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1. Introducao
1.1. Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae, uma das maiores e diversificadas entre as angiospermas, ¢
taxonomicamente uma das mais evoluidas entre as monocotiledoneas, sendo representada
por 1.800 géneros (Watanabe 2002), com cerca de 35 mil espécies descritas (Singh 1992),
além dos hibridos. Segundo Pridgeon (1995), as orquideas ocupam quase todo tipo de

habitat, exceto tundras e regioes desérticas.

O Brasil possui invejavel diversidade e quantidade de espécies da familia
Orchidaceae (Sachs 2002). A familia apresenta inumeros hibridos intergenéricos, existindo
acima de 100.000 hibridos (Sheehan & Sheehan 1994) como Laelio-Cattleya, Brasso-
Cattleya, Brasso-Laelio-Cattleya, Cattleya-Bultonia, Sophro-Cattleya, Sophro-Laelio-

Cattleya, Dendro-Phal, Miltoniopsis, todos de alto valor comercial.
1.2. Género Phalaenopsis

A palavra Phalaenopsis origina-se do grego phalaina que significa mariposa e
opsis aparéncia (Pridgeon 1995) e tem procedéncia no norte da Austrélia, sudeste da Asia,
montanhas do Himalaia, Indonésia e Filipinas (Sheehan & Sheehan 1994). O habito de
crescimento ¢ epifitico com 60 espécies descritas (Harper 2004). O género Phalaenopsis
tem alto potencial ornamental e comercial, ndo s6 no mercado nacional como também
internacional, pois € uma das poucas plantas da familia Orchidaceae que floresce a cada 6
meses ¢ apresenta grande durabilidade da inflorescéncia. Segundo Paul & Starosta (1998),
a maioria dos hibridos de Phalaenopsis provém de cruzamentos entre P. amabilis (Lineu)
Blume (Figura 1) e Phalaenopsis stuartiana (Rchb. f) (Figura 2). Seu crescimento ¢

monopodial onde as folhas se dispdem de forma alternada sobre as gemas axilares.



Figura 2. Flores de Phalaenopsis stuartiana (Pridgeon 1995).

As plantas do género Phalaenopsis podem ser propagadas de forma sexuada e
assexuada. Na propagacdo sexuada, apos a polinizagdo, formam-se frutos do tipo cépsula
com sementes que se tornam maduras entre 6 a 8 meses (Figura 3) e, em geral, produzem
poucas sementes, quando comparadas as capsulas do género Cattleya. Uma céapsula de
Phalaenopsis produz aproximadamente 4 mil mudas em condicdes in vitro, desde de que
sejam feitas 4 repicagens (Figura 4), com aproximadamente 1 ano de cultivo in vitro. Nao

havendo repicagens, os protocorméides ndo se desenvolvem plenamente (Figura 5).



Segundo Kikuchi (2006), as plantulas do género Phalaenopsis necessitam de 30 dias entre
as repicagens totalizando 6 passagens, sendo este um dos fatores importantes na produgao
comercial, pois as plantas comegcam a competir por nutrientes, agua, espaco e

luminosidade.

A propagacao assexuada pode ser in vivo e ex vitro. A técnica in vitro é realizada
através da inoculacdo de fragmentos de folhas, raizes, ponta da raiz, laminas e nés da haste
floral em meio de cultura asséptica, com a adigdo de reguladores de crescimento. Na
propagagdo assexuada ex vitro podem ser utilizados o n6 da haste floral, o broto lateral
(gemas axilares originam brotos inteiros em detrimento da haste floral) e fragmentos de

raiz como ¢ o caso de Phalaenopsis lueddemanniana (Rchb. f) (Arditti & Ernst 1993).

Figura 3. Capsulas de P. amabilis com aproximadamente 6 meses ap0s a polinizagdo, barra
=2 cm (Ori 2001).

Figura 4. Mudas de P. amabilis cultivadas in vitro com aproximadamente 360 dias de
cultivo (quarta repicagem), barra = 1,5 cm (Ori 2003).



Figura 5. Protocorméides de P. amabilis com aproximadamente 360 dias de cultivo que
nao foram repicados, barra = 0,5 cm (Ori 2003).

As gemas axilares do género P. amabilis podem dar origem a mais de uma haste
floral ou a mudas laterais (Arditti & Ernst 1993). A primeira floragdo de P. amabilis ocorre
no periodo de 3 a 4 anos apods a aclimatizacdo, apresentando 6 flores, podendo exibir até
18 flores por haste floral (Harper 2004). As flores tém durabilidade aproximada de 45 dias,
sendo que apds o corte da haste floral, outra inflorescéncia cresce apos 6 meses de cultivo

em condic¢des de estufa (Holttum 1996).

1.3. Mercado mundial de flores e plantas ornamentais

O mercado de plantas e flores ornamentais foi denominado como “industria de
flores” por movimentar bilhdes de dolares. Esta conotagdo é apropriada por envolver todos
os segmentos da cadeia produtiva, dos insumos aos agentes da intermediacdo e varejo, até
o consumidor final. Paises como Noruega, Suica, Suécia, Dinamarca ¢ Itilia sdo os
maiores consumidores com mais de US$ 100,00 per capita por ano, 0 que mostra uma

importante perspectiva comercial da industria de flores no mundo (Matsunaga 1997).



As técnicas de cultura in vitro, no setor de floricultura, vém sendo amplamente
utilizadas para a propagacdo de grande numero de espécies, apresentando rapida
multiplicagdo em relacdo aos métodos convencionais, possibilitando o fornecimento de
mudas em maior quantidade, qualidade fitossanitaria, de alto valor ornamental, producao
em curto espaco de tempo e em pequena area cultivada (Bosa et al. 2003). A produgdo in
vitro a partir de sementes de orquideas no Brasil mostrou-se viavel por obter uma receita

liquida de 52 % em uma produgdo de 3 mil mudas (Stancato ez al. 2001).

1.4. Cultura de tecidos

A cultura de tecidos em condic¢des assépticas ¢ um método utilizado em programas
de melhoramento, conservacdo e aumento da variabilidade das espécies para fins de
selecdo em plantas ornamentais (Ferreira et al. 1998). Segundo Bosa et al. (2003) a técnica
de propagagdo in vitro vem sendo utilizada com amplo sucesso para producdo de mudas

em escala comercial.

Os tecidos cultivados in vitro sdo mantidos pelos nutrientes organicos ¢ minerais do
meio de crescimento, enquanto a expressao morfoldgica das células ou de 6rgios vegetais
pode ser controlada por fatores como variagdes nas concentragdes nutricionais ou
reguladores de crescimento nos meios de cultura, que definem respostas especificas para

cada espécie (Caldas et al. 1998).

O método consiste em 5 etapas: a) fase zero, com a selecdo da planta matriz e
preparacdo do explante (cuidados fitossanitarios), b) fase 1, assepsia do material e
estabelecimento em cultura asséptica, ¢) fase 2, multiplicagdo dos explantes, d) fase 3a,

inducdo da parte aérea e fase 3b, inducdo radicular e pré-aclimatizacdo, e ¢) fase 4,



aclimatiza¢ao em casa de vegetacdo (Carvalho 1978, Debergh & Maene 1981, Guimaraes

1994).

1.4.1. Meios de cultura

Na cultura de tecidos em plantas de Phalaenopsis sdo utilizados varios tipos de
meios nutritivos, tanto para propagacao vegetativa como através de sementes (Arditti &
Ernst 1993). Park et al. (2002), avaliaram a taxa de sobrevivéncia de plantas do género
Phalaenopsis, utilizando diferentes meios de cultura, sendo um deles o adubo comercial
Hyponex de formula 20-20-20 (N:P:K). Os autores observaram que o meio de cultura de
Murashige & Skoog (1962) foi um dos melhores meios de cultura proporcionando 62 % de
sobrevivéncia dos portocormoides. Chen et al. (2000) utilizando a metade da concentragdo
de macronutrientes ¢ micronutrientes do meio de cultura MS obtiveram resultados
excelentes no estabelecimento e na regeneracdo de calos de plantas do género
Phalaenopsis.

O meio MS ¢ utilizado em cultura in vitro em varios géneros da familia Orchidaceae
podendo citar o trabalho de Martin (2003) com Ipsea malabarica, Lu et al. (2002) com
Phalaenopsis sp., Chen et al. (2002) com Paphiopedilum sp., Sobhana & Rajeevan (2002a)
com Dendrobium sp., Yang et al. (2002) com Cymbidium sp. e Torres & Mogollon (2002)
com Cattleya mossie, entre outros.

No cultivo in vitro de orquideas, compostos organicos como agua de coco e extrato
de frutas sdo comumente utilizados para estimular o crescimento de protocormoides e
mudas in vitro (Arditti & Ernst 1993). Estes extratos vegetais podem afetar o
desenvolvimento da planta devido a presenga de varias substidncias como hormdnios
vegetais, aminodcidos, peptonas e vitaminas que se apresentam de forma indefinida,

podendo alterar a composi¢ao quimica do meio de cultura e que sdo variaveis conforme o



lote e periodo de preparo. Segundo Giatti (2005), o uso de componentes organicos como
agua de coco ¢ benéfico nas culturas de tecidos de hibridos de Cattleya, mas deve ser dada
maior aten¢do a maneira como se emprega essas substancias, pois possuem uma quimica
indefinida onde podem gerar alteragdes no meio de cultura, como oscilagdes no pH e
acréscimo de mais reguladores de crescimento em quantidades ndo mensuraveis. Sobhana
& Rajeevan (2002b) verificaram que no meio de cultura MS, a adi¢do de polpa de banana,
agua de coco, NAA e IBA foram favoraveis a germinacao e desenvolvimento de sementes
de hibrido de Dendrobium, mostrando melhores resultados, quando comparado aos meios

Vacin & Went (1949) e Knudson (1946).

1.5. Trocas gasosas em cultivo in vitro

Grout & Aston (1977), trabalhando com rosas cultivadas in vitro, observaram uma
alta taxa de sobrevivéncia (84 %) na aclimatizagdo quando se utiliza algoddo na vedagao
dos frascos, reduzindo a umidade e possivelmente estimulando a sintese de cera
epicuticular, permitindo maior atividade fotossintética in vitro pela disponibilidade de CO,
da atmosfera interna e reduzindo a concentracdo de gés etileno. Por outro lado, plantas
cultivadas in vitro fechadas hermeticamente tiveram reducao no nivel de clorofila, aumento

de CO; onde ndo favorecerao o desenvolvimento dos explantes (De Proft et al. 1985).

1.6. Fonte e dreno

A fonte de carbono metabolizado nas angiospermas provém do tecido
fotossinteticamente ativo (folhas, caules, frutos e raizes verdes) e a produgdo de
carboidratos oriunda das folhas maduras ¢ utilizada como fonte de energia para tecidos em
crescimento e desenvolvimento (dreno) como novas raizes e folhas, flores, bulbos,

tubérculos e frutos (Roitsch & Ehneb 2000).



Os carboidratos sdo uma importante fonte de energia para o crescimento e
desenvolvimento de raizes atuando como fonte de energia e de esqueletos de carbono para
os tecidos jovens e também na manutencdo do potencial osmético do meio celular (Itai &

Birnbaum 1996).

1.7. Carboidratos

Os actcares soluveis sdo essenciais ao metabolismo, no desenvolvimento ¢ em
muitos processos fisioldgicos (Gibson 2000) e metabdlicos tais como a fotossintese ¢ na
sintese e degradacdao de amido em plantas superiores (Koch 1996, Krapp et al. 1993). Chu
& Figueiredo-Ribeiro (2002) observaram que a utilizagdo de sacarose nas concentragdes de
1,5 a 8 % em plantas do género Dioscorea cultivadas in vitro, retardou o desenvolvimento
das folhas em relacdo as plantas que foram cultivadas em ambiente natural, porém

estimularam a formacao de bulbilhos nos caules.

Segundo Kraus et al. (2004), os carboidratos estdo envolvidos no processo que
antecedem a divisdo celular, possivelmente servindo como fonte de energia, pois quando
cultivaram épices radiculares isolados de Catasetum frimbiatum in vitro, durante 24 a 48
horas, observaram a presenca de amiloplastos na regido subapical e adjacéncias, sendo que
apds 72 horas estas organelas ndo estavam mais presentes. Léon & Sheen (2003)
mostraram que houve uma interagdo complexa entre aglicares e reguladores vegetais
(etileno e acido abscisico), quando mutantes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. foram
cultivados in vitro em diferentes concentracdes de aclcares exogenos, onde as raizes
apresentaram um desenvolvimento diferenciado e que podem ter sido estimulados por um

mesmo sinal em diferentes concentragdes de carboidratos.



A sacarose ¢ um componente importante no meio de cultura in vitro, servindo como
fonte de esqueleto de carbono e energia. Faria ef al. (2004) cultivando Dendrobium nobile
Lindl. (Orchidaceae) em diferentes concentragdes de sacarose em meio de cultura MS
observaram que houve crescimento da parte aérea in vitro sem a adi¢do de reguladores de

crescimento, porém ndo estimularam o crescimento de novas raizes adventicias.

White (1934), em seus estudos pioneiros com raizes de tomate, mostrou que a
sacarose foi superior a outros tipos de carboidratos no estimulo do crescimento deste
orgdo. Altos valores na relagdo de carbono/nitrogénio favorecem o enraizamento, através
do balango das concentragdes de carboidratos soluveis como sacarose, frutose e glicose,
que conseqiientemente irdo atuar na parte aérea (Read 1990). Segundo Van't Hof (1968),
os carboidratos possuem papel fundamental no processo de divisao celular no apice
radicular e em seu experimento com Pisum sativum L., as células de raizes excisadas nao
se dividiram até ser adicionada sacarose ao meio de cultura. Arditti (1984) detectou
diferentes carboidratos em P. amabilis, sendo que os principais foram a xilose, glicose,

sacarose, manitol e sorbitol.

Tokuhara & Mii (2001) estabeleceram protocolos para a micropropagacao de
plantas do género Phalaenopsis, a partir de gemas das hastes florais, utilizando diferentes
fontes de carboidratos como maltose, sorbitol, sacarose, frutose e glicose, estimulando a

formagao de protocormoides e calos em cultura de células em suspensao.

1.8. Amido

Grande parte do desenvolvimento das células vegetais envolve a degrada¢dao do
amido, tendo como fonte os carboidratos presentes nas raizes, tubérculos, cotilédones e

folhas (Smith et al. 2005).
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O amido ¢ o composto de reserva em plantas superiores, servindo como fonte de
energia para o desenvolvimento inicial da planta e tem como produto de sua hidrolise, a
maltose (dissacarideo) e a glicose (monossacarideo) que estdo presentes tanto nas fragdes
de amilose (soluvel em &gua) como nas fracdes de amilopectina (insolivel em agua)

(Badenhuizen, 1965).

1.9. Proteina

As proteinas correspondem a aproximadamente 30 % da massa seca total de uma
planta tipica (Taiz & Zeiger 1998), englobando as estruturas citoesqueléticas (microtibulos
e microfilamentos), as proteinas de reservas principalmente de sementes (globulinas e
prolaminas), as enzimas como catalisador bioldgico e em menor quantidade os peptideos e

0s aminoacidos.

A sintese de proteinas ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso (75 % do total),
onde o RNA mensageiro permite a correta seqiiéncia de ligagdes peptidicas de
aminoacidos (Spremulli 2000). Os aminoacidos sdo compostos de esqueleto de carbono
(derivado da glicolise, fotossintese, via pentose ou ciclo do acido citrico) e estdo
associados ao nitrogénio inorganico (H;N") sendo o glutamato, a glutamina, o aspartato e a
asparagina os principais compostos fornecedores do nitrogénio para os demais

aminoacidos translocados pelo floema (Coruzzi & Last 2000).

Segundo Peres & Kerbauy (2004), pelo menos 2 proteinas (invertase e
transportadora de hexoses) tém participagdo direta nos drenos, as quais sdo necessarias
para o descarregamento do floema, sendo que a enzima invertase favorece o fornecimento
continuo de carboidratos e, ao mesmo tempo, a hexose é necessaria para que os agucares

entrem nas células do tecido dreno.
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Altos niveis de proteina podem estar relacionados a grande taxa de divisdo mitdtica,
pois a sintese de novas proteinas acarreta mudangas morfologicas e bioquimicas durante as

fases de crescimento e desenvolvimento (Gutmann et al. 1996, Silveira et al. 2004).

1.10. Enraizamento

A rizogénese ocorre no periodo de uma a trés semanas e pode ser dividida em trés

etapas: indugdo, iniciagdo e alongamento de raizes (Grattapaglia & Machado 1998).

Algumas espécies podem enraizar de forma rapida, outras sdo lentas ou, também,
podem ndo enraizar in vivo (Ford et al. 2002), mostrando a importancia do estudo
bioquimico e fisiologico, quando se trata de indugdo de raizes adventicias. Em condigdes
de cultura in vitro, a fase de enraizamento e posterior desenvolvimento ¢ um dos maiores
obstaculos na propagacdo, podendo-se classificar os explantes em: (a) de facil
enraizamento que ocorre através do tratamento com auxinas, observando-se a
desdiferenciagdo de células e acimulo de amido em até 24 horas, a indugdo e a formacao
de raizes seguindo-se a degradacdo de amido em 24 a 96 horas e diferenciacdo, com a
visualizacdo de primordios radiculares apos 96 horas; a utilizagdo de reguladores pode ser
suspensa na ultima etapa; e (b) de dificil enraizamento, em que a inducdo e

desenvolvimento ocorrem em um periodo muito mais extenso (De Klerk 2002).

Novos estudos de indugdo ¢ desenvolvimento de raizes estdo sendo conduzidos,
tendo como interesse o acumulo de compostos secundarios nestes 6rgaos, exsudados que
afetam a rizosfera, a fitoremediagdo de metais toxicos, micorrizas, interagdes com outros
fungos (Bais et al. 2001) e as novas abordagens genéticas no desenvolvimento do sistema
radicular em relagdo aos sitios ativos de auxinas, tendo como base o seqiienciamento do

DNA de Arabidopsis thaliana (Terasaka et al. 2005, Wang et al. 2005), bem como 0s
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aspectos globais, correlacionando a dinamica das raizes, como aumento de gas carbdnico,
deposicdo de nitrogénio e acidificagdo do solo (Norby & Jackson 2000) e ainda o ciclo de

carbono, nas quais as raizes podem ser consideradas reservatorios (Gill & Jackson 2000).

De acordo com Itai & Birnbaum (1996), as raizes produzem hormonios que sao
translocados para as partes superiores da planta, influenciando a taxa e a natureza do
desenvolvimento do sistema caulinar. O aprimoramento da técnica de cultura in vitro
possibilitou o acesso direto ao tecido radicular e também o controle mais rigoroso das
condi¢des de cultivo, abrindo novas perspectivas para o estudo deste 6rgdo. Segundo
Torrey (1976), as raizes passaram a despertar interesse dos pesquisadores, ndo s6 do ponto
de vista morfoldgico e anatdmico, como também fisioldgico e ecoldgico destacando-se: a)
as raizes t€ém uma organizacao meristematica menos complexa que a do apice caulinar; b)
as raizes produzem hormonios (citocininas, auxinas ¢ acido abscisico) que sdo
transportados para outras partes da planta e, conseqiientemente, irdo influenciar no
desenvolvimento destas; ¢) o apice radicular possui todos os estidgios de diferenciagdo
celular, tornando-se interessante para o estudo no desenvolvimento e crescimento; d) as
raizes sdo Orgdos importantes no que se refere a absorcao de agua e de ions inorganicos, e
na manutengao destes no substrato bem como a interacdo com fungos; e e) as raizes podem
formar gemas como mecanismo de reprodugdo vegetativa para garantir a sobrevivéncia da
espécie, além de contribuir como reserva de compostos organicos ¢ agua na familia

Orchidaceae (Arditti & Ernst 1993, Bais et al. 2001).

A indugdo de sistemas radiculares funcionais in vitro é dificil, devido a auséncia de
pélos absorventes nesta fase de desenvolvimento ocasionando a morte da planta logo apods

a transferéncia ex vitro; dessa forma, ¢ necessario que as raizes que serdo transplantadas
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sirvam como fonte de energia para produzir novas raizes funcionais na fase de

aclimatizacao (Debergh & Maene 1981).

1.10.1. Enraizamento em Orchidaceae

As raizes das plantas da familia Orchidaceae sdo fasciculadas e ndo possuem pélos
absorventes, sendo composta por cambio vascular, cortex e velame (Arditti 1992). A
principal caracteristica das raizes de orquideas epifitas ¢ a presenga do velame que em
condi¢des in vivo e ambiente seco, possuem coloragdo branca. Em ambiente umido a
coloracdo se torna esverdeada devido a presencga de clorofila, sendo um 6rgdo altamente
eficiente na fotossintese, podendo fixar aproximadamente 73 % de carbono na auséncia de
estresse hidrico (Winter & Holtum 2002). Kerbauy (1998) destaca que as raizes de
orquideas representam um Unico sitio ativo de fixacao de didxido de carbono e estes 6rgaos

podem desempenhar outras atividades como propagacao vegetativa.

Em plantas do género Phalaenopsis, o velame é composto por 2 a 3 camadas de
células lignificadas. Essas células podem ser tanto longas como curtas, sendo que as
primeiras sdo geralmente células mortas quando atingem a maturidade e as células curtas
sdo vivas. O velame pode servir como 6rgdo de reserva (dgua e nutrientes) e protecao,
principalmente para raizes de orquideas epifitas, pois estes ndo possuem a protecdo fisica

do solo como as espécies terrestres (Arditti & Ernst 1993).

