L™ de BAP e sob espectro luminoso vermelho promove um aumento da massa fresca e
diminui a oxidag&o dos protocormos,enquanto que, o cultivo em meio contendo 0,5 mg L de
BAP e sob espectro luminoso branco promove um leve aumento no comprimento dos
protocormos. No entanto, para 0 numero de protocormos, nimero de folhas por protocormo e
coloragdo dos protocormos, o0s tratamentos realizados nd&o promoveram alteracOes
significativas sobre estas variaveis.

Palavras-chave: Orquidea. Citocinina. Protocormos.

EFFECT OF LUMINOUS SPECTRUM AND BAP ON PLB INDUCTION FROM
CALLI OF Cattleya nobilior Rchb.f. (ORCHIDACEAE)

ABSTRACT

This study was developed with the objective of evaluating the effect of 6-benzylaminopurine -
BAP (0; 0.5 and 1.0 mg L) and light spectra (white, red and blue), in the induction of
structures similar to the protocorms (“protocorm like bodies - PLBs") from calli obtained
from leaf explants. The experimental design used was completely randomized and the
treatments were arranged in a 3x3 factorial scheme (three concentrations of BAP and three
light spectra), with four replicates (flask) containing five explants each. At 60 days of
cultivation, the number and length of protocorms, number of leaves per protocorm, total fresh
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weight, percentage of oxidized explants and color of explants were evaluated, with the latter
being assigned the following values: 1 - white / yellowish, 2 - light green and 3 - dark green.
From the results obtained it was possible to conclude that the calli cultivation of Cattleya
nobilior in MS medium supplemented with 1.0 mg L™ of BAP and under a red light spectrum
promotes an increase in fresh mass and decreases the oxidation of protocorms, while, the
culture in medium containing 0.5 mg L™ of BAP and under white light spectrum promotes a
slight increase in the length of the protocorms. However, for the number of protocorms,
number of leaves per protocorm and color of the protocorms, the treatments carried out did
not promote significant changes on these variables.

Keywords: Orchid. Cytokinin. Protocorms.

INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é vista como
uma das maiores e mais representativas
familias dentre as Angiospermas, sendo
27.801 espécies catalogadas distribuidas
em 899 géneros (The Plant List, 2020). No
Brasil, sdo listados 214 géneros e 2.450
espécies, das quais 1.539 sdo endémicas do
pais (FLORA DO BRASIL EM
CONSTRUCAO, 2020).

O mercado de plantas ornamentais
vem crescendo a cada ano, com uma
movimentacdo estimada de cerca 8,6
bilhdes no decorrer de 2019, 7% a mais
que o ano anterior. Dessa forma, vem se
destacando a producdo de orquideas tanto
exoticas quanto nativas da flora brasileira
(JUNQUEIRA & PEETZ, 2018; ENFLOR,
2019).

As espécies do género Cattleya sdo
consideradas as ‘“rainhas das orquideas”
por apresentarem flores grandes, coloridas
e vistosas, além de possuirem uma boa
adaptacdo a  ambientes  adversos
(BENZING et al.,, 1982). Considera-se
ainda que o potencial de espécies nativas
de orquideas como plantas ornamentais
pode constituir uma oportunidade de
producdo, comercializacéo e

autossuficiéncia brasileira em producéo de
cultivares e mudas (CARDOSO, 2013).

