MONIQUE CRISTINE RODRIGUES ABRAO

Germinacéo de sementes e desenvolvimento in
vitro de Cattleya xanthina Lindley (Orchidaceae)
em diferentes meios de cultura, com base em

nutricédo nitrogenada

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica
da Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL
E MEIO AMBIENTE, na Area de Concentragio

de Plantas Vasculares em Anéalises Ambientais.

SAO PAULO
2014



MONIQUE CRISTINE RODRIGUES ABRAO

Germinacéao de sementes e desenvolvimento in
vitro de Cattleya xanthina Lindley (Orchidaceae)
em diferentes meios de cultura, com base em

nutricéo nitrogenada

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica
da Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL
E MEIO AMBIENTE, na Area de Concentracio
de Plantas Vasculares em Analises Ambientais.

ORIENTADOR: DR. ROGERIO MAMORU SUZUKI



Ficha Catalografica elaborada pelo NUCLEO DE BIBLIOTECA E MEMORIA

Abréo, Monique Cristine Rodrigues
A158g Germinacdo de sementes e desenvolvimento in vitro de Cattleya xanthina Lindley
(Orchidaceae) em diferentes meios de cultura, com base em nutri¢do nitrogenada /
Monique Cristine Rodrigues Abrdo -- Sdo Paulo, 2014.
57 p. il.

Dissertagdo (Mestrado) -- Instituto de Botanica da Secretaria de Estado do Meio
Ambiente, 2014

Bibliografia.

1. Orchidaceae. 2. Fitormonio. 3. Nitrogénio. I. Titulo

CDU: 582.594.2




“0S GRANDES S& NOS PARECEM GRANDES PORQUE
ESTAMOS DE JOELHOS.
LEVANTEMO-NOS”.

Pierre Joseph Proudhon



Agradecimentos

A Pos-graduacdo em Biodiversidade e Meio Ambiente do Instituto de Botanica por todo
suporte concedido durante todo o processo.

Ao Instituto de Boténica de Sdo Paulo (IBT) pela oportunidade de aprendizado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pelo apoio
concedido.

Ao Prof. Dr. Rogério Mamoru Suzuki, 0 meu sincero agradecimento pela orientagcdo neste
trabalho e em todos os outros j& realizados. Muito obrigada pelo profissionalismo, pela
sincera amizade e total disponibilidade que sempre destinou a mim.

As Profa. Dra. Vivian Tamaki e Ma. Flavia Maria Kazue Kurita do Nlcleo de Pesquisa em
Plantas Ornamentais, pela disponibilidade de tempo no acompanhamento deste trabalho, por
ceder estrutura laboratorial e de equipamentos para a realizagéo de grande parte do trabalho.
Ao Prof. Eduardo Pereira Cabral Gomes por diminuir minhas duvidas e auxiliar no trabalho
estatistico, que tanto admiro.

A todos os integrantes que compde o Nucleo de Pesquisas — Orquidario do Estado, desde
estagiarios a pesquisadores. Em especial a minha colega de laboratério Jackeline Jorge pelo
incentivo, parceria e risadas durante nosso dia a dia.

A todos os integrantes da Secretaria do Meio Ambiente de Guarulhos (SEMA). Em especial
aos meus colegas de trabalho Luciano Zandona, Everton Nigro e Marcus Vinicius pelo
incentivo, companheirismo e por aumentar meu amor pelas orquideas.

Ao meu namorado Renato Duarte por todo amor, amizade e por estar ao meu lado durante
todos 0os momentos.

Aos meus amigos de todas as horas: Aline Diniz, Martim Juras e Felipe Oliveira; pelo apoio e
por todos os momentos de “crazy party’...

A minha familia por todo o estimulo e compreenséo.


http://lattes.cnpq.br/7806205647233919

Sumario

o~ e

7.
8.

RESUIMO ...ttt e b e e s bb e e s b e e e e e e s ne e e anneas 3
ADSTFACT ...t b e bbb e e 4
INtrodUGAOD € JUSEITICALIVA ......cueiiieiieiec e 5
HIPOLESE € ODJELIVO .....vieiieiiiiiee et 8
Material € MELOTOS. ......oviiiiiiiiiieee ettt 9
5.1, Teste de VIaDIAAUE ........cooiiiieiieee e e 9
5.2, DESINTESTAGAD ... cuiititiiiieieeii ettt 10
5.3, MEIOS A8 CUITUIA ..ottt et 10
5.4. Analise da germinacéo e desenvolvimento inicial ..o, 12
5.5. Efeitos dos meios de cultura sobre o desenvolvimento de plantulas......................... 14
5.6. Analise do crescimento in vitro de plantas de C. xanthina submetidas a diferentes
balancos de acido naftalenoacético e benziladenina. .........ccccecvevvevererese v 15
5.7.  Status de NITFOGENIO ...ccveeviiieiiecie ettt re e 15
5.7.1. Quantificacdo de amonio (NH,") € nitrato (NO3)....vvvevveevieereesieeeeceeeeieneen, 15
5.7.2.  Quantificacdo de clorofilas e carotenoide ..........c.ccovverveieiiienene e 16
5.7.3.  Quantificacdo de Proteina Total.........ccccceeveiiiiiiii s 17
5.8, ANAlISE ESTAIISTICA. .....eviiiiiiieiiiieie e 18
RESUITA0S € DISCUSSAD ....c.vveveeiieeniieiiesiiesieeieesteeie s e steeseesnee e eseesseesaeeseesneesteensesneesseeneeanes 18
6.1. Teste de VIiabilidade ........coeviieiiiiieiieee e 18
I C 1= 11 T[T Uo7 o J OSSR 19
6.3.  Desenvolvimento INICIAL. ..o 22
6.4. Efeitos dos meios de cultura sobre o desenvolvimento de plantulas......................... 29
6.4.1.  Status de NItFOGENIO.......ccveieiiiiiee et re e 32
6.4.1.1.  Quantificacdo de amonio (NH4") € nitrato (NO3) ...c.ceevvceereeerereereeeeie s 32
6.4.1.2.  Quantificacdo de clorofilas e carotenoide ............ccccceeveiieiicie i, 34
6.4.1.3. Quantificacdo de Proteina Total ............cccovveieiiiiieiecc e, 35
6.5. Analise do crescimento de plantas de C. xanthina submetidas a diferentes balangos
de acido naftalenoacético e benziladening. ...........ccoceeiiieii i 37
6.5.1.  Status de NITFOGENIO. .......cviiiiiiiiieiie e 44
6.5.1.1.  Quantificacdo de clorofila e carotenoide ..........cccccververeeiieeieee e 44
6.5.1.2.  Quantificagdo de Proteina Total ...........cccooeviriiiiiiiieiee e 45
CONSIABIAGORS FINAIS.......viitiiiiiiieiieieit ettt bbbttt n e 47

Referéncias BiDHOGIATICAS ........cccoiiiiiiiiiiccee e 48



Lista de Figuras
Figura 1. Aspecto geral de Cattleya xanthina. A) Morfologia floral; B) Fruto; C)
Conservagdo ex-situ na colegdo cientifica “Frederico Carlos Hoehne”, do Nucleo de

Pesquisas — Orquidario do Estado do Instituto de Boténica 06

Figura 2. Sementes germinadas e diferentes estagios de desenvolvimento inicial de

plantulas 14

Figura 3. Viabilidade de sementes ao longo do tempo de maturagdo das sementes obtida

pelo teste de tetrazdlio 20

Figura 4. Efeitos de diferentes meios de cultura: Knudson C (KC), Murashige & Skoog
(MS), e Vacin & Went (VW), adicionado ou ndo de 1 puM de benziladenina (BA) no
desenvolvimento inicial, de C. xanthina utilizando sementes de 4, 5, 6, 7 e 8 meses, ap0s

120 dias de cultivo 25

Figura 5. Efeitos de diferentes meios de cultura no desenvolvimento inicial apds 180 dias

de cultivo 28

Figura 6. Percentagem de plantas viaveis, nos meios: Knudson C (KC), Murashige &
Skoog (MS), e Vacin & Went (VW), ap6s 180 dias de cultivo 29

Figura 7. Aspectos das plantas de Cattleya xanthina ap6s 360 dias de cultivo in vitro, em
diferentes meios de CURUI 31
Figura 8. Efeitos de diferentes meios de cultura no comprimento caulinar e da raiz maior
(Fig. 8A) e no numero de folhas e raizes (Fig. 8B) de Cattleya xanthina ap6s 360 dias de
CURIVO INVIEO 32
Figura 9. Efeitos de diferentes meios de cultura sobre o acimulo de massa de matéria
fresca (Fig. 9A) e de massa de matéria seca (Fig. 9B) de caules e raizes de Cattleya
xanthina apos 360 dias de cultivo in vitro 33

Figura 10. Efeitos de diferentes meios de cultura no acimulo de amoénio (Fig. 10A) e

nitrato (Fig. 10B) nas plantas de Cattleya xanthina apds 360 dias de cultivo in vitro____ 34