Segundo Paul & Starosta (1998), as raizes de orquideas possuem 3 fungdes: captar
dgua e sais minerais, fixar solidamente a planta ao substrato e fotossintese pelas raizes,
sendo a quantidade de carbono fixado pelas raizes do género Phalaenopsis ¢ maior do que
nas folhas (Avadhani et al. 1990). Com relagdo a fixagdo de carbono pelas raizes, segundo

Tanaka et al. (1999) a concentracdo de CO, ndo interferiu no crescimento de explantes de



14

hibrido de Cymbidium cultivados in vitro. Em condi¢des in vivo, Li et al. (2002)
mostraram que as raizes do hibrido de Oncidium, ap6és 2 meses de crescimento em
ambiente com alta concentra¢do de CO,, tiveram maior crescimento das raizes em relagao
as plantas com baixos indices de CO,. Pindel & Miczynski (1996) trabalhando com
fragmentos de folhas e raizes de hibridos de Cymbidium cultivados em meio MS apoés a
fase de multiplicagdo, induziram a formagao de raizes nos protocormdides com a utilizagao

de 18 mg L' ABA.

Segundo Slump (2004), o crescimento das raizes ¢é essencial para o
desenvolvimento das orquideas pois também aumentam a capacidade de absorc¢ao de dgua,

nutrientes e associagdes com fungos.
1.11. Reguladores vegetais no enraizamento

Os hormonios ou reguladores vegetais atuam nao s6 através da alteragdo de suas
concentragdes, como também através de mudangas na sensibilidade das células receptoras

a estes compostos (Trewavas & Cleland 1983).

Segundo Mercier (2004), a agdo das auxinas no alongamento celular depende da
afinidade da ligagcdo entre a auxina e a proteina receptora na membrana da célula. A
proteina ABP1 (auxin binding proteinl) é caracterizada como uma proteina receptora que
tem alta afinidade com a auxina porém, na membrana plasmatica, ela se encontra em
menor quantidade. Segundo Napier (2001), a proteina ABP1 esta associada a indugdo de

raizes adventicias além do alongamento celular.

Uma outra proteina chamada de RX, ainda ndo identificada, tem menor afinidade

com a auxina e encontra-se em menor quantidade. Neste caso, quando a auxina se encontra
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em maior quantidade, ha uma ligagdo entre a proteina receptora RX e auxina que controla a

divisdo celular (Mercier 2004).

Recentemente, Woodward & Bartel (2005a) trabalhando com Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh, encontraram um sitio proteico promotor no proprio DNA. Esta proteina
receptora denominada T1R1 (Transport inhibitor response 1) esta ligada a fita de DNA
que impede o RNA polimerase de se ligar ao sitio de transcri¢do. Quando a auxina se liga a
esta proteina receptora, forma-se um complexo proteina-auxina que se desliga da fita de
DNA, possibilitando que a enzima RNA polimerase se ligue ao sitio promotor e
desencadeia o processo de formagdo do RNA mensageiro, seguindo-se a tradugdo de

enzimas e proteinas.

Nos vegetais superiores, os sitios de sintese hormonal ndo s3o tdo definidos e
localizados estruturalmente como nos animais (Trewavas 1981). As auxinas sao os Unicos
reguladores de crescimento que aumentam a formacao de primordios radiculares (Taiz &
Zeiger 1998), sendo predominantemente obtidas em tecidos jovens (Davies 1995) e de
forma inversa, as citocininas sdo produzidas principalmente nas raizes (Itai & Birnbaum

1996), estimulando a iniciacdo de gemas caulinares (Pillary & Railton 1993).

Segundo Zaidan (1975), o crescimento da raiz, conseqiiéncia do funcionamento do
meristema apical, sempre despertou interesse, tanto sob o ponto de vista fisioldogico quanto
anatomico. Quanto a formacao de raizes, € conhecido a observacao de que estacas dotadas
de folhas e gemas em desenvolvimento formam raizes mais facilmente do que estacas
desprovidas de folhas e gemas. A auxina produzida na parte aérea ¢ o principal fator de

estimulo a formagao de raizes (Vannest et al. 2005).
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Os reguladores de crescimento na cultura in vitro sao adicionados para suprir as
deficiéncias dos teores endogenos do proprio explante, estimulando respostas de interesse
para diferenciagdo, crescimento, alongamento e multiplicagdo celular (Grattapaglia &

Machado 1990).

As auxinas sdo os unicos reguladores de crescimento que aumentam
consistentemente a formacdo de primordios radiculares, pelo menos em tecidos que
naturalmente apresentam certa predisposi¢do ao enraizamento (Haissig 1972), contudo as
respostas as auxinas ndo sdo universais (Hartmann & Kester 1983), ou seja, algumas
espécies enraizam com dificuldade ou ndo enraizam, mesmo com a utilizacdo deste tipo de

regulador.

Segundo Bridges et al. (1973), as auxinas presentes nas raizes sdo de origem
caulinar. Outros autores, entretanto, consideram que esta pode ser sintetizada no apice
radicular (Moore 1979). Dore & Williams (1956) verificaram que a alta concentragdo de
auxinas em 4apices radiculares de Armoracea rusticana inibiu a formacdo de gemas,

todavia, concentragoes relativamente baixas deste hormonio foram estimulatorias.

Wardell & Skoog (1969a, 1969b, 1973) verificaram que a utilizagdo exogena de
auxinas em altas concentragdes in vitro, aumentou a formagdo de gemas em Nicotiana
tabacum cv. Wisconsin-38. Por outro lado, em baixas concentragdes induziu a

neoformacao de gemas florais.

Uma das auxinas mais utilizadas na indug¢@o do enraizamento ¢ o AIB (acido indol-
butirico) (Bachelard & Stowe 1963, Grattapaglia & Machado 1998, Radmann et al. 2002),
que em associagdo com outras auxinas podem promover maior nimero de raizes do que

isoladamente (Hartmann & Kester 1983).
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Tanaka et al. (1976) trabalhando com P. amabilis obtiveram poucos
protocorméides a partir de fragmentos de raizes de mudas provenientes de semente, sem a
adi¢ao de reguladores de crescimento. Kerbauy (1984a, b) trabalhando com Oncidium
varicosum conseguiu regenerar um grande nimero de plantas a partir de apices radiculares.
O mesmo resultado foi observado em Catasetum fimbriatum (Kerbauy 1984b) e Vanilla
planifolia (Philip & Nainar 1986). Diferentes tipos e concentragdes de auxinas em outras

espécies de orquideas promoveram diferentes respostas (Arditti & Ernst 1993).

Radmann et al. (2002) observaram que a adi¢ao de reguladores de crescimento em
porta-enxertos de macieira cultivada in vitro apresentou formagdo de raizes adventicias e
maior porcentagem de sobrevivéncia na fase de aclimatizacdo, indicando que raizes

induzidas na fase de cultivo in vitro sdo importantes para o desenvolvimento da planta.

Para regeneracdo de protocormoéides derivados de propagacdo via semente de P.
amabilis, Chen & Chang (2004) utilizaram 50 % da concentragdo de macronutrientes e
micronutrientes de MS onde obtiveram 100 % de protocormoides regenerados com a
adicdo de 1,0 mg L' de TDZ (Thidiazuron). No entanto, a utiliza¢gio do mesmo meio com
ANA inibiu a forma¢ao de protocormodides. A utilizagdo de altas concentragdes de AIA

(5,0 mg L) in vitro, inibiu o crescimento e desenvolvimento de Phalaenopsis sp. (Arditti

1992).

A utilizagdo de 1,0 mg L' ANA e 20 mg L' BA formam protocorméides em
Phalaenopsis sp. (Park et al. 2002). Em condigdes in vivo a utilizagdo de ANA na
concentragdo de 0,02 mg L™ induz a formagio de mudas em gemas da haste floral (Arditti

& Ernst 1993).
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Segundo Arditti & Ernst (1993), diversas respostas foram observadas em plantas de
Phalaenopsis com aplica¢do in vivo de altas concentracdes de AIB (1,0 a 5,0 mg L™),
sendo que Arditti (1992) constatou: a) inibi¢do da haste floral, b) desenvolvimento do
ovulo, pois plantas deste género produzem poucas sementes, ¢) quebra da dominancia do
monopddio, e d) inducdo de mudas laterais. Em condigdes in vitro pode ocorrer a quebra

da dominancia do monopddio e inducdo na formacao de mudas laterais.
1.11.1. Auxinas e efeitos herbicidas

As auxinas como acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o picloram tem efeito
herbicida com respostas similares as altas concentracdes de AIA no crescimento da planta.
O 2,4-D ¢ usualmente empregado no controle de plantas invasoras de folhas largas e o
picloram no controle de pds-colheita devido a sua alta atividade e persisténcia no solo.
Ambos causam epinastia das folhas, expansdo radial e alongamento da parte aérea,

podendo induzir a formagao de calos em cultura in vitro (Gianfagna 1988).

O 2,4-D ¢ um herbicida seletivo, induz a morte de dicotiledoneas e de algumas
gramineas descontrolando o seu crescimento, ndo sendo considerado persistente pois
degrada em 10 anos em condigdes naturais. Em baixas concentragdes, estimula a sintese de
RNA, de DNA e de proteinas. Com a aplicagdo continua leva ao descontrole da divisdo
celular, do crescimento e ocorre a destrui¢do do tecido vascular com a morte das plantas

entre 3 a 5 meses (Tu ef al. 2001).

O 2,4-D exibe grande atividade auxinica, apresentando menor atividade sobre as
gramineas pois apresentam diferengas nos sitios de ligagdo do regulador e também

induzem a sintese de etileno (Usui 2001).
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Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o 2,4-D induz, in vitro, a formagao de
calos mesmo em baixas concentragdes. A utilizacdo de 2,4-D in vitro em agdo conjunta
com TDZ induz a formagao de calos (Chen et al. 2000). Em condigdes in vivo a utilizagao
de 10 mg L™ 2,4-D aumenta o comprimento de mudas de Phalaenopsis sp., porém inibe o

seu desenvolvimento (Arditti & Ernst 1993).
1.12. Luminosidade

As orquideas podem comportar-se tanto como plantas CAM (em condi¢des de
estresse hidrico) ou C; (sem estresse hidrico). A mesma luminosidade pode influenciar
negativamente na inducgdo das raizes, ocasionando a reducdo dos teores de AIA enddgenos,
assim como o acumulo de fendis e seus subprodutos que podem inibir o enraizamento
(Assis & Teixeira 1998). Segundo Winter & Holtum (2002), 73,3 % da fixacdo de carbono
ocorre durante a fase escura e ¢ comum confundir plantas CAM com plantas Cs;. No
entanto, elas podem se diferenciar pela quantidade de carbono fixado durante a fase escura,
sendo que as plantas CAM fixam 71 a 77 % durante a noite, enquanto que as plantas C;

fixam apenas 1/3.

As raizes do género Phalaenopsis sao fotossintetizantes e a fixacdo de carbono ¢
maior do que nas folhas (Avadhani ef al. 1990). Para o melhor desenvolvimento e a sua
propagagdo, o sistema radicular deve ser o mais amplo possivel, com exposicao a radiacao

solar e que nos novos procedimentos de tratos culturais, os vasos sdo transparentes.
1.13. Aclimatizacio

A aclimatiza¢do ¢ um processo de adaptagdo de plantas cultivadas in vitro para o
ambiente ex vitro (Bosa et al. 2003). Segundo Naves (2001), este processo tem sido uma

das fases mais criticas e sdo poucos os trabalhos que relatam as dificuldades nesta etapa.
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Grattapaglia & Machado (1998) consideram que existem varios fatores que interferem no
processo de aclimatizagdo sendo os principais abidticos: luminosidade, nutrientes e

umidade relativa.

Cozai & Kitaya (1995) observaram que as condi¢des in vitro como umidade
relativa, temperatura do ar, alta concentragdo de CO,, ions e reguladores de crescimento
sdo alterados quando essas plantas s3o submetidas a condigdes de aclimatizagao,
dificultando o seu crescimento, ocorrendo redugdo na absor¢ao de dgua e ions pelo sistema

radicular.

Os explantes vegetais mantidos in vitro absorvem carboidratos ¢ compostos
nitrogenados inorganicos do meio de cultura em que se desenvolve, através da propria raiz
ou por difusdo nas células em contato com o meio, permitindo obter energia, esqueletos de
carbono, nitrogénio e outros ions para o seu desenvolvimento. Na aclimatizacdo, o
explante ¢ retirado das condigdes assépticas e conta somente com 0s compostos organicos
acumulados nas partes aérea e radicular, sendo necessario desenvolver novas folhas com o
processo fotossintético e estdmatos funcionais, novas raizes para fixagdo e absorcao
(Hazarica 2003). Segundo Debergii (1991), as plantas em fase de aclimatizacdo utilizam as
reservas acumuladas durante o periodo de cultivo in vitro para garantir a sua sobrevivéncia,
durante as alteragdes morfologicas e fisiologicas em respostas as condigdes do ambiente de

propagagao e crescimento.
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2. Objetivos

O aumento do numero de raizes nas plantas propagadas in vitro, ¢ de grande
importancia econdmica e horticultural pois possibilita a sustentagdo da planta na fase de
aclimatizacdo evitando com que as folhas da muda entrem em contato com o substrato.
Durante o manejo em casa de vegetagdo, podem ocorrer perdas por pragas ¢ doengas por
tombamento devido a irrigagdes e pulverizagoes.

Os tratamentos que possibilitam melhor enraizamento e maior acumulo de
nutrientes (compostos de moléculas de carbono na forma de amido e carboidratos soluveis
e moléculas nitrogenadas na forma de proteinas soluveis e peptideos) permitem maior
probabilidade de sobrevivéncia dos explantes na fase ex vitro.

A remobilizagdo dos nutrientes das folhas e das raizes acumuladas na fase in vitro
possibilitariam a formacdo ex vitro de novas folhas com o processo fotossintético
funcional, mecanismos contra perda de dgua ativos (estdmatos, cuticula e tricomas) bem
como novas raizes para fixacdo e sustentagdo no substrato, ¢ velame fotossintético,
tornando um explante autotrofico em um curto periodo, proporcionando seu melhor
desenvolvimento na fase de aclimatizagao.

O trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes concentragdes das
auxinas AIB, ANA e 2,4-D na indug¢do, no desenvolvimento e no crescimento de plantas
de P. amabilis cultivados in vitro, avaliando-se os parametros biométricos, nimero, massa
fresca e seca de folhas, raizes e brotos e as analises bioquimicas de carboidratos soluveis

totais, amido e proteina total soltivel de folhas, raizes e brotos.
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3. Material e métodos

O estudo foi desenvolvido no Instituto de Botanica, sendo as analises bioquimicas
realizadas no Laboratorio da Se¢do de Fisiologia e Bioquimica de Plantas, o cultivo in
vitro ¢ as analises biométricas no Laboratério de Cultura de Tecido da Sec¢do de

Ornamentais.

3.1. Obtencao das plantas de Phalaenopsis amabilis

As plantas de Phalaenopsis amabilis (Lineu) Blume utilizadas no estudo, com
aproximadamente 360 dias de cultivo in vitro (Figura 6), foram obtidas através da
semeadura in vitro com sementes aptas a inocula¢do provenientes de capsulas de plantas
matrizes selecionadas e mantidas na cole¢do do Orquidario Ori de Sdo Paulo (Figura 7). As
plantas matrizes foram adquiridas da cole¢do do Orquidario Habu, onde foram

selecionadas através de cruzamentos da espécie P. amabilis (Figura 8).

Figura 6. Mudas de P. amabilis com aproximadamente 360 dias de cultivo in vitro, barra =
3 cm (Ori 2004).
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Figura 7. Planta adulta de P. amabilis selecionada do Orquidario Ori, barra = 5 ¢cm (Ori
2003).

Figura 8. Planta adulta de P. amabilis selecionada no Orquidario Habu, barra = Scm (Ori
1999).

3.2. Inoculacao in vitro e condicoes de cultivo

As plantas com aproximadamente 5,0 cm de altura, 2,0 cm de largura e 2 folhas
tiveram as raizes excisadas para uniformiza¢do e sua indu¢do com os tratamentos de

auxina.

As plantas foram inoculados em meio de cultura MS (Anexo 1) modificado, com 10

% da concentracdo de macronutrientes, concentragdes normais de micronutrientes e
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vitaminas, 3 % de sacarose, ¢ 5,0 g L de agar, pH ajustado para 5,8 ¢ acrescido de

diferentes concentragdes de auxinas.

Com a finalidade de estabelecer o melhor tratamento para o estimulo e emissao de
novas raizes das plantas de P. amabilis, foram adicionados ao meio MS as auxinas ANA,
AIB nas concentragdes de 0,2; 1,0 e 5,0 mg L'e 2,4-D nas concentragoes de 0,032; 0,160
e 0,800 mg L' e os respectivos controles (tratamentos sem adi¢io de reguladores de

crescimento).

Foram adicionados 60 mL dos meios de cultura em frascos de vidro transparente,
com capacidade de 500 mL, fechados com tampa de polipropileno adaptada com tubete
também de polipropileno preenchida de algodao hidréfobo e autoclavados por 20 minutos,
a 121 °C e 1,2 atm. Foram inoculadas 5 plantas por frasco em condi¢des assépticas e
posteriormente, colocados em sala de crescimento com 25,0 pmol m? st de radiagao
fotossinteticamente ativa (PAR), temperatura média de 25 °C, fotoperiodo de 12 horas,
sendo o intervalo de iluminagdo das 6h as 18h e incubadas durante 120 dias. As trocas dos

meios foram realizadas a cada 30 dias até completar 120 dias de cultivo.
3.3. Coleta do material para as analises biométricas e bioquimicas
3.3.1. Analises biométricas e preparo das amostras

As coletas foram realizadas aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo, onde foram

retiradas aleatoriamente 2 frascos, totalizando 10 plantas analisadas por tratamento.

As variaveis biométricas analisadas foram o nimero, massa fresca e massa seca de
raizes, folhas e brotos. Foram considerados como brotos, as massas celulares compactas de

coloracdo esverdeada que surgiram na fase de induc¢do no inicio do experimento, com
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estruturas semelhantes a gemas. As plantas foram pesadas em balanca analitica para
determinagdo da massa fresca de cada 6rgdo considerado. Em seguida, cada material foi
congelado a uma temperatura de -18 °C e liofilizado, obtendo-se as respectivas massas

S€cas, exXpressas €m gramas.

O material seco de cada planta foi reunido nos respectivos tratamentos, triturado em
micromoinho com peneira de malha 0,2 mm e dividido em 3 amostras de 100 mg para

realizacdo das extracdes e analises bioquimicas.
3.3.2. Extracao e determinacao dos teores de carboidratos soluveis totais

As extragdes para as andlises bioquimicas dos periodos de 30 e 120 dias foram

realizados nos mesmos individuos utilizados nas analises biométricas.

A partir de cada amostra liofilizada e triturada (100 mg de massa), foi realizada 3
extragdes com 5 ml de solugdo de etanol (80 %), homogeneizados durante 10 minutos em
cada extragdo. A seguir foram centrifugados a 1000 g durante 10 minutos em temperatura
ambiente, obtendo-se o extrato sobrenadante ¢ o residuo da extragdo, sendo estes

acrescidos aos respectivos sobrenadantes e o seu volume medido.

Os carboidratos soluveis totais foram determinados, em triplicata, utilizando o
método do 4cido fenol-sulfurico (Dubois et al. 1956) e a leitura realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 490 nm, os valores foram expressos em
teores de carboidratos soltveis (mg carboidrato por grama de massa seca), tendo como

padrio D-glucose (curva padrio: y = 0,0185x - 0,0273; R*= 0,9968).
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3.3.3. Extracdo e determinacio de proteina soluvel total

Ao residuo resultante da extracdo etanolica foi adicionado 5 mL de tampao fosfato
0,2 M e pH 6,7, homogeneizado por 10 minutos e centrifugado a 1000 g a temperatura
ambiente, com 3 repeticdes da extragcdo, obtendo-se os sobrenadantes ¢ o residuo. Os

sobrenadantes foram reunidos e o volume final mensurado.

A determinagdo dos teores de proteina soluvel total foi realizada de acordo com o
método de Bradford (1976) utilizando o corante Coomassie Blue R e tendo como padrao
albumina bovina. A leitura foi realizada em espectrofotometro no comprimento de onda de
595 nm e o teor de proteina soluvel total foi expresso em mg de proteina por grama de

massa seca (curva padrao: y = 0,0095x + 0,0191; R*= 0,9802).
3.3.4. Extracao e determinacio do teor de amido

O residuo resultante das extragdes foi utilizado para extragdo de amido, adicionado-
se 5,0 mL de 4cido perclorico 52 %, homogeneizado a 4 °C por 15 minutos com agitagdo
periodica e centrifugado a 1000 g, na temperatura ambiente durante 10 minutos,

totalizando duas extracoes.

Os sobrenadantes foram reunidos e mensurados, obtendo-se o extrato de amido e o
residuo descartado. Para a andlise de amido foi utilizado como padrio D-glucose
(McCready et al. 1950) multiplicado pelo fator de correcao 0,9 (estimativa padrdo para
amido vegetal). O teor de amido foi expresso em (mg de amido g’ de massa seca),

utilizando-se a curva padrao de D-glucose.
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3.4. Analises estatisticas

O espago amostral do experimento foi de 720 plantas de P. amabilis com
aproximadamente 360 dias de cultivo in vitro, divididos em 3 tratamentos de auxinas (AIB,

ANA e 2,4-D) nas diferentes concentragdes descritas anteriormente.

As comparacdes das médias biométricas obtidas nos tratamentos de AIB, ANA e
2,4-D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias foram analisadas por ANOVA através do
programa estatistico SANEST (Zonta & Machado 1991). Foram realizadas as analises de
variancia de regressdes polinomiais de primeiro e segundo grau, sendo que as
significancias estdo dispostas nas figuras de cada tratamento e teste TUKEY com nivel de

significancia de 5 %.