Cattleya nobilior Rchb.f. foi descrita
pela primeira vez em 1883 por
Reichenbach. Também é conhecida como a
Rainha do Cerrado e corresponde a uma
das espécies mais valorizadas da familia
Orchidaceae. De ocorréncia em matas
secas, € uma espécie nativa do Brasil
Central, sendo geralmente encontrada em
habitats de clima quente, com alta
luminosidade e também vegetando em
locais que apresentam longos periodos de
estiagem (OSTETTO, 2015). Quanto ao
aspecto morfoldgico, suas flores podem
chegar até 15 cm de diametro e as cores
variam do branco ao roxo — rosado, 0S
lobos laterais do labelo recobrem quase
que toda a coluna da planta e suas folhas
possuem forma eliptica e oblonga, com
inflorescéncia em pseudobulbo
diferenciado sem folhas, que produzem de
uma a trés flores. O caule é do tipo
rizomatoso, com dois entrends por rizoma,
pseudobulbos claviformes e geralmente
bifolhneado e o seu comprimento pode
variar de cinco até 30 cm (WATANABE,
2002; ARAUJO, 2016; BARROS et al.,
2018; BARROS et al., 2019).
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Figura 1. Aspecto morfolégico da flor de Cattleya nobilior Rchb.f. Foto: Jackeline S. Soares.

Ferramentas  biotecnoldgicas tém
sido utilizadas para obtencdo de plantas
tanto para a pesquisa e conservagdo das
espécies, quanto para a producao em escala
comercial, permitindo assim material com
elevada qualidade fitossanitaria e em um
curto periodo de tempo (FARIA et al.,
2012; CARDOSO, 2014; REED, 2017,
TEIXEIRA DA SILVA, 2017).

Alguns dos fatores que determinam o
sucesso da cultura de tecidos vegetais sdo a
origem do explante e 0 meio nutritivo onde
sdo cultivados (VILLA et al., 2014). Um
dos meios de cultura mais utilizados no
cultivo in vitro de orquideas ¢ o MS
(TEIXEIRA DA SILVA et al., 2015),
sendo 0 mesmo composto  de
macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, FEEDTA, e sacarose, sendo em
geral suplementado com reguladores de
crescimento e agente geleificante. Os
meios de cultura normalmente sdo
utilizados a fim de atender as necessidades
das plantas quanto a nutricdo mineral, no
entanto, pode haver alteracdo nas
formulacBes de acordo com a espécie
cultivada in vitro (GALDIANO JUNIOR
etal., 2013).

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e
Ambientais, da Universidade Federal da
Grande Dourados, Dourados — MS.

O material vegetal utilizado
consistiu de massas de calos com
aproximadamente 0,5 cm de didametro. Os
calos foram obtidos a partir do cultivo

Reguladores vegetais sdo comumente
utilizados para equilibrar o crescimento e a
morfogénese dos tecidos vegetais in vitro
(VICTORIO et al., 2008). As citocininas,
por exemplo, sd0 responsaveis por
participar ativamente dos processos de
divisdo e diferenciacdo celular (SANTOS
et al, 2010). Dentre elas a 6-
belzilaminopurina (BAP), é considerada a
mais eficiente na multiplicagdo de
explantes e inducdo de gemas, além de ser
obtida por menor custo no mercado (LINO,
et al., 2009; CAMPOS et al., 2007).

Dentre os fatores que podem
influenciar no sucesso do cultivo in vitro
(germinacao, crescimento e
desenvolvimento do material vegetal) esta
a qualidade de luz presente na sala de
crescimento (KERBAUY, 2012;
MASSARO et al., 2018). A luz participa
de varios processos de desenvolvimento
metabdlico da planta, sendo um fator
importante para a fotossintese e
fotomorgogénese (SORGATO et al., 2015;
HANUS-FAJERSKA e
WOJCIECHOWSKA, 2017).

prévio de explantes foliares de Cattleya
nobilior Rchb.f.

Para a obtencdo dos calos foi
utilizado o meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962),
acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg
Lt de inositol, 0,1 mg L de AIA (4cido
indol acético) + 0,1 mg L*! de TDZ
(thiadizuron) e pH 5,8 ajustado antes da
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inclusdo de 6 g L' de &gar. Para o
desenvolvimento deste trabalho, utilizou-se
0 mesmo meio de cultura descrito acima,
sendo alterado apenas o regulador de
crescimento. ApOs 0 preparo, 0 meio de
cultura foi distribuido em frascos de vidro
transparente com capacidade de 500 mL
(100 mL/frasco) e esterilizado em
autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20
minutos.