Figura 11. Efeitos de diferentes meios de cultura na sintese de pigmentos fotossintéticos
nas plantas de Cattleya xanthina apds 360 dias de cultivoinvitro 36
Figura 12. Efeitos de diferentes meios de cultura na concentracdo de proteina total nas
plantas de Cattleya xanthina apos 360 dias de cultivoinvitro 37
Figura 13. Aspectos das plantas de Cattleya xanthina ap6s 540 dias de cultivo in vitro,
cultivadas no meio MS com adicdo de diferentes concentragdes de auxina (ANA) e
CItOCININGA (B A ) 40
Figura 14. Efeito da adicdo de diferentes balangos de benziladenina e &cido
naftalenoacético horménios vegetais ao meio MS, no comprimento de caules e da raiz
maior (Fig. 14A) e no nimero de folhas e raizes (Fig. 14B) de Cattleya xanthina ap6s 540
dias de CUltIVO IN VIO 41
Figura 15. Efeito da adicdo de diferentes balangos de benziladenina e &cido
naftalenoacético ao meio MS, sobre o0 acimulo de massa de matéria fresca (Fig. 13A) e de
massa de matéria seca (Fig. 13B) de caules e raizes de Cattleya xanthina ap6s 540 dias de
CURIVO IN VI N0 44
Figura 16. Efeito da adicdo de diferentes balancos de benziladenina (BA) e éacido
naftalenoacético (ANA) ao meio MS, na sintese de pigmentos fotossintéticos nas plantas
de Cattleya xanthina ap06s 540 dias de cultivo invitro . 46
Figura 17. Efeito da adicdo de diferentes balancos de benziladenina (BA) e éacido

naftalenoacético (ANA) ao meio MS, no conteldo de proteina total nas plantas de

Cattleya xanthina ap6s 360 dias de cultivo in vitro 47



Germinagao de sementes e desenvolvimento in vitro de Cattleya xanthina
Lindley (Orchidaceae) em diferentes meios de cultura, com base em

nutricdo nitrogenada

1. Resumo

Cattleya xanthina Lindl. é uma orquidea neotropical endémica do Brasil, com alto risco de
desaparecimento da natureza em um futuro préximo. O presente estudo analisou a influéncia
de diferentes concentracdes e formas de nitrogénio fornecido por diferentes meios de cultura
no desenvolvimento in vitro de Cattleya xanthina. Foi analisado o desenvolvimento das
plantulas, desde a germinacao até plantas com 540 dias de cultivo. Para a germinacéo e o
desenvolvimento de plantulas foram utilizados os meios Knudson C (KC), Vacin & Went
(VW), Murashige & Skoog (MS), e 0 meio MS com metade da concentracdo de nutrientes
(MS/2) com ou sem a adicdo de citocinina. Apos 360 dias de cultivo as plantas foram
transferidas ao meio MS com diferentes balangos de auxina e citocinina. Apos 180 dias em
cada tratamento, foram avaliados o0s parametros biométricos, quantificados os pigmentos
fotossintéticos, Proteina total, nitrato (NO3) e aménio (NH4"). Os meios de cultura KC e VW,
ue possuem em sua composicdo a maior relagdo NH,/NO3z mostraram ser os mais eficazes
para o0 desenvolvimento de Cattleya xanthina, pois apresentaram plantulas com
desenvolvimento inicial mais rapido, além de maior producdo de pigmentos fotossintéticos e
Proteina total. Tais resultados poderiam ser decorrentes do fato de o amonio ser absorvido
primeiramente, sendo o nitrato utilizado posteriormente no cultivo in vitro, promovendo o

desenvolvimento precoce das plantas.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, fitormonios, nitrogénio, orquidea.



2. Abstract

(Seed germination and in vitro development of Cattleya xanthina Lindley (Orchidaceae) in
different media culture, based on nitrogen nutrition) Cattleya xanthina Lindl. is a neotropical
orchid endemic to Brazil, with high risk of disappearance of nature in the near future. The
present study examined the influence of different forms and concentrations of nitrogen
supplied by different culture media on in vitro development of Cattleya xanthina. Seedling
development, from germination to plant with 540 days of culture was analyzed. For
germination and seedling development, we used the Knudson C (KC), Vacin & Went (VW),
Murashige and Skoog (MS) culture media and MS medium with half the concentration of
nutrients (MS/2) with or without exogenous cytokinin. After 360 days of culture, the plants
were transferred to MS medium with different auxin and cytokinin balances. After 180 days
for each treatment, the biometric parameters, pigments content, total protein, nitrate (NOj3)
and ammonium (NH;") were evaluate. The media with higher concentrations of nitrogen as
NH,*, KC and VW proved to be the most effective for Cattleya xanthina growth, presenting
plants with faster early seedling development and greater production of photosynthetic
pigments and total proteins. Such results could be due to the ammonium being absorbed first,

and nitrate used later on in vitro culture, promoting early seedling development.

Keywords: In vitro culture, phytohormones, nitrogen, orchid.



3. Introducéo e Justificativa

Orchidaceae ¢ uma das maiores e mais diversificadas familias de plantas representando
cerca de 10% das angiospermas (Dressler 1981). Esta familia € constituida de
aproximadamente 25.000 espécies distribuidas em 800 géneros (Atwood 1986; Chase et al.
2003). No Brasil, segundo ultimo levantamento, ha 235 géneros e 2.428 espécies nativas;
sendo 66 géneros e 1.632 espécies endémicas do pais (Barros et al. 2012). Cattleya xanthina
(Lindl.) Van den Berg € uma espécie epifita, com alto risco de desaparecimento na natureza
em futuro proximo, assim reconhecida pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA 2008),
entretanto, nessa instrugcdo normativa tratada ainda como Sophronitis xanthina.

Cattleya xanthina apresenta folhas elipticas, inflorescéncias portando de quatro a sete
flores de porte médio (cerca de 8 cm de diametro), de coloracéo vistosa, variando de amarelo-
limdo ao ocre, contrastando com o labelo esbranquicado (Decker 1956). Um detalhe desta
espécie ndo descrita por Decker (1956) sdo as venacdes no labelo de coloracdo que variam do
rosa ao purpura. Na figura 1, observa-se uma flor, como descrita por Decker (1956) e as
venacOes. Segundo Hoehne (1953) esta espécie € principalmente encontrada na regido central

do Espirito Santo, ocorrendo desde o sul da Bahia até o estado do Rio de Janeiro.



Figura 1. Aspecto geral de Cattleya xanthina. A) Morfologia floral; B) Fruto; C)
Conservacao ex-situ na colegdo cientifica “Frederico Carlos Hoehne”, do Nucleo de Pesquisas

— Orquidério do Estado do Instituto de Botanica. Barra de escala 1cm.

Atualmente, a acdo humana causa a destruicdo de habitats desta espécie e de varias
outras orquideas gerando declinio populacional. Além disso, as orquideas tém uma longa fase
vegetativa até atingir, em aproximadamente sete anos, a fase reprodutiva e um complexo ciclo
de vida que aumentam o risco de extingdo. A necessidade da associacdo com fungos
micorrizicos para a germinacdo natural, a baixa percentagem de germinacdo na natureza
(menor do que 0,1% atingindo no maximo 5%) sdo outros fatores de complexidade no ciclo
de vida das orquideas (Ferreira & Suzuki 2008). Sendo assim, o cultivo in vitro apresenta-se
como uma alternativa extremamente eficaz para prevenir a extingdo, uma vez que promove o0
aumento da percentagem de germinacdo, por exemplo, atingindo mais de 90% de sementes
germinadas de Hoffmannseggella cinnabarina (Bateman ex Lindl.) H. G. Jones (Suzuki et al.
2009b), permite a producdo macica de plantulas em curtos periodos e estimula o crescimento

vegetal e, desta forma, contribui para a conservacdo das espécies. Os estudos ja realizados



com outras espécies de orquideas demonstram que a germinacdo de sementes e 0
desenvolvimento de plantulas variam de espécie para espécie, em diferentes meios de cultura
(Dutra et al. 2008; Suzuki et al. 2010; Suzuki et al. 2009a). Portanto analises que possam
indicar importancia dos nutrientes, especialmente o nitrogénio sdo extremamente relevantes
para comprovagao da eficacia do meio de cultura.

Os meios de cultura s&o compostos por macro e micronutrientes em diferentes
concentragOes, e 0 nitrogénio é o composto de maior importancia entre 0s macronutrientes,
participando na constituicdo dos aminodcidos, proteinas, nucleosideos, &cidos nucléicos,
pigmentos fotossintéticos e coenzimas das plantas. O principal sintoma de deficiéncia de
nitrogénio é a clorose generalizada (Albert et al. 2012). O nitrogénio pode ser assimilado
pelas plantas nas formas de nitrato (NO3z) ou amdnio (NH,;"). Geralmente, a forma do
nitrogénio mais absorvida pelas plantas é o nitrato, embora isto possa variar entre espécies e
de acordo com fatores ambientais (Mengel & Kirkby 1978).

Segundo Malavolta et al. (1997), o teor de clorofila presente na planta indica o nivel de
nitrogénio absorvido. Como o nitrogénio participa na composi¢do da molécula de clorofila, a
deficiéncia deste afeta diretamente a absorcdo de luz durante o processo de fotossintese,
influenciando o desenvolvimento da planta (Cheng 2003). Neto et al. (2002) enfocam que o
monitoramento de niveis de clorofila pode sinalizar antecipadamente uma deficiéncia da
concentracdo de nitrogénio disponibilizada ou metabolizada, podendo ser previamente
corrigida com novo fornecimento de nitrogénio, evitando-se, desta maneira, a reducdo do
desenvolvimento vegetal.

A dificuldade apresentada pelo cultivo in vitro estda nas diferentes necessidades
nutricionais de cada espécie de orquidea, sendo necessarios estudos para se determinar 0s
meios de cultura adequados, que fornecam ao embrido 0s nutrientes nas concentracdes

corretas (Ruiz & Laguna 2008).



Os reguladores de crescimento tém sido utilizados na tentativa de promover a
germinacdo e o desenvolvimento de orquideas, substituindo algumas fungdes de fungos
micorrizicos (Hadley & Harvais 1968). Com base em Kuiper et al. (1988) a disponibilidade
de nutrientes pode influenciar na sintese e na acdo de fitormdnios enddgenos, sendo que o
nitrogénio pode afetar o nivel de citocinina da planta.