As comparacdes das médias bioquimicas quantitativas de carboidratos soluveis,
amido e proteina soluvel total das folhas, raizes e brotos foram realizadas aos 30 e 120
dias. As médias foram comparadas ao nivel de significancia 5 % utilizando o teste

TUKEY.
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4. Resultados
4.1. Analises biométricas
As andlises biométricas foram realizadas utilizando-se como parametros nimero,
massa fresca e seca de folhas, raizes e brotos nas diferentes concentragdoes de auxinas aos
30, 60, 90 e 120 dias. As figuras dos anexos 2, 3 e 4 mostram aspectos gerais das plantas
nos diferentes periodos de cada tratamento.

4.1.1. Efeito do AIB no numero de folhas e raizes

A figura 9 mostra a resposta dos explantes de P. amabilis, quando submetidos aos
tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' de AIB e analisadas aos 30, 60, 90 ¢ 120 dias,
tendo como variavel o nimero de folhas.

O teste TUKEY 5o, (Anexo 5) mostra que as médias do niumero de folhas nao foram
significativas para o fator tratamento, porém foram significativas para o fator tempo (P 999
%) € apresentou interacdo entre os fatores tempo e tratamento (P 999 9,). Aos 30 dias e 60
dias todos os tratamentos foram estatisticamente iguais ao controle. Aos 90 dias os maiores
valores ocorreram no controle e na concentragio de 1,0 mg L™ de AIB, valor intermediario
com 0,2 mg L™ de AIB e menor valor para 5,0 mg L™ de AIB. Aos 120 dias o maior valor
para o numero de folhas ocorreu na maior concentragio (5,0 mg L' de AIB), valores
intermediérios foram obtidos no controle ¢ em 0,2 mg L de AIB e menor valor para o
tratamento com 1,0 mg L' de AIB.

A analise de regressao (figura 9 A - texto) mostrou que todos os tratamentos foram
significativos, variando segundo uma regressao linear, com decréscimo do numero de
folhas com o aumento do periodo de cultivo, com excegdo do tratamento com 5,0 mg L' de
AIB que variou segundo a equagdo do 2° grau e observou-se que houve perda de folhas

entre 30 e 60 dias e aumento de folhas entre 90 e 120 dias.
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Figura 9. Numero de folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L AIB nos periodos de
30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢ me - y=-0,016x+ 5,05 ¢ R?=0,59*%; AIB 02 mg -
y =-0,024x + 5,15 ¢ R*= 0,89%*; AIB | g pmg ' ¥ = -0,025x + 5,10 ¢ R* = 0,71%%*; AIB 50 g y =
0,0013x% - 0,20x + 9,92 e R? = 0,92%%**; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY 5 o, mostra as
diferencas significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras maitsculas ¢ as
diferentes letras minusculas representam as diferengas significativas entre os tempos; ns = ndo
significativo, * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 % e *** = significativo a 99,9 %.
Numero de repetigdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas.
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A figura 10 mostra a resposta dos explantes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0,
0,2, 1,0 € 5,0 mg L' de AIB, nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias, tendo como variavel o
numero de raizes. O teste TUKEY 59, (ANEXO 5) mostra que as médias para o nimero de
raizes foram significativas para o fator tempo (P 999 %), 0 fator tratamento (P 99 o) €
mostrou interagdo entre os dois fatores (P 999 9,). O nimero de raizes foi estatisticamente
igual entre os tratamentos dentro dos periodos de 30 dias, 60 e 90 dias e apresentaram
diferenca significativa aos 120 dias com maior numero de raizes no controle e na
concentragdo de 0,2 mg L de AIB e menores valores significativos para 1,0 ¢ 5,0 mg L™
de AIB (figura 10 B).

A andlise de regressdo mostra que as médias dos pontos se ajustam as retas no
controle e no tratamento com 0,2 mg L' de AIB e também se ajustam a curva do
tratamento com 5,0 mg L' de AIB, no entanto, nio foram significativos para o tratamento
com 1,0 mg L™ de AIB (figura 10 A - texto). Observa-se um aumento no niimero de raizes
com o tempo para o controle e 0,2 mg L. Para o tratamento com 5,0 mg L', um aumento

de até 60 dias e posterior redugado de 60 até 120 dias.
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Figura 10. Nmero de raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L AIB nos periodos
de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢ m, = y =0,05x - 0,05 e R? = 0,80%**; AIB 02
meL Y =0,04x + 0,75 e R* = 0,83%**; AIB | g1 'y = -0,0003%° + 0,05x + 1,52 ¢ R* = 0,99™;
AIB 54 ey =-0,0008x2 + 0,107x + 0,6 ¢ R* = 0,981*; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY
5 o mostra as diferengas significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras
maiusculas e as diferentes letras mintsculas representam as diferencas significativas entre os
tempos; ns = ndo significativo, * = significativo a 95 %, * = significativo a 95 % e *** =
significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas.
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4.1.2. Efeito do AIB na massa fresca de folhas e raizes

A figura 11 mostra a média dos valores de massa fresca das folhas no periodo de 30
aos 120 dias dos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L' de AIB, cujas médias foram
comparadas pelo teste TUKEY s¢, e de andlise de variancia da regressao das médias ao
longo do tempo.

A comparagao das médias pelo teste TUKEY 50, (Anexo 5) mostra que houve
diferenga significativa no fator tempo (P ¢s¢) e no fator tratamento (P ¢s0,). Mostrou
também interagdo entre o tempo e tratamento (P g9v;).

A figura 11 B mostra que as médias da massa fresca das folhas no controle foram
estatisticamente iguais dos 30 aos 120 dias. O mesmo comportamento foi observado no
tratamento com 0,2 mg L' de AIB. O tratamento com 1,0 mg L™ de AIB obteve maior
valor aos 30 dias, valores intermediarios aos 60 e 90 dias e menores valores de massa fresca
das folhas aos 120 dias. O tratamento com 5,0 mg L™ de AIB mostrou o maior valor para a
massa fresca das folhas aos 30 dias e menores valores nos periodos seguintes. As médias
foram estatisticamente iguais entre os tratamentos aos 30 dias e aos 60 dias, exceto para 5,0
mg L. Aos 90 dias o maior valor ocorreu no controle, valores intermediarios na
concentragio de 0,2 ¢ 1,0 mg L' de AIB ¢ menor valor para o tratamento com 5,0 mg L™
de AIB.

A andlise de regressdao (figura 11 A - texto) mostrou-se significativo para as
concentragdes de 1,0 e 5,0 mg L™ de AIB sendo que o tratamento com 1,0 mg L de AIB
reduziu a massa fresca das folhas dos 30 aos 120 dias. A concentragdo de 5,0 mg L' de
AIB teve efeito inibitorio dos 30 aos 90 dias com aumento da massa fresca das folhas apos

este periodo.
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Figura 11. Massa fresca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' AIB nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢ mg O y = 1,61x + 539,69 ¢ R? =
0,63"; AIB g2 mgr” y = 1,36x + 447,06 ¢ R = 0,60™; AIB | g g1 y = -3,54x + 745,7 ¢ R* = 0,58*;
AIB 50 me' y = 0,22x” - 39,00x + 1830 e R* = 0,98***; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY s
o, mostra as diferencas significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras
maiusculas e as diferentes letras minusculas representam as diferengas significativas entre os
tempos; ns = ndo significativo, * = significativo a 95 % e *** = significativo a 99,9 %. Numero de
repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas.
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A figura 12 mostra os valores de massa fresca das raizes no periodo de 30 aos 120
dias dos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L'de AIB. As médias foram comparadas
através do teste TUKEY 5o (figura 12 - legenda) mostrou que a média para a massa fresca
das raizes nao foi significativa para o fator tratamento, porém foi significativo para o fator
tempo (P 999 9) € ndo mostrou interag¢do entre os dois fatores.

A maior média para a massa fresca das raizes ocorreu aos 120 dias, valores
intermedidrios aos 60 e 90 dias e valores menores aos 30 dias (figura 12 B).

A analise de regressdo mostrou que todas as médias ndo foram significativas ao

longo do tempo (figura 12 A - texto).
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Figura 12. Massa fresca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0, 0 0,2, 1,0 e 5,0 mg L™ AIB nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle 0omel Y =7,50x + 63,26 ¢ R*=0,98"™;
AIBOngL y=9,72x + 48,20 ¢ R = 0,96"; AIB Lomgl |y =4,18x +238 39 ¢ R? = 0,90™; AIB 50
mel Y = 5,97x + 289,43 e R* = 0,89™; (B) anlise estatistica pelo teste TUKEY s », mostra as
médias seguidas de letras mailsculas que comparam as diferengas significativas entre o fator
tratamento ¢ médias seguidas de letras mintsculas comparam as diferencas significativas entre o
fator tempo; ns = ndo significativo e numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10
plantas.
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4.1.3. Efeito do AIB na massa seca de folhas e raizes

A figura 13 apresenta o grafico com as regressoes lineares dos tratamentos com 0,0,
0,2, 1,0 € 5,0 mg L!de AIB, mostrando os valores da massa seca das folhas aos 30, 60, 90
e 120 dias.

O teste TUKEY s (figura 13 B - legenda) mostra que a massa seca das folhas nao
foi significativa para os fatores tempo e tratamento. Nao houve interagdo entre o fator
tempo e tratamento.

A andlise de regressao mostrou que todas as médias dos pontos dos tratamentos nao

foram significativos ao longo do tempo (figura 13 A - texto).
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Figura 13. Massa seca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' AIB nos

periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢ mg Ly =0,08x + 70,41 ¢ R*=0,02";
AIB 3 mgr' y =-0,01x + 64,96 € R* = 0,02 AIB 1 g1 y = -0,57x + 97,32 ¢ R* = 0,74™; AIB
50 me ! y =-0,58x + 95,56 ¢ R? = 0,47", (B) analise estatistica pelo teste TUKEY 5., mostra as
médias seguidas de letras mailsculas que comparam as diferengas significativas entre o fator
tratamento e médias seguidas de letras mintsculas comparam as diferencas significativas entre o
fator tempo; ns = ndo significativo e niimero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10
plantas.
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A figura 14 mostra a resposta dos explantes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0,
0,2, 1,0 e 5,0 mg L' de AIB, nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias, tendo como parametro
a massa seca das raizes.

O teste TUKEY 5o (Anexo 5) mostra que as médias para a massa seca das raizes
ndo foram significativas para o fator tratamento, no entanto, foram significativas para o
fator tempo (P 99 o,) € N30 mostrou interacao entre os dois fatores. Os resultados mostram
que as raizes desenvolveram mais aos 120 dias, sendo que os valores intermediarios foram
obtidos aos 60 e 90 dias e os valores menores aos 30 dias (figura 14 B).

A andlise de regressdao mostrou que todas as médias dos pontos dos tratamentos nao

foram significativos ao longo do tempo (figura 14 A - texto).
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Figura 14. Massa seca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' AIB nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢ me ! y=0,83x-351¢ R%?=0,83",
AIB ) mgr' y=1,14x - 10,18 e R = 0,94™; AIB 1 e y = 0,57x + 19,45 ¢ R® = 0,99™; AIB 5,
meg = y=0,647x + 21,03 ¢ R?=0,77"; (B) ) andlise estatistica pelo teste TUKEY s ., mostra as
médias seguidas de letras maitsculas que comparam as diferengas significativas entre o fator
tratamento e médias seguidas de letras minusculas comparam as diferengas significativas entre o
fator tempo; ns = ndo significativo e niimero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10

plantas.
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4.1.4. Efeito do ANA no numero de folhas, raizes e brotos

A figura 15 mostra os valores da variavel ntimero de folhas no periodo
compreendido entre 30 a 120 dias, cujos tratamentos variaram nas concentragdes 0,0, 0,2,
1,0 e 5 mg L' de ANA. A comparagdo das médias, através do teste TUKEY s o, (Anexo 6),
mostra que para o fator tempo e para o fator tratamento os valores médios do niimero de
folhas foram significativos (P 999 +) € houve interacdo significativa entre o fator tempo e
tratamento (P 99 o). As médias do controle ¢ das concentragdes de 0,2 ¢ 1,0 mg L' de
ANA foram estatisticamente iguais e superiores comparados ao tratamento com 5,0 mg L
de ANA, que apresentou perda de folhas dos 60 aos 90 dias e que aos 120 dias observou-se
a formagao de novas folhas (figura 15 B). As menores médias para o numero de folhas
ocorreram no periodo de 60 e 90 dias, valores intermediarios aos 30 dias e maiores valores
aos 120 dias (figura 15 B).

A andlise de regressdo (figura 15 A - texto) mostrou os mesmos resultados
observados pela analise do teste TUKEY s+, onde todos os tratamentos foram significativos
e alcancaram o maior numero de folhas ao 120 dias, exceto o tratamento com a
concentragdo 5,0 mg L' de ANA que apresentou uma inibicio na formacio de folhas entre

30 e 90 dias.
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Figura 15. Numero de folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0e 5,0 mg L' ANA nos periodos
de 30, 60, 90 ¢ 120 dias (A) regressoes controle ¢ m L' = 0,0013x> - 0,18x + 8,72 e R =
0,97**%; ANA 3 g1 ¥ = 0,0015x* - 0, 19x+ 8,05e¢e R" = 092*** ANA 10mgL 'y =0,002x” -
0,27x + 10,38 ¢ R* = 1***; ANA 5, mgl 'y =0,0004x> - 0,0432x + 1,12 ¢ R’= 0,94"; (B) analise
estatistica pelo teste TUKEY 5 o, mostra as diferengas s1gn1ﬁcat1vas entre os tratamentos
representados pelas diferentes letras maitsculas e as diferentes letras minusculas representam as
diferencas significativas entre os tempos; ns = ndo significativo, * = significativo a 95 %, ** =
significativo a 99 % e *** = significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e
tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado.



42

A figura 16 mostra os valores da variavel nimero de raizes dos 30 aos 120 dias dos
explantes tratados nas concentragdes 0,0, 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L' de ANA. O teste TUKEY 5o,
(Anexo 6) mostra que as médias foram significativas para o fator tempo (P 999 +,), 0 fator
tratamento (P 999 o) porém ndo houve interacao significativa entre o fator tempo e o fator
tratamento. Observando apenas o fator tempo (figura 16 B), as médias foram maiores e
estatisticamente iguais aos 60 e 90 dias sendo que aos 30 e 120 dias foram menores e
estatisticamente iguais. As médias entre o controle e os tratamentos nas concentragdes de
0,2 ¢ 1,0 mg L de ANA foram maiores e estatisticamente iguais quando comparado com o
tratamento de 5,0 mg L' de ANA (figura 16 - legenda).

A analise de regressao indicou que as médias dos pontos ndo foram significativos no
ajuste de curvas em todos os tratamentos de ANA para o nimero de raizes (figura 16 A -

texto).
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Figura 16. Numero de raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L' ANA nos periodos
de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle g m, Ot y = -0,0017x*> + 0,25x - 3,85¢e R? =
0,99™; ANA (5 mer”' y =-0,0013x* + 0,18x — 1 e R* = 0,95™; ANA | e’ y = -0,0003x* + 0,03x
+ 2,80 e R* = 1,00™; ANA 50 e ' y = -0,0013x> + 0,19x - 5,10 ¢ R* = 0,65™; (B) analise
estatistica pelo teste TUKEY 5., mostra as médias seguidas de letras maitisculas que comparam as
diferencas significativas entre o fator tratamento e médias seguidas de letras minusculas comparam
as diferencas significativas entre o fator tempo; ns = nao significativo e numero de repeti¢gdes em
cada tempo e tratamento = 10 plantas.
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A figura 17 mostra o nimero de brotos que se formou apenas na concentragdo de
5,0 mg L' de ANA aos 60 ¢ aos 90 dias, sendo que apos este periodo houve redugdo no
nimero de brotos. A andlise estatistica pelo teste TUKEY 5 o, (Anexo 6) apresentou
resultados significativos para o fator tempo (P 999 +,), fator tratamento (P 999 9,) € mostrou
interagdo entre os fatores (P 9999). A analise de regressdo mostra que os pontos das médias

do niimero de brotos sdo significativos e que se ajustam na curva (figura 17 A - texto).
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Figura 17. Namero de brotos de P. amabilis no tratamento com 5,0 mg L' ANA no periodo de 30, 60, 90 e
120 dias; (A) regressio: ANA 5o g1 y = -0,0051x% + 0,46x + 15,72 ¢ R* = 0,74***; (B) analise
estatistica pelo teste TUKEY 5 o, mostra as diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos ¢ as diferentes letras mintsculas representam as diferencas significativas entre os
diferentes tempos,*** = Significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento
= 10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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4.1.5. Efeito do ANA na massa fresca de folhas, raizes e dos brotos

A figura 18 mostra os valores da massa fresca das folhas no intervalo compreendido
entre 30 a 120 dias dos tratamentos variando entre 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L'de ANA. O
teste TUKEY s, (Anexo 6) mostra que o fator tempo ndo foi significativo e ndo houve
interagdo entre o fator tempo e o fator tratamento. Apenas o fator tratamento foi
significativo (P 999 ¢). A comparacdo dos tratamentos através do teste de TUKEY s o,
permitiu inferir que a maior média da massa fresca de folhas foi encontrada no controle e
na concentracio de 0,2 mg L' de ANA, seguindo-se do tratamento de 1,0 mg L' ¢
significativamente menor no tratamento com 5,0 mg L™ de ANA (figura 18 - legenda).

A analise de regressdo mostrou que todas as regressoes foram significativas, exceto
no tratamento com 0,2 mg L™ de ANA, que nio mostrou tendéncia significativa (figura 18 -
texto). Pela analise de regressdo do controle ¢ do tratamento com 1,0 mg L™ de ANA pode-
se observar que houve reducdo da massa fresca das folhas dos 30 aos 60 dias sendo que
apos este periodo, entre 90 e 120 dias, a massa fresca das folhas cresceu nos dois
tratamentos (figura 18 A - texto). O tratamento com 5,0 mg L™ apresentou uma redugdo da
massa fresca das folhas aos 30 dias, perda total entre 60 e 90 dias e pequeno acréscimo aos

120 dias de tratamento (figura 18 A - texto).
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Figura 18. Massa fresca das folhas de P. amabilis nos tratamentos 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L'de ANA nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢, me - y= 0,06x>- 9,70x + 855,57 ¢ R?
=0,51%; ANA (5 mer' y = 0,75x + 521,40 ¢ R* = 0,11™; ANA 1§ o' y = 0,13x2 - 20,57x +
960,70 e R* = 0,99%; ANA 5, mg Uy =0,01x2 - 2,05x + 78,50 e R* = 0,98**; (B) as analises
estatisticas pelo teste TUKEY s, mostra as médias seguidas de letras maiusculas que comparam as
diferencas significativas entre o fator tratamento e médias seguidas de letras minusculas comparam
as diferencas significativas entre o fator tempo; ns = ndo significativo, * = significativo a 95 %, **
= significativo a 99 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) =
material ndo detectado.
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A figura 19 mostra os valores referentes a massa fresca das raizes no periodo entre
30 e 120 dias dos tratamentos com ANA nas concentragdes de 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg LA
comparacao entre as médias, através do teste de TUKEY 5o, (Anexo 6) mostra que a massa
fresca das raizes foi significativa para o fato tempo (P 999 +) € o fator tratamento (P 999 ),
no entanto, ndo houve interagdo significativa entre os dois fatores. Considerando apenas as
médias de cada tempo, os menores valores médios significativos foram alcangados aos 30
dias, valores intermediarios aos 60 dias e superiores aos 90 e 120 dias da massa fresca das
raizes (figura 19 B). Comparando as médias entre os periodos de analise, o maior valor
significativo para a massa fresca de raizes foi observado na concentracdo de 0,2 mg L™ de
ANA, valores intermediarios no controle e na concentragdo de 1,0 mg L' de ANA ¢ o
menor valor para o tratamento com 5,0 mg L™ de ANA (figura 19 - legenda).

As anadlises de regressdo mostraram que a massa fresca das raizes cresceu
significativamente no controle e na concentracio de 1,0 mg L' de ANA e os tratamentos
nas concentragdes 0,2 ¢ 5,0 mg L variaram com o tempo, alcangando os maiores valores

entre 60 e 90 dias (figura 19 B — texto).
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Figura 19. Massa fresca das raizes de P. amabilis nos tratamentos 0,0, 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L' de ANA nos

periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢ mg = y =6,43x + 276,92 ¢ RZ=
0,83*; ANA 2 mg Ly =-0,16x2 + 28,23x - 22,85 ¢ R*= 0,98%; ANA |, mel Y =9,20x + 69,08 ¢
R* = 0,68%* ¢ ANA 50 ey = -0,22x2 + 38,91x - 1033,10 e R = 0,63*; (B) analise estatistica
pelo teste TUKEY 5., mostra as médias seguidas de letras maiusculas que comparam as diferencgas
significativas entre o fator tratamento e médias seguidas de letras mintsculas comparam as
diferencas significativas entre o fator tempo; * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 %, ns
= ndo significativo e nimero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas.
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A figura 20 mostra o efeito de diferentes concentragdes de ANA na varidvel massa
fresca de brotos em plantas de P. amabilis. A formagdo de brotos ocorreu apenas no
tratamento com 5,0 mg L' de ANA.

O teste de TUKEY s¢, (Anexo 6) mostra que as médias para a massa fresca de brotos
foram significativas com relagao ao fator tempo (P 999 o) € ao fator tratamento (P 999 9,) €
mostrou interacao entre os dois fatores (P 999 ¢,). A massa fresca dos brotos dos 60 aos 90
dias foi maior em relagdo aos 30 e 120 dias sendo que aos 120 dias o efeito foi deletério
(figura 20 B). No tratamento com 5,0 mg L' de ANA a maior média da massa fresca dos
brotos ocorreu aos 60 dias sendo que a partir dos 90 dias, reduziu (figura 20 B).