Os tratamentos consistiram de trés
espectros luminosos (branco, vermelho e
azul) e trés concentracbes de 6-
benzilaminopurina - BAP (0; 0,5 ou 1,0 mg
L), fatorial 3x3, totalizando 9
tratamentos. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, sendo cada
tratamento constituido de quatro repeticoes
e cada repeticdo composta por um frasco
de cultivo contendo cinco explantes cada.

Os diferentes espectros luminosos
foram fornecidos por meio da modificacdo
do espectro luminoso das lampadas

fluorescentes  branco-frias,  utilizando
filtros coloridos de papel celofane.

Ap0s a preparacdo dos explantes e
inoculagdo em meio de cultivo, os filtros
foram colocados sobre os frascos de
cultivo e estes mantidos em sala de
crescimento, com 16 horas de fotoperiodo,
densidade de fluxo de fotons do periodo de
luz de 45 pmol m? s e temperatura de 25
+ 2°C. Para o tratamento luz branca
(controle), os frascos foram mantidos
diretamente sob a lampada fluorescente de
40W, 6400k (Ourolux®).

Aos 60 dias de -cultivo, foram
avaliadas as variaveis: numero de
protocormos (NP), namero de
folhas/protocormo (NF), percentual de
oxidagdo (OXI), coloragdo (COR) e massa
fresca total (MF). Para a variavel coloracao
foram atribuidos valores de 1 a 3, sendo 1
= calo branco/amarelado, 2 = verde claro e
3 = verde escuro (Figura 2).

1- BRANCO -
AMARELADO

O .

2- VERDE
CLARO

3- VERDE
ESCURO

T

[

Figura 2. Coloracdo dos Protocormos like bodies de Cattleya nobilior Rchb.f. utilizados
como parametros de avaliacdo. Foto: Claudia Roberta Damiani

Os dados foram submetidos a
analise de wvaridncia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05),

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia
para 0 numero de protocormos,
comprimento de protocormos, nimero de
folhas/protocormos, percentual de
calos/protocormos oxidados e coloragdo

com o uso do programa estatistico Winstat
(MACHADO et al., 1999).

dos  calos/protocormos, nao  foram
observadas diferencas significativas para
os fatores testados pelo teste F (Tabela 1).
Entretanto, o efeito do espectro luminoso
foi verificado sobre a massa fresca obtida.
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Tabela 1. Resumo da andlise de variancia (ANOVA): Numero de protocormos (NP);

Comprimento de protocormos (CP); NUmero de folhas (NF); Explantes
oxidados (EO); Coloragdo (COR); Massa fresca (MF).
Quadrados Meédios
FV GL
NP CP NF EO COR MF
Espectro 2  0,0702™ 0,0098™ 0,0187™ 0,4095™ 0,0696™ 0,7515*
BAP 2 1,2534" 0,0276" 0,1436™ 0,0027™ 0,0073™ 0,2646™
EE;SApSC”O X 4 00028®  0,0334™  0,0097" 0,431 0,0228™ 0,4017™
Residuo 18 17,8298 0,0191 0,0533 0,1959 0,0249 0,1671
CV (%) 39,5 57,6 18,42 99,4 9,5 25,5
Média 6,6 0,24 11 26 2,3 4,6

** * - Significativos a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, e, ns (ndo significativo)

pelo teste F. FV — Fonte de variacdo; GL — Graus de liberdade; CV — Coeficiente de variacdo.

Para 0 numero de protocormos por
explante observou-se uma media geral de
6,6 (Tabela 2), ndo sendo verificadas pelo
teste aplicado diferengas significativas
entre os valores obtidos nos diferentes
tratamentos. Porém é possivel observar que
houve  maior  desenvolvimento  de
protocormos sob o espectro branco sem a
presenca de regulador, sendo observado
uma média de 10 protocormos neste
tratamento em comparacdo aos calos
cultivados em meio contendo 1,0 mg L de
BAP, sob o mesmo espectro, onde foi

verificado a metade de protocormos
formados.