Segundo Ulrich (1960) algumas espécies de fungos, assim como as plantas, sintetizam
auxinas. Alguns fungos também s&o capazes de produzir citocininas; estas foram identificadas
em cultivo de fungos realizadas por Crafts & Miller (1974). Pesquisas de Skoog & Miller
(1957) evidenciaram a importancia da relagdo entre auxinas e citocininas na organogénese in
vitro, na dominancia apical, na formacéo e no crescimento de raizes e brotos caulinares. A
producdo de plantas mais vigorosas facilita o processo de aclimatizagéo.

O declinio populacional e a consequente ameaca de extincdo de Cattleya xanthina em
um futuro proximo (MMA 2008), além da inexisténcia de estudos referentes a sua
reproducéo, ratificam a importancia da realizacdo de pesquisas para otimizar a germinacao e o
desenvolvimento in vitro, permitindo a conservacdo desta espécie, e possibilitando estudos

futuros quanto a reintroducdo na natureza.

4. Hipotese e Objetivo

O nitrogénio em concentracdo adequada promove o desenvolvimento de plantas
influenciando a acdo de fitormonios, no entanto em niveis elevados pode gerar toxicidade e
morte, assim sendo, a andlise das concentracdes de clorofila, nitrato e amonio
correlacionando-as com o0s parametros biométricos de crescimento, poderia indicar a
promogéo ou inibi¢cdo do desenvolvimento de C. xanthina utilizando as diferentes formas e

concentracdes de nitrogénio presentes em cada meio de cultura.



O presente estudo visa analisar essa relagdo entre o nitrogénio e o desenvolvimento
vegetal, analisando a influéncia de diferentes meios de cultura, com base em concentragdes e
formas de nitrogénio desde a germinacdo de sementes até a formacdo de plantas de Cattleya

xanthina cultivadas in vitro.

5. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratdrio de cultivo in vitro, no Nucleo de Pesquisa
Orquidario do Estado, do Instituto de Botanica, em S&o Paulo-SP, Brasil. As anélises
bioquimicas foram realizadas no Nucleo de Pesquisas em Plantas Ornamentais, sob a
supervisdo da Dra. Vivian Tamaki e da Msa. Flavia Maria Kazue Kurita. Neste trabalho vinte
plantas de C. xanthina selecionadas previamente, pertencentes a colegdo cientifica “Frederico
Carlos Hoehne” do Ndcleo de Pesquisas Orquidario do Estado, foram utilizadas para
polinizacdo artificial cruzada, , para a producdo de frutos e coleta das sementes. As sementes
para a germinacg&o in vitro foram retiradas de frutos imaturos a partir de quatro meses até sete
meses apos a polinizacdo, e de frutos maduros (com cerca de oito meses) de C. xanthina,

utilizando-se dois frutos para cada tempo de maturagéo.

5.1. Teste de viabilidade

A determinacdo da percentagem de viabilidade das sementes foi feita por meio do teste
de tetrazélio, no qual sementes sdo imersas em solucdo aquosa de 1% de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio durante 24 horas, em estufa, no escuro a temperatura de 30 °C. Apoés este
periodo, foram preparadas trés laminas a serem analisadas em estereomicroscopio, para a
obtencdo da percentagem de sementes vidveis, sendo que foram consideradas viaveis aquelas

sementes que apresentaram seu embrido corado de vermelho intenso.



5.2. Desinfestagdo

Em frutos imaturos foi realizada a desinfestacdo apenas externa dos frutos; nos frutos
maduros foi realizada a desinfestacdo das sementes. Os frutos foram desinfestados como se
segue: cada fruto foi embebido em solugdo aquosa de 20% de hipoclorito de sédio comercial
[Vv/v] (com no minimo 2% de cloro) durante dez minutos, em camara de fluxo laminar.
Posteriormente, com o auxilio de pinca e bisturi estéreis, o fruto foi cortado
longitudinalmente, retirando-se as sementes, e estas semeadas diretamente nos meios de
cultura, sem passagem pelo procedimento abaixo descrito.

Para a desinfestacdo das sementes, depois de retiradas dos frutos, estas foram
embebidas durante 30 minutos em agua deionizada esterilizada em autoclave, em sequéncia
transferidas para uma solucdo aquosa a 15% de hipoclorito de sédio comercial [v/v] (com no
minimo 2% de cloro) durante dez minutos. Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur esteril, a solucdo de hipoclorito foi retirada e as sementes lavadas trés vezes com agua
deionizada esterilizada, antes de realizar a semeadura nos meios de cultura.

Foram considerados maduros apenas os frutos que apresentaram deiscéncia natural,
consequentemente, houve a necessidade da desinfestacdo das sementes, diferentemente do
adotado para os frutos imaturos (ainda indeiscentes). A esterilizacdo de todos 0s materiais
utilizados foi realizada em autoclave durante 30 minutos, a 120 °C e 1,3 atm, excetuando-se

0s meios de cultura, que foram tratados da forma descrita a seguir.

5.3. Meios de cultura

A semeadura foi realizada nos seguintes meios de cultura: 0 meio VW (Vacin & Went
1949), modificado pela substituicdo do citrato de ferro pelo Fe-EDTA, o meio MS
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(Murashige & Skoog 1962), o meio MS com metade da concentracdo de macronutrientes
(MS/2) e 0 meio KC (Knudson 1946). Ao meio KC foi acrescentado sulfato de manganés a
parte, devido a menor concentracdo deste micronutriente em relacdo aos micronutrientes que
compde o0 meio de cultura MS. Todos os meios foram suplementados com 2% de sacarose e
micronutrientes do meio MS (com excecdo do meio KC, para o qual, foi preparada outra
solucdo de micronutrientes que diferiu apenas em relacdo a concentracdo de manganés do
meio MS), e geleificados com 0,4% de agar bacterioldgico. Composic¢éo dos meios de cultura
indicada na tabela 1.

Durante o periodo de germinacdo foi acrescentada citocinina 6-benziladenina e durante
o experimento de desenvolvimento das plantulas, foi realizado o acréscimo da citocinina 6-
benziladenina e/ou da auxina acido naftaleno acético

O pH dos meios foi ajustado para 5,8+0,05, anteriomente a adicdo de éagar. Apoés
homogeneizacdo em temperatura de ebulicdo (cerca de 100 °C) foram distribuidos 40 ml dos
meios, em frascos de 200 ml de capacidade. A esterilizagdo dos meios foi realizada em
autoclave durante 15 minutos, a 120 °C e 1,3 atm.

Foram realizadas duas semeaduras para cada fruto em cada um dos oito diferentes
meios de cultura, os quais foram mantidos em camara de crescimento com temperatura de 25
°C + 2 °C e fotoperiodo de 12h, proporcionado por ldmpadas fluorescentes que fornecem 30

umol m?s™ de radiacéo fotossinteticamente ativa.
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Tabela 1. Composicdo dos nutrientes dos meios de cultura utilizados para a germinacgao e

desenvolvimento de plantulas de Cattleya xanthina.

Knudson C Murashige & Vacin &
Nutrientes (1946) Skoog (1962) Went (1949)
(KC) (MS) (VW)

mmol L™ mmol L™* mmol L™*
Amonia (NH,") 7,57 20,62 7,57
Nitrato (NO,) 8,47 39.43 5,20
Fosfato (PO,™) 1,84 1,25 3,13
Potassio (K) 1,84 20,06 6,97
Sulfato (SO,™) 4,84 1,50 4,90
Calcio (Ca™) 4,24 3,01 1,93
Magnésio (Mg'") 1,02 1,50 1,02
Cloro (CI") - 6,03 -
Nitrogénio total 16,04 60,06 12,77
Relagdo NH,":NO, 0,89 0,52 1,46

5.4. Anélise da germinacéo e desenvolvimento inicial

A analise de germinacdo das sementes foi realizada dez dias apds constatada a presenca
de protocormos de coloracdo verde (clorofilados), cerca de quarenta e cinco dias depois da
semeadura. Para tanto, foram retiradas duas amostras de cada frasco, depositadas em laminas
quadriculadas para a analise da germinacdo, realizada em estereomicroscopio, obtendo a
percentagem de sementes germinadas. Foram consideradas germinadas as sementes que
apresentavam rompimento da protecdo da testa e embrido intumescido e clorofilado.

A anélise do desenvolvimento inicial teve inicio cento e vinte dias ap0s a semeadura.
Foram retiradas duas porcOes aleatorias dos frascos, totalizando quatro amostras analisadas
para cada meio de cultura e identificadas as diferentes fases de desenvolvimento inicial, de

acordo com Suzuki et al. (2010), conforme pode ser observado na figura 2.
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Figura 2. Sementes germinadas e diferentes estagios de desenvolvimento inicial de plantulas.
A: Germinacdo de sementes 45 dias apds a semeadura, sementes germinadas apresentam-se
clorofiladas, sementes que ndo germinaram apresentam coloracdo branca ou eventualmente
marrom. 2B-E Diferentes estagios de desenvolvimento inicial 180 dias ap6s a semeadura. 2B:
Protocormo (Estagio 1); 2C: Protocormo com a formacgdo da primeira folha (Estégio I1); 2D.:
Protocormo apresentando duas ou mais folhas (Estagio Ill); 2E.: Plantula com folha e

presenca de raiz (Estagio V). Barra de escala 0,1cm.
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Esta avaliagdo do desenvolvimento inicial foi realizada também aos 180 dias de cultivo,
ap6s a semeadura. Em seguida, foram retiradas quinze plantas aleatoriamente de cada
tratamento, avaliando-se 0s seguintes pardmetros biométricos: comprimento do caule (medido
da base do cauliculo até a extremidade da folha maior), nimero de folhas e raizes, assim
como as massas de matéria fresca e seca de caules e raizes; estes dados constituirdo o tempo

zero (TO) do experimento seguinte.