A andlise de variancia da regressao (figura 20 - texto) mostrou as médias da massa
fresca dos brotos foram significativos e que os pontos das médias da massa fresca dos

brotos de cada tempo se ajustam na curva de regressao (figura 20 A).
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Figura 20. Massa fresca dos brotos de P. amabilis no tratamento com 5,0 mg Lde ANA nos periodos de 30,
60, 90 ¢ 120 dias; (A) regressdes: ANA sgmer Y = -0,11x° + 16,45x - 361,30 e R* = 0,72***; (B)
analise estatistica pelo teste TUKEY 5 % mostra as diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos e as diferentes letras minusculas representam as diferengas significativas entre os
diferentes tempos; *** = significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e
tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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4.1.6. Efeito do ANA na massa seca de folhas, raizes e brotos

A figura 21 mostra os valores médios da massa seca das folhas de P. amabilis nos
tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' de ANA. As analises estatisticas pelo teste
TUKEY s (Anexo 6) foram significativas para o fator tempo (P 99¢;), 0 fator tratamento (P
99.9%) porém a interagdo entre o fator tempo e o fator tratamento nao foi significativa. A
analise somente do fator tempo apresentou o maior valor aos 30 dias, valores intermediarios
aos 60 e 120 dias e menor valor aos 90 dias (figura 21 B). O fator tratamento apresentou o
controle ¢ a concentracio de 0,2 mg L' de ANA com maior massa seca sendo que os
tratamentos com 1,0 ¢ 5,0 mg L™ foram menores (figura 21 B - legenda). O tratamento com
5,0 mg L' de ANA foi inibitério para as folhas dos 30 aos 90 dias com ganho de massa
seca das folhas aos 120 dias.

A andlise de regressao nao foi significativa para todos os tratamentos (figura 21 A -

texto).
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Figura 21. Massa seca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L'de ANA nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle g mg ! y =-0,33x + 86,73 ¢ R*=
0,57"; ANA 02 mgr' ¥ = -0,07x + 67,99 ¢ R* = 0,0844™; ANA 1§ mer” y = 0,016x” - 2,62x +
128,84 ¢ R = 0,97™; ANA 50 me Ly =0,01x - 0,78 R*=0,6". (B) andlise estatistica pelo teste
TUKEY 5 o mostra as médias seguidas de letras maitisculas que comparam as diferengas
significativas entre o fator tratamento ¢ médias seguidas de letras mintsculas comparam as
diferencas significativas entre o fator tempo; ns = ndo significativo, nimero de repeticdes em cada
tempo e tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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A figura 22 mostra os valores referentes as médias da massa seca das raizes dos 30
aos 120 dias no tratamento com ANA nas concentragdes de 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' A
analise estatistica pelo teste TUKEY 5o, (Anexo 6) mostra que houve diferenga significativa
no fator tempo (P 99.99,) € no fator tratamento (P ¢992,), no entanto, a interacdo entre os dois
fatores néo foi significativa. O teste TUKEY s, apresentou o tratamento com 0,2 mg L de
ANA significativamente maior do que o de 5,0 mg L', com os tratamentos de 1,0 mg L™ ¢
controle com médias intermedidrias significativas (figura 22 - legenda).

A andlise de regressao mostra que as equagdes das retas sdo significativas para o
ganho de massa seca que ocorreu em todos os tratamentos (figura 22 A - texto) também

observado no fator tempo (figura 22 - B).
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Figura 22. Massa seca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L'de ANA nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle g mg = y =0,75x + 16,495 ¢ R? =
0,84%*; ANA g5 mer” y = 0,71x + 31,12 ¢ R® = 0,96%; ANA 1 e y = 0,48x + 19,84 e R* =
0,71** & ANA 50 mg - y=0,55x - 8,74 ¢ R?=0,47*; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY 5o,
mostra as médias seguidas de letras maiusculas que comparam as diferengas significativas entre o
fator tratamento e médias seguidas de letras minusculas comparam as diferengas significativas
entre o fator tempo; ns = ndo significativo, * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 %,
numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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A figura 23 mostra que houve formagdo de brotos apenas no tratamento com 5,0 mg
L' de ANA. O teste TUKEY so; (Anexo 6) foi significativo para os fatores tempo (P os0;),
tratamento (P ¢99¢,) € houve interagdo entre tempo e tratamento (P 9999,). O fator tempo
apresentou-se deletério quanto a massa seca dos brotos aos 30 e aos 120, atingindo a maior
massa aos 60 dias sendo que reduziram aos 90 dias (figura 23 B). A analise de regressao foi
significativa para a massa seca dos brotos no tratamento com 5,0 mg L™ de ANA (figura 23

A - texto).
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Figura 23. Massa seca dos brotos de P. amabilis no tratamento com 5,0 mg L"'de ANA nos periodos de 30,
60, 90 ¢ 120 dias; (A) regressdes: ANA 5g mer ¥ = -0,011x° + 1,59x - 33,59 e R* = 0,57***; (B)
analise estatistica pelo teste TUKEY 5 o, mostra as diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos e as diferentes letras minusculas representam as diferengas significativas entre os
diferentes tempos,*** = Significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento
= 10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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4.1.7. Efeito do 2,4-D no numero de folhas, raizes e brotos

A figura 24 mostra os valores referentes ao numero de folhas nos periodos de 30 aos
120 dias no tratamento com 2,4-D nas concentragdoes de 0,000, 0,032 e 0,160 mg LA
analise estatistica pelo teste TUKEY so, (Anexo 7) mostrou valores significativos para o
fator tempo (P 99,9%), 0 fator tratamento (P 99 99;) € mostrou interagdo entre os dois fatores (P
99.9%). O teste TUKEY s, (Figura 24 B e Anexo 7) mostrou que em média a concentragao
de 0,032 mg L' de 2,4-D teve maior namero de folhas dos 30 aos 120 dias. A figura 24 B
mostra que aos 30 dias o controle e os tratamentos nas concentragdes de 0,032 e¢ 0,160 mg
L' de 2,4-D foram estatisticamente iguais. Aos 60 dias o tratamento com 0,032 mg L' de
2,4-D teve maior numero de folhas, valores intermediarios para o controle menor valor para
o tratamento com 0,160 mg L' de 2,4-D. O controle e os tratamentos com 0,032 ¢ 0,160
mg L de 2,4-D foram estatisticamente iguais aos 90 dias. Aos 120 dias o maior valor para
o numero de folhas ocorreu no tratamento com 0,032 mg L' de 2,4-D, valor intermediario
para o controle e menor valor para o niimero de folhas na concentragio de 0,160 mg L™ de
2,4-D. O controle teve maior valor para o nimero de folhas aos 30 dias, valor intermediario
aos 60 e 120 dias e menor valor aos 90 dias. O tratamento com 0,032 mg L' de 2,4-D teve
maior valor para o numero de folhas aos 120 dias e significativamente iguais € menores aos
30, 60 e 90 dias. O tratamento na concentragdo de 0,160 mg L' de 2,4-D obteve maior
valor para o numero de folhas aos 30 dias, valor intermediario aos 90 dias € menores aos 60
e 120 dias.

A andlise de regressao (figura 24 A — texto) mostra que o tratamento na
concentragio de 0,032 mg L™ de 2,4-D favoreceu a indugdo de folhas e a concentragdo de

0,160 reduziu dos 30 aos 120 dias.
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O tratamento com 0,800 mg L de 2,4-D teve efeito inibitorio sobre as folhas, raizes

e brotos aos 30 dias aos 120 dias.
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Figura 24. Nuimero de folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg L'de 2,4-D nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢9oo mg - y= 0,001x* - 0,15x + 7,78 ¢
R*= 0,99%*; 2,4-D 3 mg ' ¥ = 0,032x + 1,95 € R* = 0,62%**; 2.4-D (160 mg .| ¥ = -0,0193x +
3,35 e R? = 0,48%*; (B) andlise estatistica pelo teste TUKEY 5., mostra as diferencgas significativas
entre os tratamentos representados pelas diferentes letras maiusculas ¢ as diferentes letras
mintsculas representam as diferengas significativas entre os tempos; ** = significativo a 99 % e
*#%* = significativo a 99,9 %. Numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+)

= material ndo detectado.



58

A figura 25 mostra os valores referentes as médias do nimero de raizes dos 30 aos
120 dias no tratamento com 2,4-D nas concentragdes de 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg L

A andlise estatistica pelo teste de TUKEY 50, (Anexo 7) mostra que os valores
foram significativos para o fator tempo (P 999 ¢), 0 fator tratamento (P 999 ¢) € mostra
interagdo entre os dois fatores (P 99.99,). A figura 25 B mostra que as médias para o numero
de raizes aos 30 dias foram estatisticamente iguais no controle e na concentracdo de 0,032
mg L' de 2,4-D e inibitorio para a concentragdo de 0,160 ¢ 0,800 mg L' de 2,4-D. Aos 60
dias a maior média foi na concentracdo de 0,032 mg L' de 2,4-D, ndo diferindo
significativamente do controle e do tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D. Aos 90 dias a
maior média foi para o tratamento com 0,032 mg L' de 2,4-D, nio diferindo
significativamente na concentragdo de 0,160 mg L™ de 2,4-D e menor valor para o controle.
O maior valor para o niimero de raizes ocorreu no tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D e
menores valores para o controle e a concentracdo de 0,032 mg L™ de 2,4-D aos 120 dias.

A andlise de regressao (figura 25 A - texto) que o controle e o tratamento com 0,032
mg L de 2,4-D induziu raizes dos 30 aos 60 dias sendo que ap6s este periodo reduziram.

O tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D induziu raizes dos 30 aos 120 dias.
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Figura 25. Numero de raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg L' 2,4-D nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle o goome - y = -0,0008x> + 0,10x + 0,12 ¢
R*=0,90%%; 2,4-D 032 me L Y = -0,002x” + 0,29 - 4,6 € R* = 0,99%**; 2.4-D ¢ 150me " ¥ = 0,059x
- 1,90 e R* = 0,99*%*; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY s o, mostra as diferencas
significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras maitsculas e as diferentes
letras minusculas representam as diferengas significativas entre os tempos; ** = significativo a 99
% e *** = gignificativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas
¢ (+) = material ndo detectado.
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A figura 26 mostra os valores referentes as médias do numero de brotos dos 30 aos
120 dias na concentragio de 0,160 mg L™ de 2,4-D. Segundo a analise estatistica pelo teste
TUKEY s¢, (Anexo 7) os valores referentes ao nimero de brotos foram significativos para o
fator tempo (P 999 %), fator tratamento e mostrou interag@o entre os dois fatores. A figura
26 B mostra que o maior numero de brotos ocorreu aos 30 dias e valores intermediarios aos
60 e 90 dias.

A andlise de regressao (figura 26 A — texto) mostra que os pontos das médias do
numero de brotos foram significativos e se ajustam a reta onde ha redugdo do numero de

brotos dos 30 aos 120 dias.
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Figura 26. Numero de brotos de P. amabilis no tratamento com 0,160 mg L' 2,4-D nos periodos de 30, 60, 90
e 120 dias; (A) regressdo: 2,4-D g 160 mg - y=-0,03x +430¢ R® = 0,88%; (B) andlise estatistica
pelo teste TUKEY 5 o, mostra as diferengas significativas entre as médias dos tratamentos e as
diferentes letras minusculas representam as diferengas significativas entre os diferentes tempos,* =
significativo a 95 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) =
material ndo detectado.
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4.1.8. Efeito do 2,4-D massa fresca de folhas, raizes e brotos

A figura 27 mostra os valores referentes as médias da massa fresca das folhas dos
30 aos 120 dias nos tratamentos com 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg L!de 2,4-D. O teste TUKEY
5 % (Anexo 7) os valores da média da massa fresca das folhas foram significativos para o
fator tempo (P 95 ¢,), 0 fator tratamento (P 99,9v,) € mostrou interagao entre os dois fatores (P
999 %). A andlise estatistica pelo teste TUKEY s o, (figura 27 B) mostra que as médias do
controle foram estatisticamente iguais dos 30 aos 120 dias. O tratamento com 0,032 mg L™
de 2,4-D teve maior valor aos 60 dias, valores intermediarios aos 30 e¢ 90 dias e menor
valor aos 120 dias. A concentragio de 0,160 mg L™ de 2,4-D teve maior ganho de massa
fresca das folhas aos 30 dias e menores no decorrer do periodo.

A analise de regressao (figura 27 A, B e texto) mostra que os valores se ajustam na
curva do tratamento com 0,032 mg L™ de 2,4-D onde teve maior ganho de massa aos 60

dias e apos este periodo reduziu.
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Figura 27. Massa fresca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg L' 2,4-D nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢9oo mg - y = -1,08x + 440,78 ¢ R’=
0,1978"; 2,4-D 32 mer” y = -0,16x" +22,21x - 175,03 e R* = 0,87**; 2,4-D (160 mg . y = -2,96x +
572,03 ¢ R* = 0,22™; (B) andlise estatistica pelo teste TUKEY s o, mostra as diferengas
significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras maitisculas e as diferentes
letras minusculas representam as diferengas significativas entre os tempos; ** = significativo a 99
% e ns = ndo significativo. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) =
material ndo detectado.
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A figura 28 mostra os valores referentes as médias da massa fresca das raizes dos 30
aos 120 dias nas concentragdes de 0,000, 0,032 e 0,160 mg L' de 2,4-D. A analise
estatistica pelo teste TUKEY 50, (anexo 7) mostra que os valores para a média da massa
fresca das raizes foi significativa para o fator tempo (P 999 +), 0 fator tratamento (P 999 ,) €
mostrou interagdo entre os dois fatores (P 999 ¢,). A figura 28 B mostra que aos 30 dias o
maior ganho de massa fresca das raizes ocorreu no tratamento com 0,160 mg L' de 2,4-D.
Aos 60 dias o maior ganho de massa fresca das raizes ocorreu no tratamento com 0,032 mg
L' de 2,4-D. Aos 90 e 120 dias o ganho de massa fresca das raizes foi estatisticamente
igual em todos os tratamentos exceto no tratamento com 0,800 mg L. O controle foi
estatisticamente igual dos 30 aos 120 dias. O tratamento com 0,032 mg L™ de 2,4-D teve
maior valor significativo aos 60 dias, valores intermediarios aos 30 e 90 dias e menor valor
significativo aos 120 dias. O tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D teve maior valor aos 30
dias e reducdo da massa fresca das raizes no decorrer do periodo, com menor valor aos 60
dias.

A analise de regressao (figura 28 A — texto) no controle e no tratamento com 0,160
mg L de 2,4-D houve perda de massa fresca das raizes dos 30 aos 120 dias. O tratamento
com 0,032 mg L™ de 2,4-D obteve ganho de massa fresca das raizes dos 30 aos 60 dias e

redugdo apos este periodo.
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Figura 28. Massa fresca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg L"'2,4-D nos

periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle o mg = y =4,00x + 233,46 ¢ RZ=
0,70**%; 2.4-D 0052 mg Uy =-0,24x7 + 41,30x - 782,97 ¢ R* = 0,73*; 2,4-D ¢ 160 mgr ¥ = 0,18%" -
12,90x + 218,72 ¢ R” = 0,99%; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY s, mostra as diferencas
significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras maitisculas e as diferentes
letras mintsculas representam as diferencas significativas entre os tempos; * = significativo a 95
% e *** = significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas
e (+) = material ndo detectado.
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A figura 29 mostra os valores referentes as médias da massa fresca dos brotos dos
30 aos 120 dias na concentragao de 0,160 mg L' de 2,4-D. com emissdo de brotos. Pelo
teste de TUKEY s¢, (anexo 7) os valores para a massa fresca dos brotos foram significativos
para o fator tempo (P 999 9,), fator tratamento (P 999 %) € mostrou intera¢do entre os dois
fatores (P 999 9). A figura 29 B mostra que a maior quantidade de massa fresca dos brotos
ocorreu aos 60 dias sendo que de 90 aos 120 dias foi observado a perda total de massa dos
brotos.

A andlise de regressao (figura 29 A - texto) mostra que os valores das médias da
massa fresca dos brotos se ajustam na curva indicando que dos 30 aos 60 dias obteve ganho

de massa e apo6s este periodo a massa fresca dos brotos reduziu.
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Figura 29. Massa fresca dos brotos de P. amabilis no tratamento com 0,160 mg L™ 2,4-D nos periodos de 30,

60, 90 e 120 dias; (A) regressdo: 2,4-D 03 mg - y = -0,20x> + 27,91x - 428,80 ¢ R% = 0,88%; (B)
analise estatistica pelo teste TUKEY s o, mostra as diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos ¢ as diferentes letras mintsculas representam as diferencas significativas entre os
diferentes tempos,* = significativo a 95 %. Numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento =
10 plantas e (+) = material ndo detectado.



68

4.1.9. Efeito do 2,4-D na massa seca de folhas, raizes e brotos

A figura 30 mostra os valores referentes as médias da massa seca das folhas dos 30
aos 120 dias, no tratamento com 2,4-D, nas concentra¢des de 0,000, 0,032 e 0,160 mg L
A andlise estatistica pelo teste TUKEY 5 ¢, (Anexo 7) mostra que o fator tempo nao foi
significativo, no entanto, o fator tratamento foi significativo (P 999 ¢) € mostrou interagao
entre os dois fatores (P 999 o). Aos 30 dias o maior ganho significativo de massa seca de
folhas ocorreu no tratamento com 0,160 mg L' de 2,4-D, valores intermediarios para o
controle seguido do tratamento com 0,032 mg L™ de 2,4-D. Aos 60 ¢ 90 dias o maior valor
para a massa seca de folhas ocorreu para o tratamento com 0,032 mg L™ de 2,4-D. Aos 120
dias o maior valor significativo ocorreu no controle seguido das concentra¢des de 0,032 e
0,160 mg L™ de 2,4-D.

A andlise de regressao (figura 30 A — texto) dos valores foram significativos para a
concentracao de 0,032 ¢ 0,160 mg L' de 2,4-D sendo que o tratamento com 0,032 mg L
de 2,4-D as folhas cresceram dos 30 aos 60 dias e reducdo nos periodos seguintes. O
tratamento na concentragio de 0,160 mg L™ de 2,4-D as folhas reduziram dos 30 aos 120

dias.
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Figura 30. Massa seca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 e 0,160 mg L' 2,4-D nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle oo mg ! y= 0,012x% - 1,83x + 98,60 €
R* = 0,78"; 2,4-D go32me 1 ¥ = -0,027x" + 3,94x - 53,18 € R = 0,94%**; 2.4-D 160 mg 1| Y = -
0,59x + 83,88 ¢ R? = 0,40%**; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY 5., mostra as diferencas
significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras maitsculas e as diferentes
letras minusculas representam as diferengas significativas entre os tempos; ** = significativo a 99
%, *** = significativo a 99,9 % e ns = ndo significativo. Naumero de repeti¢des em cada tempo e
tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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A figura 31 mostra os valores referentes as médias da massa seca das raizes dos 30
aos 120 dias no tratamento com 2,4-D nas concentracdes de 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg LA
analise do teste TUKEY 59, (ANEXO 7) mostra os valores médios da massa seca das raizes
foram significativos para o fator tempo (P 999 %), 0 fator tratamento (P 999 o) € mostrou
interagdo entre os dois fatores (P 9999,). A figura 31 B mostra que aos 30 dias as médias da
massa seca das raizes foram estatisticamente iguais no controle e no tratamento com 0,032
mg L' de 2,4-D. Aos 60 e 90 dias o tratamento com 0,032 mg L' de 2,4-D teve maior
ganho de massa nas raizes. Aos 120 dias os tratamentos foram estatisticamente iguais. O
controle teve maior ganho aos 120 dias. O tratamento com 0,032 mg L™ de 2,4-D aos 60 e
90 dias foram significativamente os maiores valores nos respectivos periodos. Comparando
somente o tratamento com 0,160 mg L' de 2,4-D, o maior ganho de massa ocorreu aos 120
dias.

A analise de regressao (figura 31 A - texto) mostrou que os valores médios da massa
seca das raizes se ajustaram as retas e todos os tratamentos favoreceram o ganho de massa

seca nas raizes dos 30 aos 120 dias.
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Figura 31. Massa seca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 ¢ 0,160 mg L' 2,4-D nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes: controle ¢opp me - y =0,65x + 7,52 ¢ R?=
0,88%%*; 2.4-D (p1ome ' Y = 0,85x + 6,70 € R* = 0,68***; 2.4-D ¢ 1g0mg . ¥ = 1,35x - 58,65 e R* =
0,81***; (B) andlise estatistica pelo teste TUKEY s, mostra as diferencas significativas entre os
tratamentos representados pelas diferentes letras maitisculas e as diferentes letras minusculas
representam as diferencgas significativas entre os tempos; *** = significativo a 99,9 %. Numero de
repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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A figura 32 mostra os valores referentes as médias da massa seca dos brotos dos 30
aos 120 dias no tratamento com 2,4-D na concentracdo de 0,160 mg L' A anélise de
regressao pelo teste TUKEY 5, (Anexo 7) mostra que os valores para a massa seca dos
brotos foram significativos para o fator tempo (P o9 9,), fator tratamento (P 999 9,) € mostrou
interagdo entre os fatores (P 999 o). A figura 32 B mostra que o maior valor para a massa
seca dos brotos no tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D ocorreu aos 60 dias.