Quanto ao numero de folhas por
PLBs semelhante ao ndmero de
protocormos, ndo foi possivel observar
diferengas  significativas  entre  0sS
tratamentos realizados (Tabela 2). Por
outro lado, por meio da comparacdo de
médias foi possivel observar que o
tratamento com 0,5 mg L BAP promoveu
um leve aumento no comprimento dos
protocormos sob o espectro de luz branca
(Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito de diferentes concentracdes de BAP (mg L) e do espectro luminoso na
inducdo de protocormos de Cattleya nobilior aos 60 dias de cultivo in vitro.

Vermelho Azul

NUmero de protocormos

BAP Branco
0 10,6Aa
0,5 6,5Aa
1,0 5,0Aa

8,0Aa 8,9Aa
5,3Aa 6,8Aa
4,3Aa 5,8Aa

NUmero de folhas por protocormos

0 1,1Aa
0,5 1,1Aa
1,0 0,7Aa

1,5Aa 1,3Aa
1,4Aa 1,4Aa
0,8Aa 0,9Aa

Comprimento dos protocormos (cm)

0 0,1Ab
0,5 0,4Aa
1,0 0,2Aab

0,3Aa 0,3Aa
0,2Aa 0,2Aa
0,2Aa 0,2Aa

Massa fresca dos protocormos (g cm2)

0 1,5Aa
0,5 1,2Aa
1,0 1,3Ba

1,5Ab 1,8Aa
1,6Ab 1,6Aa
2,4Aa 1,5Ba

Oxidacéo dos protocormos (%0)

0 20Aa
05 25Aa
1,0 25 Aa

Coloragao dos protocormos

0 2,7Aa
0,5 2,3Aa
1,0 2,3Aa

30Aa 20Aa
13Aa 47Aa

5Ba 53Aa
2,3Aa 2,3Aa
2,6Aa 1,9 Aa
2,5Aa 1,8Aa

Médias seguidas por letras distintas, mindscula na coluna e maitscula na linha, diferem entre

si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Segundo Erig & Schuch (2005), a
qualidade da Iluz afeta a eficiéncia
biologica dos fitorreguladores adicionados
ao meio de cultura, bem como o balanco
hormonal nos tecidos. Estudos conduzidos
por Araujo et al. (2009) em Cattleya
loddigessi testando diferentes espectros
semelhante a este trabalho, por meio do
uso de papel celofane, observaram que o

espectro de luz azul aumentou o nimero de
folhas.

De acordo com Victorio & Lage
(2009) a absorcdo da luz azul por
fotorreceptores  presentes nos  0rgaos
vegetais modifica a conformacdo de
flavoproteinas constituintes dos
criptocromos, promovendo uma alteracdo
na sua estrutura morfologica e fisiologica e
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embora os fotorreceptores de luz azul e
UV-A sejam o0s criptocromos, algumas
respostas no desenvolvimento in vitro
podem divergir, como o nimero de folhas
e altura dos brotos, indicando mecanismos
diferentes de acdo deste grupo de
fotorreceptores. Esta variacdo, de acordo
com Kerbauy (2012) pode ser mediada por
diferentes tipos de criptocromos e por isso
a variagao na fisiologia do
desenvolvimento.

Para a massa fresca, apenas o0s
explantes cultivados sob espectro luminoso
vermelho suplementados pela concentragao
de 1,0 mg L' de BAP apresentaram
significancia dos resultados (Tabela 2).
Segundo Taiz et al. (2017), a qualidade da
luz fornecida ao material vegetal é
fundamental para regular as vias
bioguimicas envolvidas na morfogénege e
no crescimento da planta. Dessa forma, a
luz vermelha promove um acUimulo de
carboidratos, crescimento foliar e algumas
alteracbes anatdmicas (HUNG et al,,
2016), acarretando num aumento da massa
fresca dessas plantas. No entanto, a
influéncia da qualidade de luz sobre as
caracteristicas ~ de crescimento e
desenvolvimento estd fortemente associada
a espécie vegetal cultivada (HUNG et al.,
2016; TAIZ et al., 2017).