5.5. Efeitos dos meios de cultura sobre o desenvolvimento de plantulas

Para avaliar o desenvolvimento pos-germinativo, logo apés a formacao da plantula, 15
plantulas de cerca de 180 dias, foram tranferidas para frascos de 400 ml de capacidade,
contendo 80 ml dos seguintes meios de cultivo: KC, VW, MS e MS/2; totalizando 28 frascos,
sendo 7 de cada meio de cultura. Foram selecionadas plantulas similares as obtidas para o
tempo zero (TO) (comprimento e morfologia semelhantes), as raizes foram retiradas
cuidadosamente, em cadmara de fluxo laminar, com o auxilio de placas de Petri, pinca e bisturi
esterilizados. Aos 180 e 360 dias de cultivo na sala de cultura, com temperatura constante de
25 + 2 °C, fotoperiodo de 12 h a 30 umol m?s™ de radiacdo fotossinteticamente ativa, seis
plantulas de cada frasco de cada meio de cultura foram retiradas aleatoriamente para avaliar
0s seguintes parametros biométricos: o comprimento caulinar (medido da base do cauliculo
até a extremidade da folha maior), comprimento da raiz maior, namero de folhas e raizes
vivas, bem como as massas de matéria fresca e seca de caules (incluindo folhas vivas) e

raizes.
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5.6. Analise do crescimento in vitro de plantas de C. xanthina submetidas a diferentes

balangos de &cido naftalenoacético e benziladenina.

Plantas de 360 dias de cultivo in vitro de Cattleya xanthina foram transferidas para
frascos de cultivo de 400 ml de capacidade, contendo 80 ml de meio MS cada, e mantidas na
presenca de luz branca proveniente de lampadas fluorescentes que fornecem 30 pmol ms™
de radiacéo fotossinteticamente ativa, sob fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 25 + 2 °C,
na auséncia e na presenca dos hormonios auxina (acido naftaleno acético) e citocinina (6-
benziladenina). As concentragdes utilizadas de &cido-o-naftalenoacético (ANA) foram: 0,57 e
2,28 UM; de 6-benziladenina (BA): 0,57 e 2,28 uM e os balancos ANA 0,57 uM+BA 0,57
MM ou BA 2,28 uM e ANA 2,28 pM+BA 0,57 pM ou 2,28 pM. Totalizando nove
tratamentos, incluindo o controle (meio MS sem horménios). Cada tratamento consistiu de
sete frascos contendo 15 plantas cada. Aos 180 e 360 dias de cultivo, seis plantas de cada
frasco de cada meio de cultura foram retiradas aleatoriamente para avaliar 0 comprimento
caulinar (medido da base do cauliculo até a extremidade da folha maior), comprimento da raiz
maior, nimero de folhas e raizes vivas, massas de matéria fresca e seca de caules (incluindo

folhas vivas) e raizes.

5.7. Status de Nitrogénio

5.7.1. Quantificacdo de amonio (NH,") e nitrato (NO3)

Foram realizadas analises de amonio (NH,") e nitrato (NO3") 360 dias apds semeadura.
Para a quantificacdo foram utilizadas trés replicatas, cada uma de 500 mg de matéria fresca
(incluindo caule e raizes), macerados em agua ultrapurificada (MilliQ) e centrifugado a 12000

rpm por 30 minutos, utilizando-se o sobrenadante para a determinagio de NH,;" e NOs.
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A quantificacdo de NH," foi realizada de acordo com o método utilizado por
Weatherburn (1967), e modificado por Magalhdes et al. (1992). Fracbes de 10 pl de extrato
aquoso dos tecidos vegetais foram distribuidas em tubos de ensaio, sendo acrescentados 2,5
ml do reagente | (constituido de 10g de fenol e 50mg de nitroprusside em 1 L de &gua
ultrapurificada). Em seguida adicionou-se 2,5 ml do reagente Il (contendo 5 g de NaOH, 4,34
g de NapHPO,4; 7H,0 e 20ml de NaOCI (4-6%) a cada 1 L de agua ultrapurificada); os tubos
de ensaio foram brandidos em agitador de tubos e analisados em espectrofotdmetro na
absorbancia do comprimento de onda de 625 nm. O NH.CI foi utilizado para o
estabelecimento da curva padréo.

Para a determinacdo de NOj3 foi utilizado o método empregado por Cataldo et al.
(1975), utilizando-se fracdes de 0,1 ml de extrato aquoso distribuidas em frascos Erlenmeyer
de 50 ml, adicionando-se 0,4 ml de uma solucao de 5% de &cido salicilico em &cido sulfurico
concentrado (5g/100ml). Apo6s 20 minutos em temperatura ambiente foram acrescentados
9,5ml de NaOH 2N. A absorbancia foi lida em seguida em espectrofotbmetro no

comprimento de onda de 410 nm. O KNOg™ foi utilizado como padré&o.

5.7.2. Quantificacdo de clorofilas e carotenoide

As quantificacGes de clorofila e carotenoides foram realizadas no inicio e término dos
experimentos de crescimento e desenvolvimento de plantulas (item 5.5 e 5.6); aos 360 dias
apos as avaliacOes de desenvolvimento das plantulas em diferentes meios de cultura (item 5.5)
e aos 540 dias apods as analises utilizando-se reguladores de crescimento (item 5.6), no Ndcleo
de Pesquisas em Plantas Ornamentais do Instituto de Botanica.

O método de quantificagdo utilizado foi adaptado de Lichtenthaler (1987). Foram
utilizadas trés replicatas, cada uma com 300 mg de massa fresca (incluindo caule e raizes)

que foi homogeneizada em 3 ml de acetona (100%) gelada; com o auxilio de almofariz e
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pistilo. O material macerado foi filtrado, utilizando funil com papel filtro pré-umedecido com
acetona. O liquido filtrado foi coletado em baldo volumétrico de 25 ml. O papel filtro foi
lavado com acetona até que os pigmentos tivessem sido completamente extraidos; ao final do
procedimento, o volume do baldo (25 ml) foi completado com acetona. Em seguida, o
contetdo do baldo foi transferido para um tubo de ensaio identificando cada amostra, cada
tubo foi envolto com papel aluminio (para evitar degradacédo pela luz) e filme de PVC (para
evitar a perda por evaporacao) e analisados em espectrofotdmetro, medindo-se a absorbancia
nos comprimentos de onda de 662 nm, 645 nm, 470 nm, e calculando-se, posteriormente, a
concentracdo das clorofilas e carotenoides, utilizando-se a formula abaixo:

Ca=11,24 Ace1 s - 2,04 Agass

Cb= 20,13 Assss- 4,19 A661,6

C=(1000 A47o - 1,90 Ca — 63,14 Ch)/214

*Ca (quantidade de clorofila a); Cb (quantidade de clorofila b); C (quantidade de

carotenoides)

5.7.3. Quantificacdo de Proteina total

Para a quantificacdo de Proteina total foi utilizado o método de Bradford (1976). As
coletas foram realizadas nos mesmos tempos das coletas para a quantificacao de clorofila, em
triplicata, utilizando cada uma cerca de 350 mg de matéria fresca (incluindo caule e raizes) ,
maceradas em 2 ml de tampédo fosfato, em suporte de gelo com o auxilio de almofariz e
pistilo. O material macerado foi inserido em tubos para centrifuga (Falcon®) e centrifugados
a 12000 rpm por 30 minutos. Foram utilizados 100 pL do sobrenadante da amostra,
adicionado de 5 ml do corante Comassie Brilliant Blue G-250 para a realiza¢do das analises.

A curva padrédo de proteinas foi obtida com o corante Comassie Brilliant Blue G-250 e

albumina de soro bovino. A solugéo controle (branco) utilizada foi 0,1ml de Imidazol 0,1 M
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com 5 ml de Comassie Brilliant Blue G-250. Foi analisado em espectrofotdometro, medindo-se

a absorbancia no comprimento de onda de 595 nm.

5.8. Analise Estatistica

Cada parametro biométrico avaliado foi submetido & andlise de variancia
(ANOVA/MANOVA) e ao teste de separacdo de médias utilizando-se o teste Tukey em nivel

de 5% de significancia, com o Software SPSS 11.5.

6. Resultados e Discussao

6.1. Teste de Viabilidade

A andlise de viabilidade das sementes, obtido pelo teste de tetrazolio, demonstrou que
sementes de quatro, sete e oito meses de maturacdo apresentaram as maiores percentagens de
viabilidade. As sementes de sete meses apresentaram 76,8% de viabilidade, a maior entre os
meses de maturacdo, apesar de ndo diferir significativamente das sementes de quatro meses
(65,7 %). Nao se verificou nenhuma correlacédo entre o tempo de maturacdo das sementes e a
quantidade de sementes viaveis (figura 3).

As sementes de C. xanthina ndo apresentaram alta percentagem de viabilidade, quando
comparadas com sementes de plantas do mesmo género, como Cattleya intermedia Lindl.
(99%) e Cattleya bicolor Lindl. (100%), mas semelhante a viabilidade de sementes de

Cattleya labiata Lindl. (63%) (Alvarez-Pardo & Ferreira 2006).
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Figura 3. Viabilidade de sementes ao longo do tempo de maturacdo das sementes obtida pelo
teste de tetrazdlio. Colunas com barras representando erro padrdo e letras diferentes

demonstrando variagéo significativa entre os meses, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=6).