A andlise de regressdo (figura 32 A — texto) mostra que os valores da média da
massa seca dos brotos foram significativos e se ajustam na curva onde dos 30 aos 60 dias

obteve ganho de massa seca e apos este periodo reduziu.
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Figura 32. Massa seca dos brotos de P. amabilis no tratamento 0,160 mg L' de 2,4-D nos periodos de 30, 60,
90 ¢ 120 dias; (A) regressdo: 2,4-D o160 mg L y = -0,17x + 43,24 ¢ R* = 0,07*; (B) analise
estatistica pelo teste TUKEY s o, mostra as diferengas significativas entre as médias dos
tratamentos e as diferentes letras minusculas representam as diferengas significativas entre os
diferentes tempos,* = significativo a 95 %. Numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento =
10 plantas e (+) = material ndo detectado.
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4.2. Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas referem-se aos teores de carboidratos soltiveis, amido e
proteina soluvel total nas folhas, raizes e nos brotos nas diferentes concentragdes de
diferentes auxinas aos 30 e aos 120 dias.

4.2.1. Efeito do AIB nos teores de carboidratos soliveis de folhas e nas raizes

Para analisar os efeitos do AIB nas folhas com relagdo ao teor de carboidratos
soluveis foram adicionados ao meio de cultura MS as concentracdes de 0,0, 0,2, 1,0 ¢ 5,0
mg L' de AIB no periodo de 30 e 120 dias. Os resultados foram expressos em mg de
carboidratos soluveis por grama de matéria seca.

A figura 33 mostra que em todos os tratamentos os teores de carboidratos soluveis
nas folhas diminuiram de 30 para 120 dias.

Os tratamentos com 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' de AIB tiveram maiores teores de
carboidratos soluveis nas folhas aos 30 dias em relagdo ao controle, porém, aos 120 dias
ndo houve diferenga entre os tratamentos.

A figura 34 mostra que aos 30 dias os teores de carboidratos soluveis nas raizes
foram maiores nos tratamentos com 0,2 e 5,0 mg L' de AIB em relagdo ao tratamento com
1,0 mg L™ de AIB. Porém aos 120 dias os teores de carboidratos soluveis nas raizes nos
tratamentos com 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L' de AIB foram menores em relacdo ao controle.
Comparando os teores de carboidratos soluveis nas raizes entre 30 e 120 dias nas diferentes
concentracdes de AIB os tratamentos tiveram redugdo nos teores de carboidratos soluveis

enquanto o controle apresentou aumento significativo.
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Figura 33. Efeito do AIB nos teores de carboidratos soluveis nas folhas no periodo de 30 e
120 dias (letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY sy,).
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Figura 34. Efeito do AIB nos teores de carboidratos soltiveis nas raizes no periodo de 30 e
120 dias (letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
diferentes, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre
si de acordo com o teste TUKEY s0,).
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4.2.2. Efeito do ANA nos teores de carboidratos soltveis de folhas, raizes e brotos

A figura 35 mostra que aos 30 dias os teores de carboidratos soluveis nas folhas
foram maiores que aos 120 dias, exceto no tratamento com 5,0 mg L' de ANA que aos 30
dias apresentou perda da parte aérea. Aos 120 dias a parte aérea dos explantes no
tratamento com 5,0 mg L' de ANA regeneraram porém os seus teores de carboidratos
soluveis nas folhas foram menores quando comparados aos tratamentos com 0,2, 1,0 mg L!
de ANA e ao tratamento sem reguladores.

As folhas do tratamento com 1,0 mg L' de ANA apresentaram maiores teores de
carboidratos soluveis aos 30 dias porém aos 120 dias os teores de carboidratos soluveis
reduziram em relagdo ao controle.

A figura 36 mostra que os teores de carboidratos soluveis nas raizes aos 120 dias
foram maiores do que aos 30 dias no controle. Aos 30 dias o tratamento com 5,0 mg L de
ANA nao induziu a formagao de raizes, no entanto, aos 120 dias constatou-se que os teores
de carboidratos soluveis nas raizes foram semelhantes aos teores de carboidratos soluveis
no tratamento com 0,2 mg L' de ANA e superior ao tratamento com 1,0 mg L™ de ANA.

A figura 37 mostra os teores de carboidratos soluveis nos brotos que se formaram
no tratamento com 5,0 mg L' de ANA aos 30 dias sendo que no controle e demais

tratamentos ndo houve formagdo de brotos. Aos 120 dias teve efeito inibitorio.
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Figura 35. Efeito do ANA nos teores de carboidratos soliiveis nas folhas no periodo de 30 e
120 dias (letras mintsculas comparam os diferentes tratamentos; letras
maitsculas comparam os diferentes tempos, médias seguidas por letras distintas
diferem significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY sy, + =
material ndo detectado).
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Figura 36. Efeito do ANA nos teores de carboidratos soliveis nas raizes no periodo de 30 e
120 dias (letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s¢,, + = material ndo detectado).
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Figura 37. Efeito do ANA nos teores de carboidratos soliiveis nos brotos aos 30 e 120 dias
(letras minusculas comparam os tratamentos, letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de
acordo com o teste TUKEY s0,, + = material ndo detectado).
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4.2.3. Efeito do 2,4-D nos teores de carboidratos solaveis de folhas, raizes e brotos

A figura 38 mostra que aos 30 dias os teores de carboidratos soluveis nas folhas
foram maiores em relagdo aos 120 dias. O tratamento com 0,800 mg L' de 2,4-D teve
efeito inibitério aos 30 e 120 dias. As folhas do tratamento com 0,160 mg L' de 2.4-D
apresentaram maiores teores de carboidratos soluveis aos 30 dias sendo que estes reduziram
aos 120 dias em relagdo ao controle e ao tratamento com 0,032 mg L™ de ANA. Aos 120
dias os teores do tratamento com 0,032 mg L™ foram iguais ao controle.

A figura 39 mostra que o tratamento com 0,032 mg L de 2,4-D aos 30 dias foi
estatisticamente igual ao controle. Aos 120 dias nos tratamentos com 0,032 ¢ 0,160 mg L™
de 2,4-D os teores de carboidratos soltiveis nas raizes reduziram em relagdo ao controle. No
tratamento com 0,160 mg L' de 2,4-D as raizes ndo cresceram aos 30 dias e apos este
periodo houve indu¢do de raizes onde foram detectados teores de carboidratos soluveis nas
mesmas propor¢des do tratamento com 0,032 mg L™ de 2,4-D aos 120 dias. No tratamento
com 0,800 mg L!de 2.4-D houve efeito inibitorio aos 30 dias.

A figura 40 mostra que o tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D dos 30 aos 120 dias
foi o Unico tratamento com a indugdo de brotos. Os teores de carboidratos soluveis nos
brotos foram maiores aos 30 dias em relagdo aos 120 dias no tratamento com 0,160 mg L™

de 2,4-D.
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Figura 38. Efeito do 2,4-D nos teores de carboidratos soluveis nas folhas no periodo de 30 e
120 dias (letras minasculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY °”, + = material ndo detectado).
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Figura 39. Efeito do 2,4-D nos teores de carboidratos soliveis nas raizes no periodo de 30 e
120 dias (letras minasculas comparam os tratamentos; letras maiusculas

comparam os tempos, médias

seguidas

letras distintas diferem
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Figura 40. Efeito do 2,4-D nos teores de carboidratos soltiveis nos brotos no periodo de 30
e 120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s, + = material ndo detectado).
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4.2.4. Efeito do AIB nos teores de amido de folhas e nas raizes

A figura 41 mostra que aos 30 dias os teores de amido nas folhas foram maiores nos
tratamentos com 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' de AIB em relagdo aos 120 dias porém os teores de
amido nas folhas aos 30 e 120 dias foram estatisticamente iguais no controle. Aos 30 dias
os teores de amido nas folhas foram estatisticamente iguais nos tratamentos com 0,2, 1,0 e
5,0 mg L' de AIB. Aos 120 dias os teores de amido nas folhas foram menores nos
tratamentos com 1,0 e 5,0 mg L' de AIB em relagdo ao controle. Comparando-se 30 ¢ 120
dias, os teores de amido nas folhas foram maiores aos 30 dias sendo que aos 120 dias
reduziram.

A figura 42 mostra que os teores de amido nas raizes foram menores aos 30 dias em
relacdo aos 120 dias no controle e nos tratamentos com 0,2 e 1,0 mg L' de AIB. No
tratamento com 5,0 mg L' de ANA, os teores de amido nas raizes foram maiores aos 30
dias em relacdo aos 120 dias. Aos 30 dias os teores de amido nas raizes foram maiores no
tratamento com 0,2 mg L de AIB em relagio ao controle. Aos 120 dias os tratamentos
com 0,2 ¢ 1,0 mg L' de AIB foram estatisticamente iguais ao controle sendo que o

tratamento com 5,0 mg L' de AIB teve menor teor de amido nas raizes.
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Figura 41. Efeito do AIB nos teores de amido nas folhas no periodo de 30 e 120 dias (letras
mindsculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os tempos, médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo com o
teste TUKEY s¢).
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Figura 42. Efeito do AIB nos teores de amido nas raizes no periodo de 30 e 120 dias (letras
mindsculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os tempos, médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo com o
teste TUKEY s59,).
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4.2.5. Efeito do ANA nos teores de amido de folhas, nas raizes e nos brotos

A figura 43 mostra que os teores de amido nas folhas aos 30 dias, nos tratamentos
com 0,2 ¢ 1,0 mg L' de ANA foram maiores quando comparados ao controle. No entanto,
aos 120 dias, os teores de amido nas folhas foram menores nos tratamentos com 0,2 e 1,0
mg L' de ANA em relacdo ao controle. O tratamento com 5,0 mg L' de ANA, aos 30 dias,
ndo havia material da parte aérea para analise. No tratamento com 5,0 mg L' de ANA aos
120 dias mostra que estatisticamente os teores de amido nas folhas foram inferiores aos
demais tratamentos.

A figura 44 mostra os teores de amido nas raizes em diferentes concentragdes de
ANA aos 30 e 120 dias. Os teores de amido nas raizes foram maiores em relagdo ao
controle nos tratamentos com 0,2 e 1,0 mg L' de ANA aos 30 dias. O tratamento com 5,0
mg L' de ANA teve efeito inibitorio sobre as raizes aos 30 dias. Os teores de amido nos
tratamentos de 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L' de ANA reduziram e foram menores em relacdo ao
controle aos 120 dias. Os tratamentos com 0,2 ¢ 1,0 mg L' de ANA foram estatisticamente
iguais nos dois periodos sendo que no controle os teores de amido nas folhas aumentaram
aos 120 dias.

A figura 45 mostra que o teor de amido nos brotos ocorreu apenas no tratamento
com 5,0 mg L' de ANA aos 30 dias pois nos demais tratamentos nido houve formagéo de
brotos. No entanto, aos 120 dias todos os tratamentos tiveram efeito inibitério sobre a

formacao de brotos nao havendo material para anélise dos teores de amido nos brotos.
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Figura. 43. Efeito do ANA nos teores de amido nas folhas no periodo de 30 e 120 dias
(letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de
acordo com o teste TUKEY sy, e (+) = material ndo detectado).

350,00 -
Aa
300,00 | 0030 dias
00120 dias
250,00 -
8
g
'E % 200,00 - Aa Ab Aab Ab
£
<5 500 Bb
y ’ Ac
=1)]
£
100,00 -
50,00 - "
Be
0,00
0.0 0,2 1o >0
ANA (mg L)

Figura 44. Efeito do ANA nos teores amido nas raizes no periodo de 30 e 120 dias (letras
minasculas comparam os tratamentos; letras maitusculas os tempos, médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo com o
teste TUKEY sy, € (+) = material ndo detectado).
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Figura 45. Efeito do ANA nos teores amido nos brotos no periodo de 30 e 120 dias (letras
minusculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos, médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo com o
teste TUKEY so, € (+) = material ndo detectado).



87

4.2.6. Efeito do 2,4-D nos teores de amido de folhas, raizes e nos brotos

A figura 46 mostra os teores de amido nas folhas nas concentragdes de 0,000, 0,032,
0,160 ¢ 0,800 mg L' de 2,4-D aos 30 e 120 dias sendo que no tratamento com 0,800 mg L!
de 2,4-D o efeito foi deletério. Os teores de amido nas folhas aumentaram em relagdo ao
controle nas concentragdes de 0,032 e 0,160 mg L' de 2,4-D aos 30 dias. Aos 120 dias os
teores de amido nos folhas foram estatisticamente iguais. O controle foi estatisticamente
igual nos dois periodos enquanto que os teores de proteina total solivel nos tratamentos
com 0,032 ¢ 0,160 mg L' de 2,4-D foram maiores aos 30 dias em relag¢dao aos 120 dias.

A figura 47 mostra que aos 30 dias os teores de amido nas raizes no tratamento com
0,032 mg L' de 2,4-D foi maior em relagdo ao controle. No entanto aos 120 dias os teores
de amido nas raizes no tratamento com 0,032 mg L' de 2,4-D foi menor em relacdo ao
controle. No tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D aos 30 dias ndo houve material para as
analises. No periodo de 120 dias constatou-se que o teor de amido nas raizes no tratamento
com 0,160 mg L!de 2,4-D foi menor em relagdo ao controle.

A figura 48 mostra que os teores de amido nos brotos reduziram dos 30 aos 120 no
tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D. Nos demais tratamentos nio houve indugio para

formacao de brotos.
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Figura 46. Efeito do 2,4-D nos teores de amido nas folhas no periodo de 30 e 120 dias
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Figura 47. Efeito do 2,4-D nos teores de amido nas raizes no periodo de 30 e 120 dias
(letras minusculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de

acordo com o teste TUKEY 50, e (+) = material ndo detectado).
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Figura 48. Efeito do 2,4-D nos teores de amido nos brotos no periodo de 30 e 120 dias
(letras minusculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de
acordo com o teste TUKEY 50, e (+) = material ndo detectado).
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4.2.7. Efeito do AIB nos teores de proteina total soluvel de folhas e nas raizes

A figura 49 mostra os teores de proteina total soluvel das folhas nos tratamentos
com 0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' de AIB aos 30 e 120 dias. Os teores de proteina total soluvel
nas folhas na concentragdo de 5,0 mg L' de AIB foram estatisticamente iguais ao controle
e foram menores nas concentra¢des de 0,2 ¢ 1,0 mg L' de AIB aos 30 dias. Aos 120 dias
com o aumento da concentracdo de AIB os teores de proteina total solivel foram
estatisticamente iguais ao controle. Os teores de proteina total soluvel nas folhas foram
maiores aos 30 dias em relagdo aos 120 dias no controle e na concentragdo de 5,0 mg L' de
AIB sendo que os tratamentos com 0,2 ¢ 1,0 mg L' de AIB foram estatisticamente iguais
nos dois periodos.

A figura 50 mostra que aos 30 dias o teor de proteina total soliivel nas raizes foi
estatisticamente igual em todos os tratamentos em relagdo ao controle. Aos 120 dias os
tratamentos com 0,2, 1,0 e 5,0 mg L' de AIB tiveram menores teores de proteina total

soluvel nas raizes em rela¢do ao controle.
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Figura 49. Efeito do AIB no teor de proteina total soluvel nas folhas no periodo de 30 e 120
dias (letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de
acordo com o teste TUKEY s).
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Figura 50. Efeito do AIB no teor de proteina total soltivel nas raizes no periodo de 30 e 120
dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de
acordo com o teste TUKEY so;).
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4.2.8. Efeito do ANA nos teores de proteina total soluvel de folhas, raizes e brotos

A Figura 51 mostra que aos 30 dias o teor de proteina total solivel nas folhas com
os tratamentos 0,2 ¢ 1,0 mg L' de ANA foi estatisticamente igual ao controle sendo que o
tratamento com 5,0 mg L™ de ANA néo foi possivel a coleta de material vegetal. Aos 120
dias o teor de proteina total soluvel nas folhas foi estatisticamente igual entre os
tratamentos e comparando-os com 30 dias foram inferiores, exceto no tratamento com 5,0
mg L' de AIB.

A figura 52 mostra que aos 30 dias o teor de proteina total soluvel nas raizes foi
estatisticamente igual ao controle nos tratamentos com 0,2 ¢ 1,0 mg L' de ANA. No
entanto aos 120 dias o teor de proteina total soluvel nas raizes foi menor nos tratamentos
com 0,2 e 1,0 mg L' de ANA em relacdo ao controle. No tratamento com 5,0 mg L' de
ANA aos 30 dias ndo apresentou teores de proteina total soluvel devido a ndo formagdo de
sistema radicular. Porém aos 120 dias as amostras de raizes no tratamento com 5,0 mg L™
de ANA tiveram menor teor de proteina total soluvel nas raizes em relagdo ao controle.

A figura 53 mostra o teor de proteina total soliivel nos brotos apenas no tratamento
com 5,0 mg L' de ANA (ndo houve formagdo de brotos nas outras concentragdes) aos 30

dias sendo que aos 120 dias teve efeito inibitorio.
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Figura 51. Efeito do ANA no teor de proteina total solivel nas folhas no periodo de 30 e
120 dias (letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maitisculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s, € (+) = material ndo detectado).
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Figura 52. Efeito do ANA no teor de proteina total soltivel nas raizes no periodo de 30 e
120 dias letras minusculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s, € (+) = material ndo detectado.



94

12,00 ~

10,00 ~

8,00 -

O 30 dias
0 120 dias

téria seca

6,00 -

-1

mgg ma

4,00

Proteina total solivel

2,001 4

Ab Aa Ab Aa Ab Aa Ba

0,00
0,0 0,2 1,0 5,0

ANA (mg L)

Figura 53. Efeito do ANA no teor de proteina total soluvel nos brotos no periodo de 30 e
120 dias (letras minasculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY 50, € (+) = material ndo detectado).
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4.2.9. Efeito do 2,4-D nos teores de proteina total solivel de folhas, raizes e brotos

A figura 54 mostra que aos 30 dias o teor de proteina total soluvel nas folhas foi
igual no tratamento com 0,032 mg L!de 2,4-D em relagdo ao controle, porém, aos 120 dias
o teor de proteina total solavel nas folhas foi maior no tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-
D. No tratamento com 0,800 mg L' de 2,4-D houve efeito inibitério dos 30 aos 120 dias.

A figura 55 mostra que aos 30 dias o teor de proteina total soliivel nas raizes foi
maior nos tratamentos com 0,032 mg L' de 2,4-D em rela¢do ao controle. O tratamento
com 0,160 mg L™ de 2,4-D aos 30 dias nio foi coletado amostras de raizes pois estas nio se
desenvolveram. Aos 120 dias os tratamentos com 0,032 e 0,160 mg L' de 2,4-D foram
iguais em termos de proteina total soliivel de raizes porém foram inferiores ao controle. No
tratamento com 0,800 mg L de 2,4-D teve efeito inibitério dos 30 dias aos 120 dias.

A figura 56 mostra que aos 30 e 120 dias o maior teor de proteina total soltivel nos
brotos ocorreu nos tratamentos de 0,160 mg L' de 2,4-D, decaindo aproximadamente 1/3

aos 120 dias. Outros tratamentos ndo formaram brotos.
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Figura 54. Efeito do 2,4-D no teor de proteina total solivel nas folhas no periodo de 30 e
120 dias (letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maitisculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s¢, € (+) = material ndo detectado).
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Figura 55. Efeito do 2,4-D no teor de proteina total soluvel nas raizes no periodo de 30 e
120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s, € (+) = material ndo detectado).
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5. Discussiao

As auxinas desempenham importantes fungdes em quase todo o ciclo de vida da
planta, como a divisdo e expansdo celular, desenvolvimento de tecidos vasculares e no
processo de inducdo de raizes laterais, quando utilizadas em concentra¢des adequadas, nos
tecidos ou células de cada espécie aptas a receberem estes estimulos (Friml 2003). As
aplicagdes exdgenas das auxinas proporcionam maior porcentagem, velocidade, qualidade
e uniformidade de enraizamento (Hartmann et al. 1997). As diferentes respostas das
auxinas estdo relacionadas com o 6rgdo vegetal, sendo que o excesso pode provocar efeitos
inibitdrios ou deletérios para a planta (Ljung et al. 2005).

Outros processos fisioldgicos controlados pelas auxinas sdo o fototropismo, a
dominancia apical, o gravitropismo, a diferenciagdo vascular e o desenvolvimento de flores
e frutos (Mercier 2004). As raizes sdo extremamente sensiveis as concentragdes de auxinas
quando comparadas as gemas ou caules. Para a inducao de raizes geralmente utiliza-se um
tratamento rapido (de minutos a algumas horas) deste tipo de regulador, iniciando a
desdiferenciagdo de algumas células, tornando-as competentes a responder ao sinal da
auxina para a rizogénse, seguindo-se a fase de diferenciag@o onde o estimulo hormonal ndo
¢ mais necessario € a auxina, nesta etapa, tem agao inibitoria (De Klerk 2002).

As auxinas de efeito herbicida como o 2,4-D (em baixas concentragdes) ¢ ANA (em
altas concentragdes) descontrolam a divisdo celular, induzem a formagao de calos,
expandem as células, promovem o alongamento dos tecidos ¢ podendo ocasionar a morte
da planta (Tu et al. 2001). Nas dicotiledoneas o efeito herbicida esta relacionado com a
maior afinidade destas auxinas sobre os sitios ativos que induzem a sintese do etileno (Usui
2001).