Quanto a oxidacdo dos explantes
(Tabela 2) foi possivel observar que
explantes cultivados em meio contendo 1,0
mg L de BAP e sob o espectro vermelho
apresentaram 0 menor percentual de
oxidacdo (5%), porém, sob espectro azul e
nesta mesma concentragdo de BAP ocorreu
um maior percentual oxidacdo (53%). A
reducdo do percentual de oxidagdo nos
explantes tratados com 1,0 mg L™ de BAP
e sob o espectro vermelho confirma os
dados obtidos com relacdo a massa fresca,
pois nesta condicdo houve a maior
producio de massa fresca (2,4 g cm™).

Com relagéo a coloracdo dos PLBs
0s resultados observados ndo apresentaram
diferengas  significativas  entre  0S

tratamentos, sendo verificada uma media
de 2,3, ou seja, a grande maioria
apresentou uma coloracdo verde clara
(Tabela 2). Galdiano Junior et al. (2012) ao
avaliarem o efeito da luz branca e
vermelha sob o0s teores médios de
pigmentos fotossintéticos em plantulas de
Cattleya loddigesii constataram que a luz
branca proporcionou maior producdo de
clorofila a, clorofila total, carotendides e
relacdo clorofila a/b, enquanto que a luz
vermelha  proporcionou uma  maior
producdo de clorofila do tipo b. Com
relacdo as moléculas de clorofila é
importante  destacar a diferenca na
coloracéo entre os dois principais tipos, a e
b. A clorofila a em razdo do espectro de
absorcdo apresenta coloracdo verde-
azulada, enquanto a clorofila b apresenta
coloragéo verde-amarelada. A diferenca na
coloracdo se deve a clorofila a apresentar
dois picos de absorcdo: na regido do azul-
violeta e na regido do vermelho, sendo os
comprimentos de ondas iguais a 440 e 675
nm, respectivamente e a clorofila b uma
banda de absor¢do na regido do azul-
violeta (453nm) e outra na regido do
vermelho (675nm) (RABINOWITCH &
GOVINDJEE, 1969). De acordo com Taiz
et al. (2017), as clorofilas a e b séo
encontradas numa proporcdo média de 3:1,
respectivamente, porém, essa proporcao
varia com a espécie, idade da folha,
localizagdo da folha na copa da planta.
Além disso, de acordo com os ultimos
autores, em plantas umbréfitas (adaptadas
a locais sombreados) esta relacdo € menor
que em plantas heliofilas (adaptadas a
condicdes de alta irradiancia).

Quanto ao aspecto geral dos calos e
protocormos de Cattleya nobilior é
possivel observar maior diferenciacdo dos
calos em protocormos principalmente na
presenca de BAP independentemente do
espectro testado (Figura 3). Na auséncia de
regulador os calos permanecem menos
diferenciados, mais friaveis e com menor
teor de pigmentos.
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0mgL' BAP
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0,5mg L' BAP

1,0mg L BAP

Figura 3. Aspecto geral dos calos e Protocormos like bodies aos 60 dias de cultivo in vitro de
Cattleya nobilior em diferentes espectros luminosos e concentraces de BAP. Foto: Claudia

Roberta Damiani

CONCLUSAO

Para obtencdo de maior massa fresca
e menor oxidacdo dos protocormos de
Cattleya nobilior a partir de calos,
recomenda-se a utilizagdo do meio de
cultura MS suplementado com 1,0 mg L*
de BAP, sob espectro luminoso vermelho,
enguanto gue, o cultivo em meio contendo
05 mg L! de BAP e sob espectro
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