6.2. Germinagao

Como era previsto, a germinacdo das sementes (tabela 2) apresentou resultados
proporcionais aos verificados na percentagem de sementes viaveis, ou Seja, maior
germinabilidade nas sementes de sete e quatro meses de maturacdo. As maiores percentagens
de sementes germinadas foram verificadas em sementes de sete meses nos meios MS e
MS+BA (85,4 e 83,3%, respectivamente).

Para as sementes de quatro meses, 0os meios KC e VW proporcionaram a obtencao da
maior percentagem de germinagdo, no entanto ndo apresentaram diferenca significativa
(tabela 2). No presente estudo, verificou-se que as sementes de quatro meses de maturacdo
possuem, estatisticamente, a mesma germinacdo de sementes com sete e oito meses de

maturacdo, ou seja, ndo se verificou diferencas entre sementes imaturas e maduras, ambas
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apresentaram a mesma probabilidade de germinar. As sementes imaturas possuem a vantagem
de ndo precisarem do tratamento de desinfestagéo, etapa que pode afetar a viabilidade de
sementes segundo Arditti (1967). Os resultados, acima descritos, podem ser decorrentes do
fato de as sementes imaturas ndo possuirem uma cuticula protetora, o que facilitaria a entrada
de nutrientes para os embrifes germinarem (Lee et al. 2006). Semelhantemente aos
resultados de germinagédo de sementes de diferentes maturagdes obtidos por Long et al. (2010)
no género Paphiopedilum, também se observou em C. xanthina maior percentagem de
germinagdo no ultimo més em que as sementes eram consideradas imaturas, decaindo em
percentagem ao atingir a maturacao.

Diferentemente da baixa percentagem de germinacdo nas sementes maduras de C.
xanthina no meio KC (23,4%), a germinacdo de sementes maduras de Cattleya intermedia
atingiu cerca de 99% neste mesmo meio de cultura (Alvarez-Pardo et al. 2006).

De modo geral a adigédo da citocinina ndo aumentou significativamente a germinagéo
de sementes; entretanto, verificou-se uma agédo estimulatéria pontual (tabela 2). Por exemplo,
no quinto més de maturagdo os meios KC e MS/2 adicionados de benziladenina (BA)
aumentaram significativamente a germinacgdo, efeito este verificado também em KC no

sétimo e oitavo meses e VW no oitavo més de maturacao.
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Tabela 2. Percentagem de germinacdo, com analise de variancia em pares, entre cada meio de

cultura na auséncia (Aus) e na presenca (Pres) de benziladenina (BA) exdgena, demonstrando

variacdo significativa entre os meios de cada um dos meses, segundo o teste de Tukey

(P<0,05) (n=6).

Germinacao de Sementes (% - média)

;\r/le;?ffagaode 4 meses 5 meses 6 meses 7 meses 8 meses
das sementes
Fitorménio Pres

(BA) Aus | Pres Aus Aus | Pres AuUS Pres Aus Pres
Meio
KC 719 | 54,2 |352* |439* |21,8 |20,8 |428* |62,9* |23,4* |45,6*
VW 71,7 | 62,7 |504* |215* 296 |41,7 |56,9 76,2 31,1 38,3
MS 479 (44,7 |52,3* 38,7 |325 (31,1 |854 83,3 48 3* | 62,3*
MS/2 61,6 | 43,5 |43,0x |779* 20,2 |146 | 71,1 53,3 40,7 52,1

(*) diferenca significativa entre 0 meio com fitormonio e o sem fitorménio

A teoria de que as citocininas possuem a capacidade de promover a germina¢do em

algumas espécies, realizando a movimentacdo de reservas lipidicas nas sementes (Van Staden

et al. 1982), foi observado em C. xanthina principalmente no quinto més de maturacdo nos

meios KC e MS/2. A adigéo de citocinina, na maioria dos meios de cultura ndo apresentou

diferenga significativa quando comparada a0 meio sem a citocinina, nos outros meses (tabela

2).

Segundo Mercier & Kerbauy (1991) algumas espécies de orquideas ndo necessitam da

adicdo de citocinina para realizar a germinagéo, por possuirem um elevado nivel enddgeno

deste regulador de crescimento, mas que normalmente é fornecido pelos fungos micorrizicos.

Este nivel endogeno de citocinina possui participagdo principalmente na mobilizacdo de

lipidios, responsaveis pela germinacdo (Manning & Van Staden 1987).
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Entretanto, em Cypripedium candidum Muhl. ex Willd (De Pauw et al. 1995) a citocinina
(BA) influenciou positivamente a germinacdo de sementes bastante imaturas (dois meses),
indicando a falta da produgdo de citocinina enddgena neste periodo de maturacdo das
sementes desta espécie. Estudos com outras espécies, como Habenaria macroceratitis Willd.
(Stewart & Kane 2006), Orchis mascula Lindl. (Valletta et al. 2008) e Hoffmannseggella
cinnabarina (Suzuki et al. 2012) em geral também demonstraram influéncia positiva de BA

na germinagéo.

6.3. Desenvolvimento Inicial

Com relacdo ao desenvolvimento inicial, aos 120 dias (figura 4) as sementes com quatro
meses de maturacdo mantiveram-se em estagio de protocormo nos meios MS (100%), MS/2
(93,8%), MS+BA (96,6%) e MS/2+BA (100%). Os meios KC e VW apresentaram
protocormos nos trés primeiros estagios de desenvolvimento; embora a maior parte tenha sido
de protocormos no estagio 1 em KC (47,0%). Nas semeaduras realizadas nos meios KC e VW
com adicdo de BA o0s protocormos ndo sobreviveram.

Para as semeaduras de cinco meses de maturacdo os meios MS, KC+BA e MS+BA as
sementes mantiveram-se no estagio 1 (100%). Os meios VW e KC apresentaram protocormos
nos trés primeiros estagios de desenvolvimento; a maioria manteve-se no estagio 2 (67,7% e
59,6%, respectivamente). Sementes com cinco meses de maturacdo ndo sobreviveram no
meio MS/2, VW+BA e MS/2+BA (figura 4).

Em seis meses de maturacdo, ndo se verificou diferenca significativa para o
desenvolvimento das plantas entre os meios utilizados. No entanto, assim como para as
sementes de quatro e cinco meses, observou-se a existéncia de protocormos no estagio 3 nos
meios KC e VW. A partir desse tempo de maturagdo os protocormos sobreviveram em todos

0s meios de cultura em que foram semeadas (figura 4).
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Aos sete meses de maturacdo os meios KC, VW e MS/2 atingiram o estagio 3 de
desenvolvimento (32,1%; 37,3% e 2,1% respectivamente), e uma pequena percentagem de
plantulas do meio KC (1,0%) atingiram o estagio 4. Todos os meios com adi¢do de citocinina
mantiveram-se em forma de protocormo (figura 4).

Em sementes maduras (oito meses) os meios com a adicdo de citocinina
permaneceram, em sua maioria, no estagio 1, sendo 100% em KC+BA e VW+BA, 96,6% em
MS/2+BA e 93,6% em MS+BA. A percentagem de protocormos que atingiram o estagio 3 de
desenvolvimento aumentou nos meios KC, VW e MS/2 (66,0%; 43,1% e 13,3%,
respectivamente). Algumas plantulas cultivadas no meio MS (2,0%) também se
desenvolveram até o estagio 4 (figura 4).

Durante a producédo de plantulas, os meios KC e VW em geral apresentaram o mais
rapido crescimento, gerando na maioria dos casos protocormos em estagios 3.
Semelhantemente ao ocorrido em Hadrolaelia tenebrosa (Rolfe) Chiron & V.P. Castro, as
plantulas cultivadas nos meios VW e KC mantiveram-se, em sua maioria, nos estagios 3 e 4.
Diferentemente de Hoffmannseggella cinnabarina (Suzuki et al. 2012), em que as plantulas

atingiram estagio 3 de desenvolvimento em todos os meios sem adicdo de BA.
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Figura 4. Efeitos de diferentes meios de cultura: Knudson C (KC), Murashige & Skoog
(MS), e Vacin & Went (VW), adicionado ou ndo de 1 uM de benziladenina (BA), no
desenvolvimento inicial de C. xanthina, utilizando sementes de 4, 5, 6, 7 e 8 meses, apds 120
dias de cultivo. Colunas com barras representam erro padrdo e letras diferentes demonstram
variacdo significativa entre os diferentes tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05).

(n=4)

Ap06s 180 dias de cultivo (figura 5), a semeadura utilizando sementes de quatro meses

de maturacdo apresentou plantulas em sua maioria no estagio 4 quando cultivadas nos meios
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KC; ja as plantulas em VW apresentaram desenvolvimento até o estagio 4, no entanto, ainda
se mantiveram em sua maioria no estagio 3. Durante este periodo a citocinina ndo favoreceu o
crescimento de plantulas, mantendo as sementes em estadgio de protocormo. Todas as
plantulas no MS/2 ndo sobreviveram.

Em sementes com cinco meses de maturacdo, embora ndo apresentem diferenca
estatistica, as plantulas mantiveram-se em sua maioria no estagio 1. Um pequeno percentual
das plantulas atingiu o estagio 4 de desenvolvimento, nos meios KC e VW (17,1% e 2,9%,
respectivamente). As sementes cultivadas em meios com adi¢do de citocinina e as cultivadas
em MS/2 sem a adicédo de citocinina ndo sobreviveram ao tratamento (figura 5).