O enraizamento in vitro é de grande importancia econdmica, de conservagdo ¢ de

preservagdo de espécies em colegdes vivas pois aumenta a taxa de sobrevivéncia das
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mudas quando estas passam para a fase de aclimatizacdo. Esta etapa ¢ considerada uma das
fases mais criticas onde a parte aérea esta mais exposta a luminosidade ¢ a perda de agua
por transpiragdo além da baixa produgao de cuticula na face adaxial das folhas (Pospisilova
et al. 1999, Naves 2001). Para a reposi¢ao de agua e nutrientes pelas raizes, poucos
trabalhos foram realizados sobre a sua indu¢do e o seu crescimento in vitro os quais
favorecem o desenvolvimento da planta, proporcionando maior nimero de raizes novas e
de folhas, além do aumento dos compostos de reservas (carboidratos soliveis, amido e
proteinas soluveis totais) que poderdo servir como fonte de energia e compostos
bioquimicos para produgdo de novas estruturas funcionais (6rgaos drenos) durante a fase
de aclimatiza¢do. Hazarika et al. (2001) observaram varias taxas de sobrevivéncia de
microestacas de Citrus sp. durante a fase de aclimatizagdo devido a varios fatores
limitantes como alta temperatura, baixa umidade relativa e auséncia de nutrientes.

No presente trabalho, ocorreu indugdo e desenvolvimento de raizes em todos os
tratamentos utilizados e, devido ao longo periodo de experimentagdo com auxinas,
apresentou também efeitos inibitdrios nos explantes iniciais € que posteriormente

ocorreram novas formagdes das raizes. Estes dados sdo descritos a seguir.

5.1. Efeito do AIB no niimero, massa fresca e seca de raizes e folhas

A utilizacdo de AIB para inducdo de raizes in vitro tem sido comercialmente
aplicada a muitas espécies além de auxiliar o desenvolvimento da parte aérea, favorecendo
a fase de aclimatizacdo (Titon et al. 2003). O AIB é uma auxina pouco translocavel na
planta com efeito localizado na regido aplicada (Ludwig-Miiller 2000) .

Satinder & Sarma (1997), observaram que tanto a parte aérea como a radicular dos
explantes de Dendrobium lindley Steud se desenvolveram melhor em meio de cultura MS

acrescido de 1,0 a 2,0 mg L' de AIB. Nayak et al. (2002), apos obterem a formagio de
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protocorméides em Cymbidium aloifolium (L.) Sw. e Dendrobium nobile Lindl., induziram
a formagdo de raizes adicionando ao meio MS 2,0 mg L' de AIB e que foram
aclimatizados com sucesso. Wang (2002) induziu a formagdo de raizes apos a fase de
multiplicagdo em hibrido de Dendrobium com a utilizagdo de 0,3 mg L' de AIB.

Segundo Giridhar et al. (2003), apoés a multiplicagdo clonal de brotos de Vanila
planifolia Andr. cultivados em meio MS acrescido de AIB (0,5 mg L), tiveram indugdo
de raizes e 70-80 % dos explantes sobreviveram na fase de aclimatizagao.

Zanol et al. (1998) adicionaram 0,61 mg L' de AIB ao meio MS antecipando a
emergéncia e aumentando a quantidade de raizes adventicias em microestacas de macieira
cultivadas in vitro, sendo que na sua auséncia a porcentagem reduziu. Karwa & Chikhale
(2004), apos a germinacdo de sementes de Citrus sinense (L.) Osbeck, onde obtiveram
explantes que se regeneraram em embrides com adi¢do de 1,0 mg L' BA ¢ ANA no meio
MS. Apbs a fase de multiplicagdo, foi adicionado ao meio MS de 1,0 a 5,0 mg L' de AIB
para inducio de raizes, sendo que com 5,0 mg L foi o melhor tratamento. Pati et al.
(2004) induziram o enraizamento in vitro em mudas de rosas com 2,0 mg L de AIB em
meio MS durante 2 semanas. Apds este periodo, os explantes foram inoculados em meio
sem adicdo de reguladores de crescimento, durante 6 semanas, onde tiveram 90 % de
sobrevivéncia.

Khawar & Ozcan (2002) obtiveram maior nimero de raizes in vitro em mudas de
lentilhas (Lens culinaris Medik) cultivadas durante 4 semanas em meio MS com a adig¢ao
de 0,25 mg L™ de AIB, enquanto que na concentra¢io de 0,5 a 2,0 mg L™ de AIB as raizes
nao cresceram.

No experimento as plantas de P. amabilis cultivadas in vitro apresentaram maior
naumero de raizes no controle e no tratamento com de 0,2 mg L™ de AIB aos 120 dias. A

massa fresca (figura 12) e seca (figura 14) das raizes apresentaram maior ganho aos 120
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dias e nao mostrou diferenga significativa entre os tratamentos. Para a espécie P. amabilis
pode-se concluir que a concentra¢io de 0,2 mg L' de AIB foi igual ao controle para o
crescimento de raizes. Na pratica, durante a passagem da planta para a fase ex vitro, quanto
menor o nimero de raizes e maior o seu comprimento, maior a probabilidade de ocorrer
injurias nas raizes. Este fato reduz a base de sustentacdo da muda no substrato e também
aumenta a probabilidade de contaminacdo devido as injurias decorridas pelas lesdes no
contato com o substrato.

Os tratamentos prolongados (60 a 120 dias) com AIB ndo foram favoraveis ao
crescimento e desenvolvimento da parte aérea da espécie P. amabilis. A quantidade (figura
9), a massa fresca (figura 11) e seca (figura 13) das folhas apresentaram-se constantes ou
reduziram com o decorrer do experimento quando comparando com as plantas do inicio do

tratamento € o controle.

5.2. Efeito do ANA no numero, massa fresca e seca de raizes, folhas e brotos

O ANA ¢ utilizado para promover o crescimento e desenvolvimento das raizes e da
parte aérea (folhas e brotos) de muitas espécies cultivadas tanto in vitro como ex vitro
(Blazich 1987), sendo um regulador de facil translocacdo e atua em todas as partes da
planta (Scott & Morris 1970, Woodward & Bartel 2005b).

Mujib & Jana (1994), induziram a formacao de raizes em explantes de Dendrobium
'Madame Pompadour' utilizando 0,1 mg L™ de ANA. Mauro et al. (1994), trabalhando
explantes de Cattleya aurantiaca (Bateman), obtiveram crescimento da biomassa das
folhas e das raizes em meio MS acrescido de 10,0 mg L™ de ANA. Pindel & Miczynski
(1996), relataram que a adi¢do de 1,0 mg L' de ANA e 5,0 mg L' de BA no meio MS
estimularam a formagdo de brotos através de fragmentos de folhas e raizes de Cymbidium

sinense (Andr.) Willd. Satinder & Sarma (1997), trabalhando com D. lindleyi Steud,
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observaram que os explantes se desenvolveram melhor em meio de cultura MS acrescido
com 1,0 a 2,0 mg L' de ANA. Lee et al. (1999) trabalhando com Sarcanthus
scolopendrifolius Makino (Orchidaceae), induziram a formagdo de brotos com meio MS
acrescido de 0,1 mg L™ de ANA em conjunto com 10,0 mg L de BA.

Nayak et al. (1998) induziram raizes em explantes de Cymbidium aloifolium (L.)
adicionando 1,0 mg L' de ANA ao meio MS. Xiang ef al. (2003), concluiram que houve
maior taxa de sobrevivéncia em plantas de Cymbidium sinenis (Andr.) Willd. quando estas
foram aclimatizadas ap6s a indugdo do enraizamento in vitro com 1,0 mg L™ de ANA.

Buah et al. (1998), trabalhando com brotos de banana Nursey (Musa sp.),
observaram que o meio MS acrescido de 0,4 mg L' de ANA induziu maior niimero de
raizes adventicias do que o meio sem ANA, porém, os resultados ndo foram significativos
com relagdo ao nuimero de folhas. Geetha et al (2000), relataram que em meio MS
acrescido de 1,0 mg L' de ANA e AIB induziram maior enraizamento em mudas de
Saccharum officinarum L. (cana-de-agucar) cultivadas in vitro.

No experimento, as concentragdes de 0,2 ¢ 1,0 mg L' de ANA nio apresentaram
resultados superiores de inducdo do numeros de raizes comparando-se com o controle
(figura 16). O tratamento com 0,2 mg L' favoreceu o ganho de massa fresca (figura 19 -
legenda) e seca (figura 22 - legenda) das raizes, sendo superior ao controle e aos demais
tratamentos dos 30 aos 120 dias.

O tratamento com ANA nas concentracdes de 0,2, 1,0 ¢ 5,0 mg L' foram
indiferentes ou inibitérias para o numero (figura 15), massa fresca (figura 18) e seca
(figura 21) de folhas dos 30 aos 120 dias quando comparadas ao controle.

O tratamento com 5,0 mg L' de ANA em plantas de P. amabilis foi favoravel a
inducdo de brotos entre 30 e 60 dias (figura 17), com aumento da massa fresca (figura 20)

e seca (figura 23) neste mesmo periodo, sendo que apos este periodo o nimero, a massa
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fresca e seca dos brotos reduziu devido ao longo tratamento com esta auxina, com efeitos

herbicidas.

5.3. Efeito do 2,4-D no niumero, na massa fresca e seca de raizes, folhas e brotos.

O 2,4-D é uma auxina de baixo custo e de facil translocacdo no tecido vegetal,
comumente utilizada para controle e emergéncia de ervas daninhas no cultivo comercial.
Aplicada em baixas concentragdes induz o crescimento, o desenvolvimento e a expansao
dos tecidos vegetais levando a planta a senescéncia e conseqlientemente a morte (Arditti &
Ernst 1993, Tu et al.2001).

Chen et al. (2000), trabalhando com Phalaenopsis sp. cultivada in vitro, concluiram
que a utilizacdo de 2,4-D em baixas concentra¢des (0,3 a 3,0 mg L) foi favoravel a
inducdo de calos a partir de fragmentos de folhas, porém o mesmo nao foi observado em
explantes de folhas de plantas de Oncidium ‘Gower Ramsey’, onde a mesma concentragao
desta auxina ndo promoveu a producdo de calos. Chen et al. (2002) observaram que o meio
MS acrescido de 1,0 mg L' de 2,4-D e 0,1 mg L' TDZ induziu a formagao 60 % maior de
protocorméides em hibrido de Paphiopedilum, sendo que para indugdo de raizes nao foram
adicionados reguladores de crescimento ao meio MS.

Spera et al. (1997) relataram que houve maior nimero da massa de calos de raizes
de Jatropha podagrica Hook. (Euphorbiaceae) quando cultivas em meio MS e acrescido
com 1,0 e 2,0 mg L' de 2.4-D.

Foi observado visualmente que as raizes da espécie P. amabilis cresceram em
extensao no controle e no tratamento com 0,032 mg L' de 2.,4-D, confirmado com a razio
da massa seca e numero do nimero de raizes (figura 25). As raizes aumentaram em
quantidade (figura 25), massa fresca e seca (figura 28 e 30) e obtiveram maior

desenvolvimento (figura 28) na concentracio de 0,032 mg L™ de 2,4-D dos 30 aos 60 dias,
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sendo que apos este periodo o nimero de raizes reduziu, porém sua massa seca manteve-se
estavel, indicando que este aumento de massa estava relacionado ao aumento de
comprimento (figura 31).

O maior niimero de folhas (figura 24) ocorreu também no tratamento com 0,032 mg
L aos 120 dias porém a maior massa fresca (figura 27) e seca (figura 30) das folhas foram
observadas na concentracdo de 0,160 mg L' aos 30 dias e 0,032 mg L aos 60 dias,
respectivamente. Novamente observou-se o efeito herbicida durante o longo tratamento
com esta auxina,com reducdo da massa fresca e seca significativa em 90 e 120 dias.

A indugdo de brotos ocorreu somente no tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D e
apresentou aumento do numero (figura 26), da massa fresca (figura 29) e seca (figura 32)
de brotos dos 30 aos 60 dias, sendo que ap6s este periodo a massa fresca e seca dos brotos

reduziu com visiveis efeitos deletérios deste herbicida.

5.4. Teores de carboidratos soliveis

Stancato et al. (2002) descreveram em pseudobulbos de Cattleya forbessii Lindl. X
Laelia tenebrosa Rolf. a translocacdo de compostos de reserva da parte aérea (madura)
para outras partes que estavam em desenvolvimento, mostrando uma relacdo direta da

fonte (partes maduras fotossintetisantes) e dreno (tecidos jovens em desenvolvimento).

Suzuki (2005) comparou as quantidades de carboidratos soliveis da parte aérea de
em relagdo as regides subapicais de Catasetum fimbriatum (Morren) Lindl e observou uma
relacdo inversa entre as duas porgdes analisadas, onde a parte aérea continha
aproximadamente 25 mg g de massa fresca de carboidratos soluveis ¢ a parte subapical

~ . -1
uma concentragdo menor com aproximadamente 5,0 mg g~ de massa fresca.
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Os teores de carboidratos soluveis das raizes (figuras 34, 36 € 39) nos controles de
P. amabilis, aumentaram dos 30 aos 120 dias, sendo que nas folhas (figuras 33) a
quantidade de carboidratos soluveis reduziu. Com a adi¢ao das auxinas AIB e 2,4-D, os
teores de carboidratos soltiveis nas raizes reduziram dos 30 aos 120 dias (figuras 34 ¢ 39),
para ANA permaneceu constante (figura 36) e nas folhas, para as trés auxinas, reduziram

(figuras 33, 35 e 38) aos 120 dias quando comparados aos 30 dias.

Os teores de carboidratos solaveis nos brotos induzidos com 5,0 mg L™ de ANA
(figura 37) e 0,160 mg L' 2,4-D (figura 40) foram altos (aproximadamente 250 mg g de
massa seca para ambos) aos 30 dias quando comparados aos demais 6rgdos, sendo que em
2,4-D reduziu aos 120 dias para 50 mg g de massa seca.

Os tratamentos com auxinas em folhas e raizes de P. amablis cultivadas in vitro
apresentaram variagdes de carboidratos soluveis provavelmente relacionados ao maior
desenvolvimento observado na massa seca dos 30 aos 120 dias e os efeitos positivos e/ou

inibitdrios das diferentes concentragdes de auxinas no decorrer do periodo analisado.

5.5. Teores de amido

Li et al. (2003) verificaram que graos de amido encontrados nos explantes in vitro
de Cymbidium sinense (Andr.) Willd. estavam em maior concentra¢do nas raizes maduras
do que em raizes novas. O mesmo foi observado em Catasetum fimbriatum (Morren)
Lindl. (Suzuki 2005), onde verificou a ocorréncia de um antagonismo entre parte aérea e
subapical, com a maior concentragdo de amido na parte aérea em estagio maduro
(aproximadamente 23 mg g' de massa fresca) e na parte subapical, em fase de

. . -1
desenvolvimento, com aproximadamente 2,0 mg g~ de massa fresca.
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Schittenhelm et al. (2004) observaram que os teores de amido das folhas de batata
selvagem e transgénica cultivadas em casa de vegetacio com 220 p mol m™s” tiveram
reducdo dos 20 aos 120 dias evidenciando a translocagdo quase total destas reservas para o
tubérculo, ja no final do ciclo de crescimento.

Os teores de amido nos controles de raizes de P.amabilis (figura 42, 44 e 47) foram
maiores aos 120 dias quando comparados aos 30 dias. Com a adi¢do de reguladores de
crescimento, as concentragdes de amido nas raizes aumentaram com 30 dias no tratamento
com AIB (figura 42), 2,4-D (figura 47). No tratamento com ANA (figura 44), os teores de
amido foram estaveis com 0,2 ¢ 1,0 mg L' em 30 e 120 dias enquanto que a menor
concentracio foi encontrada com 5,0 mg L™ aos 120 dias.

Os teores de amido nas folhas dos tratamentos com AIB (figura 41), ANA (figura
43) e 2,4-D (figura 46) foram maiores aos 30 dias quando comparados aos 120 dias.

Nos brotos induzidos, no tratamento com 2,4-D (figura 48) na concentracdo de
0,160 mg L™, os teores de amido foram altos (200 mg g de massa seca) aos 30 dias, sendo
que reduziram 4 vezes aos 120 dias, possivelmente devido a agdo deletéria desta auxina

nestes tecidos.

5.6. Teores de proteina total solivel

Silveira et al. (2004) observaram que os niveis de proteina intracelulares
aumentaram durante a fase de crescimento nas células de Pinus taeda L. em cultura de
suspensdo de embrides quando foi adicionado ao meio 2,4-D (0,44 mg L) e ao mesmo
tempo os niveis de amido reduziram.

A redugido dos teores de proteina soluvel total, de 350 para 125 mg g”' de massa
seca, também foi observada em folhas fotossintetizantes de batata selvagem (Solanum

tuberosum L.) e batata transgénica, cultivadas 120 dias em condigdes ex vitro
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(Schittenhelm et al. 2004), estando relacionadas com o final do ciclo de crescimento com
reassimilagdes dos compostos para o 6rgdo de armazenamento.

Os teores de proteina total soluvel apresentaram pequenas variagdes, entre 5,0 e 8,0
mg g de massa seca, nas folhas do experimento de P. amabilis (figura 49, 51 e 54), nas
raizes (figura 50 e 52) e nos brotos (figura 53) dos tratamentos com AIB ¢ ANA. No
tratamento com 0,032 mg L' de 2,4-D, os teores de proteina soluvel total das raizes foram
superiores a 10 mg g de massa seca possivelmente relacionados com a fase inicial do
orgdo, com tecidos em multiplicagdo e em diferenciagdo (figura 55) e nos brotos no

tratamento com 0,160 mg L™ de 2,4-D aos 30 dias (figura 56).

6. Conclusoes

O meio Murashige & Skoog (1962) ¢é favoravel ao desenvolvimento de explantes
do género Phalaenopsis, com crescimento vegetativo de 62 % dos cultivos in vitro (Park et
al. 2002) e os meios de Lindemann et al. (1970) e Knudson (1946) proporcionaram menor
desenvolvimento (10 a 25 %). O meio MS ¢ utilizado em cultura in vitro em varios géneros
da familia Orchidaceae podendo citar o trabalho de Martin (2003) com Ipsea malabarica,
Lu et al. (2002) com Phalaenopsis sp., Chen et al. (2002) com Paphiopedilum sp.,
Sobhana & Rajeevan (2002a) com Dendrobium sp., Yang et al. (2002) com Cymbidium sp.
e Torres & Mogollon (2002) com Cattleya mossie, entre outros.

Os tratamentos com as auxinas AIB, ANA e 2,4-D, de um modo geral, promoveram
o desenvolvimento das raizes de P. amabilis notadamente quando se analisa o aumento da
massa seca. As partes aéreas (folhas e brotos) apresentaram-se estaveis ou diminuiram
quanto ao numero, matéria fresca e seca, evidenciando a particdo de nutrientes entre as

raizes em pleno desenvolvimento e a parte aérea sem crescimento, em inicio de processo
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de senescéncia quando cultivadas in vitro por longos periodos em tratamento com auxinas
principalmente em altas concentragdes (Figuras 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32).

Os efeitos das auxinas na produgdo de gemas e¢ no crescimento também foram
observados com a indugio de alguns brotos (5,0 mg L™ de ANA e 0,160 mg L' de 2,4-D)
0s quais posteriormente conduziram a formagdo de uma massa compacta de células, de
crescimento radial, de cor esverdeada, sendo este um dos efeitos herbicidas iniciais que
interferem no desenvolvimento das plantas além do inicio do processo de senescéncia. Nao
foram observados a perda da dominancia apical ou o crescimento de mudas laterais,
possivelmente devido ao longo tratamento com auxinas, apresentando os efeitos herbicidas

nos tratamentos ja relatados anteriormente.

Observa-se que, para a variavel biométrica, o controle obteve melhores resultados
quanto ao nimero massa fresca e seca de raizes e folhas dos 30 aos 120 dias, porém o
tratamento com 5,0 mg L' de AIB foi superior em relagdo a massa seca de folhas aos 120
dias (figura 57 A), o tratamento com 0,2 mg L' de ANA (média geral) para as raizes
(figura 57 B) e o tratamento com 2,4-D (0,032 mg L'e 0,160 mg L' aos 30, 60,90 ¢ 120

dias) para as folhas e raizes (figura 57 C).
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Massa seca (mg)

250,00 :
A Tratamento AIB AIB ou ANA (mg L™
200,00 B -o0
B -o2

1500 W -1
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B Tratamento ANA

200,00
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200,00 B -0.000
B -0032
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50,00

0,00 >
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Figura 57 — Comparagdo da massa seca das folhas, raizes e brotos em diferentes concentragdes de
AIB (A), ANA (B) e 2,4-D (C) aos 30, 60, 90 e 120 dias; Barras escuras = massa
seca de folhas, barras claras = massa seca de raizes e barras em branco = massa seca
de brotos.

Em termos de carboidratos de reserva (soluveis e amido), quantificou-se
aproximadamente 425 mg g de massa seca de folhas no tratamento com 0,160 mg L™ de
2,4-D aos 30 dias (figura 58 G). Nas raizes a maior quantidade de carboidratos de reserva
(soluveis e amido) foi aproximadamente 480 mg g”' de massa seca no tratamento com 0,2

mg L' de AIB aos 30 dias (figura 58 B).
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Os teores de proteina total soluvel de folhas e raizes apresentaram-se constantes

(figuras 58 A, B, D, E, G, H ¢ I) exceto os de brotos que foram superiores a 10 mg g de
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Os trabalhos com a familia Orchidaceae relacionando o crescimento em condigdes
de cultura e os compostos bioquimicos encontrados de folhas e raizes sdo escassos e,
comparando-se com Solanum tuberosum L., uma dicotiledonea com tubérculo rico em
amido (60 a 75 % de peso seco), pode-se considerar tanto a folha e a raiz de P. amabilis
como rico em carboidratos (soltiveis e amido) com possibilidades de re-mobiliza¢do nas
condi¢des de cultura utilizadas bem como a capacidade fotossintetisante principalmente
das raizes nesta espécie. Para a batata inglesa cultivada em casa de vegetagao
(Schittenhelm ef al. 2004), a quantidade maxima de carboidratos soluveis totais ¢ de amido
nas folhas foi, respectivamente, de 80 mg g de matéria seca aos 90 dias de cultivo e 40
mg g de matéria seca aos 20 dias de cultivo. Folhas de P. amabilis, apresentaram maiores
quantidades, principalmente em carboidratos solaveis totais em AIB (0,2 mg L), ANA
(1,0 mg L) ¢ 2,4-D (0,160 mg L) que corresponderam aproximadamente 180 mg g™’ de
massa seca aos 30 dias. Para amido em folhas de P. amabilis observa-se também um
actimulo maior (200 e 250 mg g de massa seca) nos tratamentos de AIB (0,2 ¢ 1,0 mg L~
1, ANA (0,2 ¢ 1,0 mg L) e 2,4-D (0,032 ¢ 0,160 mg L") resultando em uma taxa de

reserva 5 vezes maior.