Com 6 meses de maturacdo, as plantulas cultivadas nos meios VW e KC atingiram o
estagio 4 (18,3% e 11,1%, respectivamente), no entanto a maioria manteve-se em estagio 3
(53,3% e 38,8%, respectivamente). Cerca de 34,8% das plantulas em MS atingiram estagio 3,
a maior percentagem se manteve no estagio 1 (65,6%); no meio MS/2 cerca de 14,4% das
plantulas atingiram o estadgio 3. O meio MS+BA proporcionou um pequeno acréscimo no
desenvolvimento de plantulas, comparativamente aos meios adicionados de BA, atingindo
3,8% no estagio 3 (figurab).

Nas sementes com sete meses de maturacao foi iniciado o desenvolvimento do estagio
3, nas plantulas cultivadas em MS e MS/2 todos com adigéo de BA. Em todos 0s meios, sem
a adicdo de citocinina, as plantulas atingiram estagio 3, sendo 52,4% em KC, 38,8% em VW,
24,9% em MS e 24,6% em MS/2. Os meios KC e VW também apresentaram plantulas no
estagio 4 (31,9% e 4,6%; respectivamente) (figura 5).

Em sementes maduras (oito meses), a maioria das plantulas cultivadas em KC, VW e
MS/2 sem a citocinina atingirau o estagio 3 de desenvolvimento (90,2%; 84,0% e 66,1%,
respectivamente). As plantulas cultivadas nos meios KC e VW néo apresentaram mais estagio
1 e 2 de desenvolvimento, diferentemente do ocorrido em sementes imaturas. Nos meios com

adicdo de citocinina, as plantulas ndo apresentaram 0 mesmo desenvolvimento daquelas em
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que o fitorménio estava ausente, mantendo-se em sua maioria, no estagio 1. O
desenvolvimento mais rapido apresentado pelas plantas de C. xanthina cultivadas em KC e
VW foi semelhante ao ocorrido, ap6s 180 dias de cultivo em Hadrolaelia tenebrosa (Suzuki
et al. 2009) e Cattleya bicolor (Suzuki et al. 2010), embora nestes trabalhos 0 meio MS/2 ndo
tenha sido utilizado.

Durante o desenvolvimento inicial, as plantulas de C. xanthina n&o tiveram o
crescimento influenciado pela adicdo de citocinina, semelhante ao ocorrido em
Hoffmannseggella cinnabarina, em que a adicdo de citocinina ndo estimulou estagios
avancados de desenvolvimento das plantulas. No entanto, o oposto ocorreu em Habenaria
macroceratitis (Stewart & Kane 2006), sendo avaliada a agéo de diversas citocininas (BA,
Zea, Kin, 2-iP) e todas proporcionaram maior desenvolvimento inicial quando comparadas ao

controle.
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Figura 5. Efeitos de diferentes meios de cultura: Knudson C (KC), Murashige & Skoog
(MS), e Vacin & Went (VW), adicionado ou ndo de 1 uM de benziladenina (BA) no
desenvolvimento inicial de C. xanthina, utilizando sementes de 4, 5, 6, 7 e 8 meses, ap6s 180
dias de cultivo. Colunas com barras representando erro padrdo e letras diferentes
demonstrando variacao significativa entre os diferentes tratamentos, segundo o teste de Tukey

(P<0,05) (n=4).

A eficiéncia no desenvolvimento das plantulas proporcionado pelos meios KC e VW,

tanto aos 120 quanto aos 180 dias de cultivo, pode ser decorrente da presenca de relagdo mais
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alta de amonio/nitrato, quando comparado aos meios MS e MS/2, que possuem maior
proporc¢do de nitrato. O nitrogénio sob a forma de aménio, no cultivo in vitro, geralmente é
absorvido primeiramente devido ao pH proporcionado pelo meio; na medida em que ocorre a
absorcdo, o pH torna-se mais &cido, induzindo a absorcdo de nitrato (George et al. 2008); por
este motivo, o0 amonio teria promovido o desenvolvimento inicial mais rapido das plantulas.
No entanto, os meios VW e KC apresentaram a menor quantidade de plantulas vivas
(53,2% e 14,8%, respectivamente), quando comparados com os meios MS e MS/2 (99,8% e
99,2%, respectivamente), que possuem maior concentracdo de nitrato (figura 6). Tais
resultados podem ter sido gerados pelo excesso de amonio, tendo em vista o balango de
NH4”NO5™ dos meios KC e VW. E possivel que apés os 180 dias de cultivo possa ter sido
atingido um limite saudavel da absorcdo de amonio, gerando entdo toxicidade para as plantas

de C. xanthina.
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Figura 6. Percentagem de plantas viaveis nos meios: Knudson C (KC), Murashige & Skoog
(MS), e Vacin & Went (VW), apds 180 dias de cultivo. Colunas com barras representando
erro padréo e letras diferentes demonstrando variagéo significativa entre os meses, segundo o

teste de Tukey (P<0,05). (n=8)
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6.4. Efeitos dos meios de cultura sobre o desenvolvimento de plantulas

Apos 360 dias de cultivo, o maior comprimento caulinar foi apresentado pelas plantas
cultivadas nos meios KC e MS/2 (em media 1,4 e 1,2 cm; respectivamente) (figura 7), no
entanto ndo houve diferenca significativa entre os meios (figura 8A).

Quanto ao tamanho de raiz (figura 8A), as plantas dos meios MS/2 e VW apresentaram
maior desenvolvimento radicular (em média 1,9 e 1,8 cm, respectivamente) (figura 7),
provavelmente devido a menor quantidade de nutrientes presentes em tais meios, fazendo
com que as raizes se alonguem em busca de aumentar a absorcdao de nutrientes. A eficiéncia
do meio MS/2 na promocao do comprimento radicular foi demonstrada também nas plantas
de Catasetum fimbriatum Lindl. (Rego-Oliveira & Faria 2005), no entanto, as plantas
cultivadas no meio VW nédo apresentaram o mesmo efeito promotor do comprimento
radicular, diferentemente de C. xanthina.

O numero de raizes das plantulas de C. xanthina ndo foi influenciado pelos meios de
cultura estudados, ndo apresentando diferenca estatistica entre os mesmos (Figura 8B). As
plantulas cultivadas no meio MS apresentaram 0 menor nimero de raizes (em média 2 raizes
por planta) quando comparado aos outros meios (em média 3 raizes por planta), além de
menor comprimento de raizes em relagdo aos outros meios (em média 0,2 cm). Tais
resultados podem ser explicados devido as altas concentracdes de macronutrientes presentes
no meio MS, principalmente a grande proporcdo de nitrogénio, que possui como funcéo
sinalizar a falta de nutrientes, ativando a sintese e a mobilizacdo de auxina e citocinina
enddgenas (Krouk et al. 2011). Em altas concentragdes de nitrogénio, ndo ocorre a
mobilizacdo de auxina para as raizes, mantendo-as menos desenvolvidas que o sistema
radicular das plantas cultivadas com escassez de nitrogénio. Estudos realizados com Vanilla

planifolia Jack ex Andr. (Pedroso-de-Moraes 2012), em que foram avaliados a concentragao
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de nitrogénio e o efeito de escarificacdo, as plantas também apresentaram maior
desenvolvimento radicular nas menores concentragfes de nitrogénio fornecidas, atingindo

maior crescimento das raizes quando cultivadas em ¥ dos macronutrientes do meio MS.

X

¥
¥

Figura 7. Aspectos das plantas de Cattleya xanthina ap6s 360 dias de cultivo in vitro, em

D

diferentes meios de cultura. A) Plantas cultivadas no meio KC; B) Plantas cultivadas no meio

VW; C) Plantas cultivadas no meio MS; D) Plantas cultivadas no meio MS/2. Barra de escala

l1cm
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Figura 8. Efeitos de diferentes meios de cultura no comprimento caulinar e da raiz maior
(8A) e no numero de folhas e raizes (8B) de Cattleya xanthina, apds 360 dias de cultivo in
vitro. Colunas com barras representam erro padréo e letras diferentes demonstram variacéo

significativa entre os tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=8).

A massa de matéria fresca caulinar das plantulas ndo apresentou diferenca
significativa entre os meios de cultura utilizados (figura 9A). A massa de matéria fresca
radicular foi maior nas plantulas cultivadas no meio VW (40,9 mg), seguido pelos meios
MS/2 e KC (respectivamente 26,7 e 25,3 mg) (figura 9A). Diferentemente do ocorrido em C.
xanthina, em que o meio VW, com menor quantidade de célcio e maior quantidade de
amonio, apresentou maior acimulo de matéria fresca, Dijk & Eck (1995) demonstraram em
Dactylorhiza incarnata, que a interacéo de calcio e amonio influenciaria ativamente a matéria
fresca; o célcio efetuando a regulacdo osmatica e potencial hidrico (George et al. 2008).

As plantulas cultivadas no meio KC demonstraram maior acimulo de massa de
matéria seca caulinar (4,3 mg) em comparacdo com as cultivadas nos meios MS, MS/2 e VW
(2,6; 2,5; 2,2 mg, respectivamente) (figura 9B). A massa de matéria seca radicular das
plantulas apresentou maior acimulo quando estas foram cultivadas no meio MS/2 (7,2 mg)
em comparagdo com os meios VW, KC e MS (respectivamente 2,7, 2,6 e 0,8 mg) (figura
9B). Semelhante aos resultados apresentado em Laelia longipes Rchb.f. (Stancato et al. 2008)

utilizando os meios KC, VW e MS, dentre 0s quais verificaram menor acimulo de massa de
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matéria seca radicular no meio MS. No entanto o oposto ocorreu no trabalho realizado em
Cattleya bicolor (Suzuki et al. 2010), no qual o meio MS apresentou plantas com maior

acumulo de massa de matéria seca radicular quando comparado a KC e VW.

EKC mVW uMS mMS/2
10,0 - a

a

»®
(<)

6,0

40 |

Matéria fresca (mg)
Q
o

Matéria seca (mg)

2,0

0,0 )
Caule Raiz A Caule Raiz B

Figura 9. Efeitos de diferentes meios de cultura sobre o acimulo de massa de matéria fresca
(9A) e de massa de matéria seca (9B) de caules e raizes de Cattleya xanthina ap6s 360 dias de
cultivo in vitro. Colunas com barras representando erro padréo e letras diferentes indicam

variagéo significativa entre os tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=8).

6.4.1. Status de Nitrogénio

6.4.1.1. Quantificacdo de amdnio (NH;") e nitrato (NO3)

A concentragdo de amonio nas plantas cultivadas nos meios KC e VW foi maior em
comparacdo aos outros meios, apresentando respectivamente 60,6 e 49,2 pg.gt MF de
amonio. Enquanto que, as plantas nos meios MS e MS/2 apresentaram 32,2 e 15,1 pg.g™* MF
(figura 10A).

As plantas cultivadas no meio de cultura MS apresentaram nitrogénio sob forma de
nitrato em maior concentragdo em relagdo as plantas crescidas nos outros meios (figura 10B);
atingindo 683,7 pg de nitrato, enquanto as plantas cultivadas nos meios VW, MS/2 e KC

apresentaram respectivamente 221,8, 171,8 e 40,6 ug de nitrato. As altas concentracfes de
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nitrato contida nas plantas podem ser devidas ao acimulo de tal nutriente em vacuolos; até o
momento de ocorrer a transformacdo de nitrato em amonio, permitindo sua absorcdo pela
planta (Kerbauy 2004).

Tais resultados confirmam a absorc¢éo eficiente de amonio e nitrato pelas plantas em
todos os meios de cultura, pois os meios KC e VW possuem, em sua composi¢do quimica,
uma relagdo maior de aménio/nitrato (0,89, 1,46, respectivamente), e 0 meio MS possui a
maior relacdo no balanco de nitrato/amonio (1,9).
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Figura 10. Efeitos de diferentes meios de cultura no acimulo de aménio (A) e nitrato (B) nas
plantas de Cattleya xanthina apés 360 dias de cultivo in vitro. Colunas com barras
representam erro padrdo e letras diferentes demonstram variacdo significativa entre o0s

tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=9).
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6.4.1.2. Quantificacéo de clorofilas e carotenoide

A sintese de pigmentos fotossintéticos foi estimulada nas plantas cultivadas nos meios
KC e VW (227,1 e 177,7 pg de clorofila a.g MF, respectivamente nas plantas cultivadas no
meio KC e VW). A concentracdo de clorofila b apresentou 98,1 ug.g” nas plantas cultivadas
em KC e 68,1 ug.g'1 em VW, as maiores concentracdes dentre os meios, no entanto, ndo
houve diferenca significativa de clorofila b entre os tratamentos. O teor de carotenoides
também foi maior nas plantas cultivadas nos meios KC e VW, apresentando, respectivamente,
69,5 ug e 60,4 ug de clorofila b.g™ MF (figura 11).

Aparentemente, a formacdo de pigmentos fotossintéticos foi promovida nas plantas
cultivadas nos meios que apresentavam maior concentracdo de nitrogénio no formato de
amonio do que de nitrato, com relacdo ao balango nitrogenado total. Resultado semelhante foi
demonstrado em Epidendrum fulgens Brongn. (Mercier & Kerbauy 1991), no qual os meios
com a presenca de amonio proporcionaram maior producdo de clorofila. Da mesma forma em
Catasetum fibriatum (Majerowicz et al. 2000), no qual o aumento da concentracdo de aménio
em relacdo ao nitrato, promoveu o aumento da producéo clorofila.

A producdo de pigmentos demonstra alta relacdo positiva ao crescimento caulinar e
foliar nas plantas cultivadas no meio KC, provavelmente devido ao aumento da taxa
fotossintética proporcionada pelo aumento de clorofila. A clorofila presente nos cloroplastos
absorve a energia luminosa, ativando o sistema fotossintético e transformando-a em energia

quimica (Li et al. 2013), o que promove o0 crescimento vegetativo.
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Figura 11. Efeitos de diferentes meios de cultura na sintese de pigmentos fotossintéticos nas
plantas de Cattleya xanthina apds 360 dias de cultivo in vitro. Colunas com barras
representam erro padrdo e letras diferentes demonstram variagdo significativa entre os

tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=9).

6.4.1.3. Quantificacdo de Proteina total

A maior concentracdo de Proteina total foi apresentada pelas plantas cultivadas em
meio KC (2,5 mg.g™ de matéria fresca), enquanto as plantas do meio MS/2 apresentaram o
menor nivel de proteina total (1,2 mg.g™ MF) comparativamente aos outros meios (figura 12).
Segundo George et al. (2008), a presenca do ion amdnio estimula mais rapidamente a sintese
de proteina e aminoacidos, no entanto tal processo influi no metabolismo de carboidratos
causando hiper-hidricidade, por este motivo é de extrema importancia a nutricdo balanceada
com magnésio para obter o equilibrio na producdo de carboidraros, além de possuir como
funcdo a sintese de proteinas e composic¢ao de moléculas de clorofilas.

Diferentemente dos resultados apresentados no presente estudo, Rocha et al. (1979)

demonstraram em gramineas que maior concentracdo de nitrogénio promove maior sintese de
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proteina, no entanto, para C. xanthina os meios MS e MS/2 que possuem maior quantidade do
nutriente, apresentaram plantas com os menores teores de proteina total (figura 12).

As proteinas também atuam na divisdo celular, desempenhando um papel importante
principalmente na separacdo dos cromossomos e organelas (Gallardo et al. 2003), assim como
no alongamento celular com a mobilizacdo e transferéncia de lipidios (Jiménez 2001);
confirmando o verificado no presente estudo, uma vez que as plantas cultivadas nos meios

KC e VW apresentaram maior crescimento, bem como maior acumulo de proteina.
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Figura 12. Efeitos de diferentes meios de cultura na concentracdo de proteina total nas
plantas de Cattleya xanthina apés 360 dias de cultivo in vitro. Colunas com barras
representam erro padrdo e letras diferentes demonstram variagdo significativa entre os

tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=9).
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6.5. Analise do crescimento de plantas de C. xanthina submetidas a diferentes

balangos de acido naftalenoacético e benziladenina.

Os balancos hormonais de &cido naftalenoacético e benziladenina utilizados
mostraram, de modo geral, promocdo do crescimento caulinar, pois as plantas cultivadas no
meio MS sem a adigdo dos hormonios (controle) foram as que tiveram o menor comprimento
caulinar (em média 1,0 cm) (figura 13). O balango hormonal de citocinina e auxina néao
apresentou diferenca significativa no crescimento caulinar, no entanto, as plantas cultivadas
somente com BA apresentaram os maiores comprimentos caulinares (2,28 e 0,57 uM de BA,
ambos 1,3 cm) em relacdo as cultivadas somente com ANA (2,28 e 0,57 uM de ANA, ambos
1,1 cm); de todos os meios com balangos hormonais de BA e ANA os melhores resultados
foram obtidos com adicdo de 0,57 uM ANA+2,28 uM BA (1,6 cm) (figura 14A).

Tais resultados corroboram a teoria de que a citocinina promove a divisdo celular e
estimula o desenvolvimento aéreo da planta (Lexa 2003), além de promover a mobilizacdo de
nutrientes (Lo et al. 2004). Segundo Grattapaglia & Machado (1998) o balanco
auxina/citocinina tende a promover o desenvolvimento da planta, o que é confirmado pela
eficiéncia de crescimento em C. xanthina na adigéo de 0,57 uM ANA+2,28 uM BA, com
relacdo ao controle.

Quanto ao desenvolvimento radicular os balangos hormonais de &cido naftalenoacético
e benziladenina utilizados ndo foram significativamente diferentes do controle (MS) (figura
13), que apresentou plantas com as maiores raizes (0,6 cm) (figura 14A). Os tratamentos com
horménios vegetais ndo influenciaram no desenvolvimento radicular possivelmente devido a
alta concentracao de nutrientes presente no meio MS.

A formacdo de folhas foi influenciada pelos balancos hormonais de acido
naftalenoacético e benziladenina utilizados (figura 13). Plantas cultivadas nos meios 0,57 uM

ANA+2,28 uM BA e 0,57 uM BA (9 e 7 folhas, respectivamente), mostraram maior nimero
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de folhas em relacdo ao controle (5 folhas) (figura 14B). O efeito adicional da citocinina
sintetizada nas raizes e mobilizada via xilema até as folhas juntamente com a citocinina
exogena poderia ter atuado na promocao da formacao de folhas.