As raizes de batata inglesa apresentaram no méximo 50 mg g de matéria seca aos
20 dias (Schittenhelm et al. 2004) enquanto que nas raizes de P. amabilis, entre quase 240
mg g de matéria seca em AIB (0,2 mg L) aos 30 dias e aproximadamente 100 mg g de
matéria seca em AIB (5,0 mg L") ¢ 2,4-D (0,032 ¢ 0,160 mg L) aos 120 dias ambos com
concentragdes 4 vezes superiores. O teor de amido nas raizes variou de 100 mg g” de
massa seca no tratamento com 5,0 mg L de AIB aos 120 dias ¢ a quase 280 mg g de
matéria seca (AIB 0,2 mg L' aos 120 dias), enquanto que em batata inglesa nio ha

descri¢do, porém pode-se considerar também as raizes como 6rgao de acimulo de amido.
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As folhas de batata inglesa apresentaram o maior teor de proteina solivel aos 20
dias de cultura em casa de vegetagdo (200 pmol m™ s™) com 320 mg g de matéria seca e
as folhas de P. amabilis, entre 5,0 e 8,0 mg g'] de matéria seca em cultura in vitro com 25
umol m? s, bem abaixo de folhas com o processo fotossintetizante em plena atividade.
As comparagdes entre as raizes de S. fuberosum aproximadamente 140 mg g de matéria
seca aos 20 de cultura e P. amabilis entre 5,0 ¢ 8,0 mg g de matéria seca apresentou
também uma diferenca de 10 vezes. Os resultados mostram que as proteinas totais soliveis
presentes nas raizes fotossintetizantes e nas partes ac€reas de P. amabilis provavelmente
ndo sdo proteinas de reserva como as encontradas em tubérculos de batata inglesa e em
sementes de soja. Possivelmente estdo relacionadas com enzimas e sua sintese, coenzimas,

acidos nucléicos e clorofila e do metabolismo primario vegetal.

Segundo Debergh & Maene (1981), as raizes desenvolvidas in vitro nao sao
funcionais porém as analises bioquimicas dos explantes de P. amabilis cultivados in vitro
apresentaram acumulo de compostos organicos que na fase de aclimatizagdo poderiam ser
re-mobilizados e translocados para novos tecidos em formagao.

Arditti (1992) considera que a fisiologia da familia Orchidaceae ¢ variada e
complexa e as orquideas epifitas podem ser consideradas modelos interessantes de
desenvolvimento vegetal, possuindo caracteristicas incomuns relacionadas ao controle
hormonal do crescimento da parte aérea e das raizes.

A producdo de explantes adequados de P. amabilis para a fase de aclimatagdo, ou
seja, com raizes induzidas que sejam funcionais na fase ex vitro, apresentando a maior
concentragdo de compostos organicos armazenados tanto em folhas como em raizes, no
menor periodo de tempo e com a minima manipulagao laboratorial ¢ descrito a seguir: (1)

o explante a ser propagado deve ter alguns primérdios de raizes ou inocular com todo o
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sistema radicular; (2) a inducao de raizes, o aumento da massa seca de raizes, o maior
acumulo de carboidratos soluveis neste 6rgdo em 20-30 dias de cultura ocorre com um
tratamento de 0,032 mg L™ de 2,4-D; (3) o aumento da massa seca das folhas em 30-60
dias ocorre com 5,0 mg L' de AIB; e (4) possivel associagio balanceada com os
reguladores que apresentaram maior concentragio de amido (ANA a 0,2 mg L ou2,4-D a
0,160 mg L' em 30 dias de cultivo) além da possibilidade de uso conjunto de citocininas
para o incremento da massa seca das folhas.

A formacdo de novas folhas e raizes funcionais dependera da indugdo na fase in
vitro ou ja na fase de aclimatizagdo, com a mobilizagdo das reservas existentes nos tecidos
vegetais. A sacarose ¢ o amido (fontes de esqueleto de carbono e energia) e as proteinas de
peptideos re-assimilaveis (degradacdo via proteases e como fonte de amino-acidos para
novas sinteses de enzimas) permitem o aumento da taxa de divisdo celular, o seu
crescimento inicial e estabelecimento como organismo autotrofico. Por tanto, quanto maior
a disponibilidade de compostos organicos reassimildveis (carboidratos totais soluveis,
amido e proteina total soluvel), as chances de sobrevivéncia destes explantes serdo maiores

quando estes sdo passados da fase in vitro para ex vitro.
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7. RESUMO

O objetivo do trabalho foi de estudar os efeitos das auxinas AIB, ANA e 2,4-D na
inducdo de raizes, no crescimento da planta e nos teores endodgenos de carboidratos
soliveis totais, amido e proteinas totais soluveis no cultivo in vitro de Phalaenopsis
amabilis (L.) Blume (Orchidaceae).

Plantas de P. amabilis, obtidas por semeadura in vitro, tiveram suas raizes
excisadas e foram inoculadas em meio MS modificado suplementado com AIB e ANA
(0,0, 0,2, 1,0 e 5,0 mg L'l), e 2,4-D (0,000, 0,032, 0,160 e 0,800 mg L'l). Os parametros
biométricos avaliados foram: a quantidade, a massa de matéria fresca e seca de raizes,
folhas e brotos aos 30, 60, 90 e 120 dias, apds o inicio da experimentagdo. Os parametros
bioquimicos analisados foram os teores enddgenos de carboidratos soluveis totais, de
amido e de proteina solavel total de raizes, folhas e brotos aos 30 e 120 dias.

Os parametros biométricos apresentaram padroes de crescimento diferentes. AIB
mostrou efeito deletério para a varidvel numero de folhas, e a tendéncia de acimulo de
matéria seca e fresca em raizes; ANA mostrou-se toxico na concentragio de 5 mg L™ e
teve efeito deletério no crescimento da parte aérea, porém estimulou seu crescimento
quando na concentragio de 0,2 mg L' e o 2,4-D apresentou efeito herbicida na maior
concentragdo, em baixa concentragdo o 2,4-D estimulou o crescimento da parte aérea e na
concentragdo de 0,160 mg L' a emissdo de raizes.

Os teores de carboidratos soltiveis nas folhas apresentaram padrdes semelhantes
para todos os tratamentos, sendo que aos 30 dias houve aumento dos teores endogenos em
funcdo do aumento na concentragao das auxinas e aos 120 dias uma diminuicdo, destes
teores, em funcdo do aumento da concentragcdo e sua diminui¢do em funcdo das datas de

coleta, indicando a mobilizacdo destes carboidratos. Nas raizes o AIB e 0,032 mg L' de
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2,4-D diminuiram os teores de carboidratos em fun¢do do tempo e das concentragcdes dos
reguladores vegetais, enquanto que em ANA ndo houve diferenga entre datas de coleta.

Os teores de amido nas folhas ndo variaram para as testemunhas, porém
apresentaram diminui¢do entre datas de coleta (30 dias para 120 dias) em todos os
tratamentos; nos tratamentos com AIB e 2,4-D houve acumulo de amido nas raizes em
funcao do tempo. ANA apresentou os menores valores para amido aos 120 dias.

Os teores de proteinas soluveis totais nas folhas para os tratamentos com AIB
permaneceram constantes, diminuiram em func¢do do tempo para ANA e, para 2,4-D
aumentaram significativamente na concentragdo de 0,160 mg L'l; nas raizes, o tratamento
2,4-D apresentou na concentragio de 0,032 mg L' diminui¢do significativa da sua
concentracao.

Os resultados mostram que a espécie apresenta diferentes respostas de crescimento
em funcdo dos reguladores vegetais e suas concentragdes. As andlises bioquimicas
mostraram a existéncia de atividade metabolica com degradagdo e acumulo de substancias
em folhas, raizes e brotos, mostrando que mesmo sendo uma espécie epifita, suas raizes

além de sustentagdo, contribuem para a manuten¢ao do metabolismo da planta.
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8. ABSTRACT

This work aimed to evaluate the effects of the auxins IBA and NAA and 2,4-D in
roots induction, plant growth and soluble carbohydrates, starch and total soluble protein
endogenous levels in Phalaenopsis amabilis (L.) Blume (Orchidaceae) cultured in vitro.

Rootless P. amabilis plants, obtained by in vitro seed sowing were inoculated in
modified MS media supplemented with IBA and NAA (0,0, 0,2, 1,0 and 5,0 mg L']) and
2,4-D (0,000, 0,032, 0,160 and 0,800 mg L'l). The biometrics parameters evaluated were:
roots and leaves number, roots, leaves and shoots fresh and dry weights during 30, 60 90
and 120 days, after the beginning of the experiment. The biochemical parameters:
endogenous levels soluble carbohydrates, starch and total soluble protein in roots, leaves
and shoots during 30 and 120 days were analyzed.

The auxins showed differents biometrics pattern growth. IBA showed a decreased
effect in leaves of number, and a tendency of fresh and dry weight accumulation in roots;
NAA shown be toxic in the concentration of 5 mg L™ and an had harmful effect in leaves
growth and however the concentration 0,2 mg L™ stimulated it; high concentration of 2,4-
D showed an herbicide effect, low concentration of 2,4-D stimulated leaves growth and the
concentration of 0,160 mg L™ stimulate roots growth.

Carbohydrates levels in leaves showed similar patterns for all treatments, at day 30
data collection there were increase in the endogenous carbohydrates level as the
concentration of auxins raised and at the 120 days a decrease of these levels as
concentration and collection dates raised, showing the mobilization of these carbohydrates.
IBA and 0,032 mg L' of 2,4-D decreased carbohydrates levels as collected time and
growth regulators concentrations raised, while for NAA there wasn’t difference among the

collections dates.
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The leaves starch levels didn't modify in the control treatment, however in all of the
treatments, the starch levels decreased from 30 to 120 days, for AIB and 2,4-D treatments
there were starch accumulation in roots in function of collected dates, no variation in starch
levels were in NAA treatments, between data collection date. NAA showed the smallest
values for starch at 120 days.

The total soluble proteins levels of leaves for AIB treatments stayed constant, they
decreased from 30 to 120 days, NAA and 2.,4-D had a significantly increased at 0,160 mg
L': the 2,4-D concentration of 0,0032 mg L' decreased total soluble proteins levels in
roots.

The results showed that the species presents different growth patterns as growth
regulators class and their concentrations changes. The biochemical analyses showed that
exist metabolic activity with degradation and accumulation of substances in leaves, roots
and shoots demonstrating, in spite of the epiphyt habit, their roots contribute to the

maintenance of plant metabolism.
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0,19x + 8,05 ¢ R* = 092*** ANAlomgL y = 0,002x* —027x+ 10,38 ¢ R* =
1#%% ANA 50 mg Uy =0,0004x% - 0,0432x + 1,12 ¢ R* = 0,94"; (B) analise
estatistica pelo teste TUKEY 5 ¢ mostra as dlferengas significativas entre os
tratamentos representados pelas diferentes letras maitisculas e as diferentes letras
minusculas representam as diferengas significativas entre os tempos; ns = ndo
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Figura 16. Numero de raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2, 1,0 e
5,0 mg L' ANA nos periodos de 30, 60 90 e 120 dias; (A) regressoes: controle
00mgL Y= O 0017x*+ 0,25x - 3,85 € R*=0,99"; ANA o2 mgr 'y =-0,0013x> +
0,18x—1 eR 0,95™; ANA LomgLl Y= -00003x +0,03x + 2,80 e R* = 1,00™;
ANA 50 mg L y -0,0013x* + 0,19x - 5,10 ¢ R* = 0,65™; (B) analise estatistica
pelo teste TUKEY s ¢, mostra as médias seguidas de letras maitsculas que
comparam as diferencas significativas entre o fator tratamento e médias seguidas
de letras minusculas comparam as diferengas significativas entre o fator tempo;
ns = ndo significativo e nimero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10
PLANTAS. ...ttt e et e b e e e enaeeenabeeeaaee s
Figura 17. Numero de brotos de P. amabilis no tratamento com 5 ,0mg L' ANA
no periodo de 30, 60 90 e 120 dias; (A) regressao: ANA 5o mg 1’ 'y =-0,0051x"+
0,46x + 15,72 ¢ R* = 0,74***; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY 5 o
mostra as diferencas 51gn1ﬁcatlvas entre as médias dos tratamentos e as diferentes
letras mindsculas representam as diferengas significativas entre os diferentes
tempos,*** = Significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e
tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado...........ccceevieriienieniiennnne.
Figura 18. Massa fresca das folhas de P. amabilis nos tratamentos 0,0, 0,2, 1,0 e
5,0 mg L'de ANA nos perlodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressoes
controle OOmgL y 0, 06x> - 9,70x + 855, 57 e R? =0,51*%; ANA 02 mgr’ y

0,75x + 521,40 e R* = 0,11™; ANA 1 mgr' y = 0,13x2 - 20,57x + 960,70 ¢ R* =

0,99%*; ANA 50 mg L y 0,01x2 - 2,05x + 78,50 e R? = 0,98**; (B) as analises
estatlstlcas pelo teste TUKEY so, mostra as médias seguidas de letras maitisculas
que comparam as diferencgas significativas entre o fator tratamento e médias
seguidas de letras mindsculas comparam as diferencas significativas entre o fator
tempo; ns = ndo significativo, * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99
%. Numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) =
material NA0 deteCtadO........cuevuieriiiiiiiieiee s
Figura 19. Massa fresca das raizes de P. amabilis nos tratamentos 0,0, 0,2, 1,0 e
50 mg L' de ANA nos periodos de 30 60, 90 e 120 dias; (A) regressoes:
controle 0 mg L y 6,43x + 276,92 e R>= 0 83%; ANA oo mgt y -0,16x2 +
28,23x - 22,85 eR 0,98%; ANA 19 mgr' y = 920x+6908 e R? =0,68%* ¢
ANA 50 mg L y = -0,22x2 + 38,91x - 1033,10 e R? = = 0,63*; (B) analise
estatistica pelo teste TUKEY 5o, mostra as medlas seguidas de letras maiusculas
que comparam as diferencgas significativas entre o fator tratamento e médias
seguidas de letras mintisculas comparam as diferencas significativas entre o fator
tempo; * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 %, ns = ndo significativo
e numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas..............ccoeeuneee.

Figura 20. Massa fresca dos brotos de P. amabilis no tratamento com 5,0 mg L
lde ANA nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressoes: ANA 50 mg 1 y
= -0,11x* + 16,45x - 361,30 ¢ R* = 0,72***; (B) analise estatistica pelo teste
TUKEY 5 % mostra as diferengas significativas entre as médias dos tratamentos
e as diferentes letras mintisculas representam as diferencas significativas entre os
diferentes tempos; *** = significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada
tempo e tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado............ccceeeeunen.ee.
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Figura 21. Massa seca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2,
1,0 e 5,0 mg L'de ANA nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes:
controle ¢ mg = y =-0,33x + 86,73 ¢ R%*=0,57"; ANA 02 me ! y =-0,07x +
67,99 ¢ R* = 0,0844™; ANA 1 mgr”' y =0,016x" - 2,62x + 128,84 ¢ R = 0,97™;
ANA 50 mg = y = 0,01x - 0,78 R? = 0,6™. (B) analise estatistica pelo teste
TUKEY 5 ¢, mostra as médias seguidas de letras maiusculas que comparam as
diferencas significativas entre o fator tratamento e médias seguidas de letras
minusculas comparam as diferengas significativas entre o fator tempo; ns = nao
significativo, nimero de repeti¢gdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e
(+) = material NA0 deteCtadO........ccuvieiieiiieiieie et
Figura 22. Massa seca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,0, 0,2,
1,0 e 5,0 mg L'de ANA nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes:
controle ¢ mg L'l y =0,75x + 16,495 ¢ R? = 0,84*; ANA (2 mg L'l y =0,71x +
31,12 e R* = 0,96*; ANA | gmer” y=0,48x + 19,84 ¢ R* = 0,71** e ANA 50 mg
= y =0,55x - 8,74 ¢ R? = 0,47*; (B) andlise estatistica pelo teste TUKEY 5 o,
mostra as médias seguidas de letras maitsculas que comparam as diferencas
significativas entre o fator tratamento e médias seguidas de letras minusculas
comparam as diferengas significativas entre o fator tempo; ns = ndo
significativo, * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 %, numero de
repeticoes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo
AEEECTAAO. ...t
Figura 23. Massa seca dos brotos de P. amabilis no tratamento com 5,0 mg L™ de
ANA nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressoes: ANA 50 mg L'l y=-
0,011x> + 1,59x - 33,59 ¢ R = 0,57***; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY
s o mostra as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos e as
diferentes letras minusculas representam as diferencas significativas entre os
diferentes tempos,*** = Significativo a 99,9 %. Nuimero de repetigdes em cada
tempo e tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado..............c..cccocce..
Figura 24. Numero de folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 e
0,160 mg L'de 2,4-D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes:
controle 0,000 mg L'l y= O,OOIX2 -0,15x+7,78 ¢ R’= 0,99**; 2,4-D 0,032 mg L'l y=
0,032x + 1,95 e R = 0,62%**; 2.4-D g0 mg . ¥y = -0,0193x + 3,35 ¢ R* =
0,48**; (B) andlise estatistica pelo teste TUKEY s o mostra as diferencas
significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras
maitsculas e as diferentes letras minusculas representam as diferencas
significativas entre os tempos; ** = significativo a 99 % e *** = significativo a
99,9 %. Numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) =
material NA0 deteCtadO........cuevuiiruiiiiiieieeee s
Figura 25. Numero de raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,000, 0,032 e
0,160 mg L' 2,4-D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdes:
controle g poomg L' y = -0,0008x> + 0,10x + 0,12 ¢ R* = 0,90%*; 2.4-D 0032 mg ' ¥
=-0,002x” + 0,29x - 4,6 € R* = 0,99%**; 2.4-D ¢ 150 g1 ¥ = 0,059x - 1,90 e R* =
0,99***; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY s ¢, mostra as diferencas
significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras
maiusculas e as diferentes letras mintsculas representam as diferengas
significativas entre os tempos; ** = significativo a 99 % e *** = significativo a
99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) =
material NA0 deteCtadO........cuevuiiruiiiiiiiiiiee s
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Figura 26. Numero de brotos de P. amabilis no tratamento com 0,160 mg L'
2,4-D nos perlodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressao: 2,4-D 160 mg L y =-
0,03x + 4,30 ¢ R* = 0,88*; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY 5o, mostra as
diferencas significativas entre as médias dos tratamentos e as diferentes letras
minusculas representam as diferengas significativas entre os diferentes tempos,*
= significativo a 95 %. Numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10
plantas e (+) = material n30 detectado..........ccceerviieiiiiiiiiiiie
Figura 27. Massa fresca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,000,
0,032 ¢ 0,160 mg L 24 D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A)
regressoes controle 0,000 mg L y -1 08x +440,78 e R*=0, 1978ns 2,4-D 0,032 mg
Cly=-0, 16x +22,21x - 175,03 ¢ R* = 0,87%*; 2,4-D (160 mg 1 Y = -2,96x +
572,03 ¢ R* = 0,22™; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY s o, mostra as
diferengas significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes
letras maitsculas e as diferentes letras minusculas representam as diferengas
significativas entre os tempos; ** = significativo a 99 % e ns = ndo significativo.
Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) = material
NAO0 AETECTAAOD. ....vieiiieitiee ettt st ettt e e e
Figura 28. Massa fresca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,000,
0,032 ¢ 0,160 mg L' 2 4 D nos periodos de 30 60, 90 e 120 dias; (A)
regressoes controle 0,000 mg L y 4,00x + 233,46 ¢ R’= 0, 70*** 2,4-D 0032 mg L
Ly =-0,24x* +41 ,30x - 782,97 ¢ R* = 0,73%; 2,4-D g 160 me . y = 0,18x” - 12,90x
+ 218,72 ¢ R? = 0,99*; (B) anélise estatistica pelo teste TUKEY s v, mostra as
diferengas significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes
letras maitsculas e as diferentes letras minusculas representam as diferengas
significativas entre os tempos; * = significativo a 95 % e *** = significativo a
99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (+) =
material nao
EtECLAAO. ...ttt ettt eaeas
F igura 29. Massa fresca dos brotos de P. amabilis no tratamento com 0,160 mg
L2 ,4-D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressdo: 2,4-D o032 mg - y
= -0,20x* + 27.91x - 428,80 ¢ R* = 0,88*; (B) anlise estatistica pelo teste
TUKEY 5., mostra as diferencas 31gn1ﬁcatlvas entre as médias dos tratamentos e
as diferentes letras mintsculas representam as diferencas significativas entre os
diferentes tempos,* = significativo a 95 %. Numero de repeticdes em cada tempo
e tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado...........cccocooovrririnininrnne.
Figura 30. Massa seca das folhas de P. amabilis nos tratamentos com 0,000,
0,032 ¢ 0,160 mg L' 2,4-D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressoes
COIl'[I'OlG OOOOmgL y O 012X -1 83X + 98 60 e R O 78ns 2 4 D 0032mgL y = -
0,027x> + 3,94x - 53,18 ¢ R*= 0,94***; 2.4-D (160 mg L y = -0,59x + 83,88 ¢ R
= 0,40**; (B) anahse estatistica pelo teste TUKEY s o, mostra as diferengas
significativas entre os tratamentos representados pelas diferentes letras
maitsculas e as diferentes letras mindsculas representam as diferencas
significativas entre os tempos; ** = significativo a 99 %, *** = significativo a
99,9 % e ns = ndo significativo. Numero de repeticdes em cada tempo e
tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado..........cccccvveeviveeeiieenieeenneen.
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Figura 31. Massa seca das raizes de P. amabilis nos tratamentos com 0,000,
0,032 e 0,160 mg L! 2,4-D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A)
regressoes: controle 0,000 mg L'l y=0,65x+7,52 ¢ R’= 0,88%**%*; 2.4-D ,032mg L'l y
=0,85x + 6,70 e R* = 0,68%**; 2,4-D ¢ 160 mg .’ Y = 1,35X - 58,65 ¢ R* = 0,81%**;
(B) analise estatistica pelo teste TUKEY s o, mostra as diferengas significativas
entre os tratamentos representados pelas diferentes letras maitsculas e as
diferentes letras mintsculas representam as diferencas significativas entre os
tempos; *** = significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e
tratamento = 10 plantas e (+) = material ndo detectado..........cccceevirriiinieniiennnne.
Figura 32. Massa seca dos brotos de P. amabilis no tratamento 0,160 mg L™ de
2,4-D nos periodos de 30, 60, 90 e 120 dias; (A) regressao: 2,4-D ¢,160 mg L'l y=-
0,17x + 43,24 ¢ R* = 0,07%; (B) analise estatistica pelo teste TUKEY s ¢, mostra
as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos e as diferentes letras
minusculas representam as diferengas significativas entre os diferentes tempos,*
= significativo a 95 %. Numero de repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10
plantas e (+) = material N30 detectado...........occveeviieriieiiieeiieie e

Figura 33. Efeito do AIB nos teores de carboidratos soluveis nas folhas no
periodo de 30 e 120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras
maitsculas os tempos, médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY 50;)..cc.ccecveniiinieninnnen.

Figura 34. Efeito do AIB nos teores de carboidratos soluveis nas raizes no
periodo de 30 e 120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras
maitsculas os diferentes, médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY 50;)..ccccecveviieniiennennnen.

Figura 35. Efeito do ANA nos teores de carboidratos soluveis nas folhas no
periodo de 30 e 120 dias (letras mintsculas comparam os diferentes tratamentos;
letras maitsculas comparam os diferentes tempos, médias seguidas por letras
distintas diferem significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY 50, +
= material N30 detectad). .....cccviiiieriieiieie e

Figura 36. Efeito do ANA nos teores de carboidratos soluveis nas raizes no
periodo de 30 e 120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras
maitsculas os tempos, médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY sy, + = material ndo
ELECTAAOD). evieerieiiieiieeie ettt ettt et e et e e e et eebeeeae e e b e e raeensaenaae e

Figura 37. Efeito do ANA nos teores de carboidratos soluveis nos brotos aos 30
e 120 dias (letras mintsculas comparam os tratamentos, letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s, + = material ndo detectado). ..........cccceeeennnnnee.

Figura 38. Efeito do 2,4-D nos teores de carboidratos soltiveis nas folhas no
periodo de 30 e 120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras
maiusculas os tempos, médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY s, + = material nao
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4[5 (Tt 7 T o) TSP
Figura 39. Efeito do 2,4-D nos teores de carboidratos soliiveis nas raizes no
periodo de 30 e 120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras
maitsculas comparam os tempos, médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY s, + = material ndo
4[5 (101 7T [0 ) TR USSR
Figura 40. Efeito do 2,4-D nos teores de carboidratos soliiveis nos brotos no
periodo de 30 e 120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras
maitsculas os tempos, médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si de acordo com o teste TUKEY s, + = material ndo
ELECTAAOD). evieivieiiieiieeie ettt ettt et e et e e et e ebeeeteeeebe e taeenbaenaae e

Figura 41. Efeito do AIB nos teores de amido nas folhas no periodo de 30 e 120
dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo
COM O t€St€ TUKEY 504 ).eccviiieiiiiiiiieeiiieciie et et et et rae e eve e e e eeevaeeaneeennas

Figura 42. Efeito do AIB nos teores de amido nas raizes no periodo de 30 e 120
dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo
COM O tESt€ TUKEY 504).ceeuuieeriiiiiiiieiiie ettt ettt ettt e e e e e

Figura. 43. Efeito do ANA nos teores de amido nas folhas no periodo de 30 e
120 dias (letras mindsculas comparam os tratamentos; letras mailisculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY sv,. + = material ndo detectado). ..........ccceeeuveeneee.

Figura 44. Efeito do ANA nos teores amido nas raizes no periodo de 30 e 120
dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo
com o teste TUKEY s,. + = material ndo detectado). .......ccceovvevvreiiieniieniienieennns

Figura 45. Efeito do ANA nos teores amido nos brotos no periodo de 30 e 120
dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo
com o teste TUKEY sv,. + = material ndo detectado). ........ccccoveeeevieeciieecieeeiieens

Figura 46. Efeito do 2,4-D nos teores de amido nas folhas no periodo de 30 e 120
dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo
com o teste TUKEY s¢,. + = material ndo detectado). .......ccceevvevireciieniiaiienieennns

Figura 47. Efeito do 2,4-D nos teores de amido nas raizes no periodo de 30 e 120
dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os tempos,
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si de acordo
com o teste TUKEY sv,.+ = material ndo detectado). .......cccceocuveevvieeiiieeniieeieenns
Figura 48. Efeito do 2,4-D nos teores de amido nos brotos no periodo de 30 e
120 dias (letras minusculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
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de acordo com o teste TUKEY sv,.+ = material ndo detectado)............cccvveerureennnee.
Figura 49. Efeito do AIB no teor proteina total soluvel nas folhas no periodo de
30 e 120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com 0 teste TUKEY 504)..ccccuieeriiiieniiiiniieeniie et
Figura 50. Efeito do AIB no teor proteina total soluvel nas raizes no periodo de
30 e 120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com 0 teste TUKEY 504)..ccccuiiiiiiiieiiiiiniieeniee e

Figura 51. Efeito do ANA no teor proteina total soluvel nas folhas no periodo de
30 e 120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY sv,. + = material ndo detectado). ..........ccceeeurenneee.

Figura 52. Efeito do ANA no teor proteina total soltivel nas raizes no periodo de
30 e 120 dias letras mintsculas comparam os tratamentos; letras maitsculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY sv,. + = material ndo detectado). ..........ccceeeurenneee.

Figura 53. Efeito do ANA no teor proteina total soluvel nos brotos no periodo de
30 e 120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s¢,. + = material ndo detectado). ........c.cccoveeveennennne

Figura 54. Efeito do 2,4-D no teor proteina total soluvel nas folhas no periodo de
30 e 120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY sy,. + = material ndo detectado). ..........ccceeeuvenneee.

Figura 55. Efeito do 2,4-D no teor proteina total soluvel nas raizes no periodo de
30 e 120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiusculas os
tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si
de acordo com o teste TUKEY s¢,. + = material ndo detectado). ........c.cccoeeeveennennne

Figura 56. Efeito do 2,4-D no teor de proteina total soluvel nos brotos no periodo
de 30 e 120 dias (letras mintisculas comparam os tratamentos; letras maiisculas
os tempos, médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre
si de acordo com o teste TUKEY s¢,. + = material nao detectado). ...........cc..c........
Figura 57 — Comparacdo da massa seca das folhas, raizes e brotos em diferentes
concentragdes de AIB (A), ANA (B) e 2,4-D (C) aos 30, 60, 90 e 120 dias;
Barras escuras = massa seca de folhas, barras claras = massa seca de raizes e
barras em branco = massa seca de BrotoS..........cccuvieeiiieeiiieeriiie e
Figura 58 — Comparacdo dos teores de carboidratos soluveis totais, amido e
proteina total soltvel de folhas (A, D e ), raizes (B, E e H) e brotos (C, F e I)
em diferentes concentracdes (mg L-1) de AIB (A, Be C), ANA(D,EeF)e
2,4-D (G, Hel) a0S30 € 120 dias.....c.eeeeuieeriieeiieeiiee et
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11. Anexos
Anexo 1: Composi¢ao do meio de cultura utilizado com macronutrientes e micronutrientes

de Murashige & Skoog (1962) completo.

Solucio Componentes Concentracio
Macronutrientes (g L'l)
A NH,4NO; 1,65
B KNO; 1,90
C CaCl,.2H,0 0,44
D MgS0,.7H,0 0,37
E KH,PO, 0,17
Micronutrientes (mg L_l)
MHSO4.H20 1,690
H;BO; 0,620
ZnS0,4.7H,0 0,860
F KI 0,083
N32M004.2H20 0,025
CuS0,4.5H,0 0,0025
CoCl,.6H,0O 0,0025
FeEDTA (mg L™
G Na,EDTA.2H,0 3,73
FeS0,.7H,0 2,78
Mistura orginica (mg L'l)
Tiamina.HCl 0,02
Acido nicotinico 0,1
Piridoxina.HCl 0,1
H Glicina 0,4
-1
(gL)
Sacarose 30,0
Agar 5,0

pH 5.8



Anexo 2 — Aspectos gerais de plantas de Phalaenopsis amabilis do tratamento de AIB em

diferentes periodos de analise (barra = 2,0 cm).

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

controle

0,2 mg. L

1,0 mg. L

tratamento de AIB

5,0mg. L'




Anexo 3 — Aspectos gerais de plantas de Phalaenopsis amabilis do tratamento de ANA em

diferentes periodos de analise (barra = 2,0 cm).

controle

tratamento de ANA



Anexo 4 — Aspectos gerais de plantas de Phalaenopsis amabilis do tratamento de 2,4-D em

diferentes periodos de analise (barra = 2,0 cm).

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

controle
9 1
< 0032mglL’
(o]
]
=
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=
[-*]
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Anexo 5 — Numero, massa fresca e seca de folhas, raizes e brotos em Phalaenopsis amabilis cultivada in vitro em diferentes periodos e concentra¢des de AIB.

Tempo Concentracdes NF NR NB MEFF MFR MFB MSF MSR MSB

(dias) (mg L) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
0,0 4,30 Aa 2,30 Ab - 565,69 Aa 282,37 - 53,24 23,69 -
30 0,2 4,60 Aa 1,60 Ab - 513,16 Aa 292,68 - 66,36 22,90 -
1,0 4,40 Aa 2,80 Aa - 714,95 Aa 345,92 - 90,76 35,49 -
5,0 4,80 Aa 3,00 Aab - 876,69 Aa 544,10 - 100,22 43,22 -
0,0 4,10 Aa 2,90 Ab - 637,29 Aa 551,26 - 106,96 53,82 -
60 0,2 3,70 Aab 4,40 Aa - 519,05 Aa 655,18 - 58,65 67,69 -
1,0 3,10 Aab 3,60 Aa - 371,85 Aab 478,86 - 44,12 55,07 -
5,0 2,80 Abc 4,00 Aa - 272,57 Ab 550,18 - 34,89 65,47 -
0,0 4,30 Aa 3,60 Ab - 749,46 Aa 680,31 - 74,41 50,28 -
90 0,2 2,60 ABb 4,00 Aa - 514,40 ABa 1017,79 - 68,26 76,99 -
1,0 3,70 Aa 3,70 Aa - 522,32 ABab 690,23 - 52,08 71,72 -
5,0 1,60 Bc 3,30 Aab - 198,68 Bb 796,52 - 27,09 59,69 -
0,0 2,60 ABa 7,60 Aa - 689,30 Aa 989,47 - 72,62 108,22 -
120 0,2 2,60 ABb 6,10 Aa - 651,26 Aa 1144,14 - 61,44 133,86 -
1,0 1,70 Bb 3,40 Ba - 310,36 Bb 693,92 - 30,99 87,15 -
5,0 4,30 Aab 1,50 Bb - 413,64 Bb 1059,53 - 44,20 109,85 -
DMS s, Tratamento 0,86 1,06 - 196,57 295,45 - 34,70 27,51 -
DMS 5, Tempo 0,86 1,06 - 196,57 295,45 - 34,70 27,51 -
Valor F Tyatamento 1,23™ 3,59%* - 3,25% 1,64" - 1,44™ 0,95™ -
Valor F rempo 10,63%** 9,94 - 3,10% 10,91 %% - 1,42" 18,74%%* -
Interagio Tempo x Tratamento 4,]18%** 7,07%%* - 2,92%% 0,52 - 1,65™ 0,65™ -

Médias seguidas de diferentes letras maiusculas representam as diferencas significativas entre os tratamentos e¢ as diferentes letras minusculas representam as
diferencas significativas entre os tempos pelo teste TUKEY 5 .,; NF = nimero de folhas, NR = numero de raizes, NB = niimero de brotos, MFF = massa fresca de
folhas, MFR = massa fresca de raizes, MFB = massa fresca de brotos, MSF = massa seca de folhas, MSR = massa seca de raizes, MSB = massa seca de brotos,
DMS= diferenca minima significativa, ns = nao significativo, * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 % e *** = Significativo a 99,9 %. Numero de
repeti¢des em cada tempo e tratamento = 10 plantas e (-) = material ndo detectado.



Anexo 6 — Numero, massa fresca e seca de folhas, raizes e brotos em Phalaenopsis amabilis cultivada in vitro em diferentes periodos e concentragdes de ANA.

Tempo  Concentracdes NF NR NB MFF MFR MFB MSF MSR MSB
(dias) (mg L) (ng) (mg) (ng) (ng) (mg) (ng)
0,0 4,20 Aab 2,10 0,00 Aa 650,94 362,67 0,00 Aa 86,53 29,93 0,00 Aa
30 0,2 3,40 Ab 3,40 0,00 Aa 527,20 692,08 0,00 Aa 62,14 52,59 0,00 Aa
1,0 4,00 Ab 3,40 0,00 Aa 470,65 405,96 0,00 Aa 65,91 36,61 0,00 Aa
5,0 0,10 Bb 0,10 0,00 Ab 29,22 27,29 0,00 Ac 0,00 0,00 0,00 Ac
0,0 2,50 Abc 5,30 0,00 Ba 434,07 796,92 0,00 Ba 56,67 79,95 0,00 Ba
60 0,2 2,60 Ab 4,90 0,00 Ba 645,24 1057,18 0,00 Ba 74,46 77,80 0,00 Ba
1,0 1,20 ABc 3,50 0,00 Ba 207,53 707,16 0,00 Ba 25,47 54,48 0,00 Ba
5,0 0,00 Bc 1,10 2,10 Aa 0,00 219,12 304,17 Aa 0,00 19,83 33,81 Aa
0,0 2,20 Ac 5,00 0,00 Ba 601,56 909,99 0,00 Ba 47,66 75,32 0,00 Ba
90 0,2 2,20 Ab 5,30 0,00 Ba 481,50 1256,23 0,00 Ba 51,32 87,53 0,00 Ba
1,0 1,90 Ac 3,10 0,00 Ba 229,15 543,33 0,00 Ba 27,32 46,15 0,00 Ba
5,0 0,00 Bc 3,70 0,70 Ab 0,00 945,56 106,54 Ab 0,00 72,58 6,59 Ab
0,0 5,20 Aa 2,20 0,00 Aa 624,61 968,42 0,00 Aa 56,27 106,82 0,00 Aa
120 0,2 6,80 Aa 2,20 0,00 Aa 656,84 1044,18 0,00 Aa 62,76 120,73 0,00 Aa
1,0 6,20 Aa 2,20 0,00 Aa 458,43 1380,92 0,00 Aa 45,06 88,01 0,00 Aa
5,0 1,20 Ba 0,20 0,00 Ab 17,00 335,70 0,00 Ac 1,55 37,31 0,00 Ac
DMS s, Tratamento 0,90 1,27 0,35 147,24 350,38 53,03 17,08 28,13 7,32
DMS 5, Tempo 0,90 1,27 0,35 147,24 350,38 53,03 17,08 28,13 7,32
Valor F Trtamento 43,86%** 12,00%** 13,84%%* 44, 74%%* 7,48% %% 12,66%** 39,38%** 8,7 7*** 15,30%**
Valor F tempo 40,44 *** 12,11%%* 6,92%%* 231" 7,43%%* 6,17%** 3,88%* 10,30%** 3,66*
Interacao Tempo x Tratamento 3,14%* 1,66 ™ 6,02%** 1,18 ™ 1,85™ 6,17%%* 1,54™ 1,20 ™ 3,66%%*

Meédias seguidas de diferentes letras maitisculas representam as diferengas significativas entre os tratamentos e as diferentes letras minusculas representam as diferencas
significativas entre os tempos pelo teste TUKEY s5.,; NF = nimero de folhas, NR = niimero de raizes, NB = ntimero de brotos, MFF = massa fresca de folhas, MFR =
massa fresca de raizes, MFB = massa fresca de brotos, MSF = massa seca de folhas, MSR = massa seca de raizes, MSB = massa seca de brotos, DMS= diferenga
minima significativa, ns = ndo significativo, * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 % e *** = Significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e

tratamento = 10 plantas.



Anexo 7 — Numero, massa fresca e seca de folhas, raizes e brotos em Phalaenopsis amabilis cultivada in vitro em diferentes periodos e concentragdes de 2,4-D.

Tempo Concentracdes NF NR NB MFF MFR MFB MSF MSR MSB
(dias) (mg L) (mg) (mg) (mg) (ng) (mg) (mg)
0,000 4,10 Aa 2,40 Aab 0,00 Ba 471,46 Ba 293,69 Ab 0,00 Ba 57,21 Ba 28,99 Ac 0,00 Ba
30 0,032 3,60 Ab 2,30 Ab 0,00 Ba 325,70 Cb 163,02 Ab 0,00 Ba 38,01 Cb 15,24 Ab 0,00 Ba
0,160 3,30 Aa 0,00 Be 3,30 Aa 639,71 Aa 0,00 Be 189,93 Ac 91,04 Aa 0,00 Bd 16,20 Ac
0,800 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Da 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Da 0,00 Ba 0,00 Ba
0,000 2,30 ABab 3,90 Ba 0,00 Ba 254,28 Ba 497,78 Bab 0,00 Ba 24,82 Bbc 49,78 Bb 0,00 Ba
60 0,032 3,40 Ab 5,90 Aa 0,00 Ba 671,36 Aa 1037,08 Aa 0,00 Ba 94,07 Aa 90,10 Aa 0,00 Ba
0,160 1,10 BCb 1,40 Cb 2,00 Ab 90,83 Cc 105,78 BCc 609,34 Aa 8,42 Cd 9,66 Cc 62,86 Aa
0,800 0,00 Ca 0,00 Da 0,00 Ba 0,00 Da 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00 Da 0,00 Da 0,00 Ba
0,000 2,00 Ab 2,90 Bab 0,00 Ba 395,83 Aa 725,79 Aa 0,00 Ba 39,79 Bb 52,74 Ab 0,00 Ba
90 0,032 3,70 Ab 5,20 Aa 0,00 Ba 484,90 Ab 738,17 Aa 0,00 Ba 74,54 Aab 70,25 Aa 0,00 Ba
0,160 2,20 Aab 3,50 ABa 2,00 Ab 444,11 Aab 561,36 ABb 319,31 Ab 36,69 Bb 33,07 Bb 34,69 Ab
0,800 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00 Ba
0,000 3,70 Bab 1,70 Bb 0,00 Aa 315,65 Aa 618,25 Bab 0,00 Aa 50,97 Aa 92,71 Aa 0,00 Ba
120 0,032 6,70 Aa 1,50 Bb 0,00 Aa 269,05 ABc 734,34 Ba 0,00 Aa 33,36 Bb 107,17 Aa 0,00 Ba
0,160 1,00 Cb 5,20 Aa 0,00 Ac 226,20 ABbc 1333,01 Aa 0,00 Ad 22,73 Bc 126,96 Aa 0,00 Ad
0,800 0,00 Da 0,00 Ca 0,00 Aa 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Aa 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00 Ba
DMS 5., Tratamento 0,98 0,91 0,49 142,03 206,10 70,38 22,02 20,02 9,05
DMS 5, Tempo 0,98 0,91 0,49 142,03 206,10 70,38 22,02 20,02 9,05
Valor F Tytamento 47,80%** 40,67%** 46,07%** 25,52%%* 27, 27%%* 53,33%*x* 18,00%** 31,27%%* 36,16%**
Valor F tempo 4,55%** 10,26%** 6,42%%* 3,43* 17,40%** L1, 17%%* 2,02 28,79%** 5,08**
Intera¢ao rempo x Tratamento 4,00%*** 11,06%** 6,42°%** 4,44+ ** 8,39 L1, 7%%* 4,81 Hx* 6,32%** 6,99%#*

Meédias seguidas de diferentes letras maitisculas representam as diferengas significativas entre os tratamentos e as diferentes letras minusculas representam as diferencas
significativas entre os tempos pelo teste TUKEY s5.,; NF = nmimero de folhas, NR = niimero de raizes, NB = ntimero de brotos, MFF = massa fresca de folhas, MFR =
massa fresca de raizes, MFB = massa fresca de brotos, MSF = massa seca de folhas, MSR = massa seca de raizes, MSB = massa seca de brotos, DMS= diferenga
minima significativa, ns = ndo significativo, * = significativo a 95 %, ** = significativo a 99 % e *** = Significativo a 99,9 %. Numero de repeticdes em cada tempo e

tratamento = 10 plantas.