O maior nimero de raizes foi encontrado nas plantas cultivadas no meio com 0,57 uM
de ANA (em média 3 raizes por planta) (figura 14B). As plantas cultivadas nos meios que
tinham somente a adigdo de citocinina apresentaram a menor quantidade de raizes (0,57 e
2,28 UM BA, ambos 1 raiz por planta). Este resultado foi semelhante em Cyrtopodium
glutiniferum Raddi. (Vogel & Macedo 2010), no qual todos os tratamentos com auxina
proporcionaram a obtencdo de plantas com maior nimero de raizes quando comparados com
0s tratamentos contendo citocinina isoladamente. O resultado apresentado nas plantas de C.
xanthina confirma a afirmacdo de que a formacdo de raizes adventicias é estimulada pelo
fluxo de auxina, mobilizada pelas células do periciclo, que sdo responsaveis pelo inicio do

processo de diviséo e alongamento celular (Casimiro et al. 2001).
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Figura 13. Aspectos das plantas de Cattleya xanthina ap6s 540 dias de cultivo in vitro,
cultivadas no meio MS com adigéo de diferentes concentragdes de auxina (ANA) e citocinina
(BA). A) Plantas cultivadas no meio MS; B) Plantas cultivadas no meio MS+ANA 0,57 uM,;
C) Plantas cultivadas no meio MS+ANA 2,28 uM; D) Plantas cultivadas no meio MS+BA
0,57 uM; E) Plantas cultivadas no meio MS+BA 2,28 uM; F) Plantas cultivadas no meio
MS+ANA 0,57 uM+BA 0,57 uM; G) Plantas cultivadas no meio MS+ANA 0,57 uM+BA
2,28 uM; H) Plantas cultivadas no meio MS+ANA 2,28 uM+BA 0,57 uM; 1) Plantas

cultivadas no meio MS+ANA 2,28 uM+BA 2,28 uM. Barra de escala 1 cm.
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Figura 14. Efeito da adicdo de diferentes balancos de benziladenina e acido naftalenoacético
horménios vegetais ao meio MS, no comprimento de caules e da raiz maior (A) € no nimero
de folhas e raizes (B) de Cattleya xanthina apos 540 dias de cultivo in vitro. Concentracdes:
ANA 0,57 uM; ANA 2,28 pM; BA 0,57 uM; BA 2,28 pM; ANA 0,57 UM+BA 0,57 uM;
ANA 0,57 uM+BA 2,28 uM; ANA 2,28 uM+BA 0,57 uM e ANA 2,28 uM+BA 2,28 uM.
Colunas com barras representam erro padrdo e letras diferentes demonstram variacdo

significativa entre os tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=8).
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A massa de mateéria fresca caulinar foi influenciada significativamente pela agdo dos
horménios vegetais em relagédo ao controle (MS), sendo que as plantas cultivadas no meio
com 2,28 uM ANA+0,57 uM BA apresentaram maior matéria fresca (70,5 mg), seguido pelos
meios 2,28 M BA+0,57 pM ANA (61,4 mg) e 2,28 uM ANA+2,28 uM BA (57,8 mg)
(figura 15A). A maior massa de matéria fresca encontrada nas plantas de C. xanthina,
crescidas no meio adicionado de 2,28 uM ANA+0,57 uM BA foi diferente dos resultados
obtidos em Cyrtopodium glutiniferum por Vogel & Macedo (2010), que verificaram maior
acumulo nos meios com balanco favoravel as citocininas.

Os balancos hormonais de éacido naftalenoacético e benziladenina utilizados nédo
promoveram aumento significativo da massa de matéria fresca em comparacdo com o
controle, sendo que os meios com 0,57 uM BA, 2,28 uM BA, 2,28 uM ANA, 2,28 uM
ANA+2,28 uM BA mostraram-se inibidrios para a massa de matéria fresca radicular das
plantas (respectivamente, 0,6, 1,2, 1,4 e 2,2 mg), quando comparados ao controle (4,4 mg).
Embora nédo seja significativamente diferente do controle, o meio adicionado de 0,57 pM
ANA apresentou maior massa de matéria fresca radicular nas plantas (12,4 mg) (figura 15A).

As plantas com as maiores massas de matéria seca caulinar foram encontradas nos
meios 2,28 ANA+0,57 uM BA (6,2 mg); 0,57 pM ANA+2,28 uM BA (5,5 mg) e 2,28 uM
ANA+2,28 uM BA (4,5 mg). O controle (MS) apresentou plantas com massa de matéria
fresca de 2,9 mg em média (figura 15B).

As plantas que apresentaram a maior massa de matéria seca radicular foram aquelas
crescidas no meio 0,57 uM ANA (1,4 mg) e 2,28 uM ANA+0,57 uM BA (1,0 mg), apesar
de néo diferirem significativamente do controle (MS) que apresentou plantas com 0,5 mg de
massa de matéria seca radicular (figura 15B).

O balango auxina/citocinina tende ao equilibrio para promoc¢do de um
desenvolvimento balanceado da planta, ou seja, estimulando tanto o crescimento caulinar

quanto o radicular, no entanto quando elevadamente positiva para a citocinina estimularia
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maior desenvolvimento caulinar e quando o balango € deslocado para a auxina haveria maior
estimulacdo do crescimento radicular (Kersten 1987; Skoog & Miller 1957). No presente
estudo, no entanto, as plantas de C. xanthina cultivadas com balango mais favoravel a auxina
apresentaram maior acimulo de matéria fresca e seca caulinar, contradizendo a hipétese
anterior.

No entanto os resultados obtidos quanto as massas de matéria fresca e seca radicular
das plantas de C. xanthina, foram mais influenciados nos meios contendo somente auxina,
concordando com a informacao de que a inclusdo de auxina exdgena auxiliaria na qualidade e

velocidade do enraizamento (Hartmann & Kester 1983).
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Figura 15. Efeito da adicdo de diferentes balancos de benziladenina e acido naftalenoacético
ao meio MS, sobre 0 acimulo de massa de mateéria fresca (A) e de massa de matéria seca (B)
de caules e raizes de Cattleya xanthina apds 540 dias de cultivo in vitro. Concentracdes: ANA
0,57 UM; ANA 2,28 UM; BA 0,57 uM; BA 2,28 uM; ANA 0,57 UM+BA 0,57 uM; ANA
0,57 uM+BA 2,28 uM; ANA 2,28 uM+BA 0,57 uM e ANA 2,28 uM+BA 2,28 uM.Colunas
com barras representam erro padrdo e letras diferentes demonstram variagdo significativa

entre os tratamentos, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=8).
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6.5.1. Status de Nitrogénio

6.5.1.1. Quantificacdo de clorofila e carotenoide

A formacdo de pigmentos fotossintéticos ndo foi significativamente promovida pela
adicdo dos diferentes balancos hormonais de acido naftalenoacético e benziladenina, quando
comparados com o controle (MS) que apresentou a maior concentracdo de clorofila a (172
Hg.g* de matéria fresca), seguido dos meios 2,28 uM ANA+2,28 uM BA (171,0 pg.g™) e
2,28 UM ANA+0,57 pM BA (167,8 pg.g™) (figura 16).

Apesar de ndo apresentar diferenca significativa, a clorofila b foi maior nas plantas
crescidas nos meios 2,28 uM ANA+0,57 uM BA (87,6 pg.g”* MF); 2,28 uM ANA+2,28 uM
BA (87,2 ug.g™ MF); e 0,57 uM ANA (84,6 pg.g™* MF) (figura 16).

A produgdo de carotenoides foi maior nas plantas cultivadas nos meios com 2,28 uM
ANA+0,57 uM BA (66,1 ug.g* MF) e 0,57 uM ANA (65,1 pg.g™ MF), embora néo tenham
sido significativamente diferentes do controle (MS) (55,1 pg.g” MF) (figura 16). As plantas
crescidas no meio com 2,28 UM BA apresentaram as menores concentragdes de todos 0s
pigmentos fotossintéticos analisados, 110,4 pg.g” de clorofila a; 53,3 pg.g™ de clorofilab e
44,7 ng.g* de carotenoides (figura 16). Em geral a producéo dos pigmentos fotossintéticos
foi estimulada pela maior concentracdo de auxina, promovendo uma relagdo positiva entre
desenvolvimento radicular e producdo de pigmentos. Segundo Krouk et al. (2011) o aumento
da auxina promove o desenvolvimento radicular que amplia a absorcdo de nutrientes, entre
eles o nitrogénio, que possui participacdo fundamental na composicdo da molécula de
clorofila.

O nitrogénio comp&e a molécula de adenina, para a formacao de citocinina (Mok et al.
1979), portanto, a adicdo de citocinina elevaria a concentracdo de nitrogénio e,
consequentemente, a producéo de clorofila, no entanto tal teoria ndo foi confirmada no estudo
realizado com C. xanthina.
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Figura 16. Efeito da adicdo de diferentes balancos de benziladenina (BA) e é&cido
naftalenoacético (ANA) ao meio MS, na sintese de pigmentos fotossintéticos nas plantas de
Cattleya xanthina apds 540 dias de cultivo in vitro. Concentracdes: ANA 0,57 uM; ANA 2,28
MM; BA 0,57 uM; BA 2,28 uM; ANA 0,57 uM+BA 0,57 uM; ANA 0,57 uM+BA 2,28 pM,;
ANA 228 uM+BA 0,57 pM e ANA 2,28 pM+BA 2,28 pM. Colunas com barras
representando erro padréo e letras diferentes demonstrando variagdo significativa entre os

meses, segundo o teste de Tukey (P<0,05) (n=3).

6.5.1.2. Quantificacdo de Proteina total

A concentracdo de Proteina total foi estimulada pela adi¢cdo dos diferentes balangos
hormonais de &cido naftalenoacético e benziladenina nos meios de cultura, 0 meio MS sem
adicdo de fitormonios (controle) apresentou plantas com o menor contetdo de Proteina total
(1,3 mg.g™* MF). As plantas apresentaram maior producéo de proteinas quando cultivadas nos
meios 0,57 M ANA+2,28 M BA e 2,28 pM BA (2,5 e 2,4 mg.g”* MF, respectivamente)

(figura 17).
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As proteinas constituem aproximadamente 30% da matéria seca total em uma planta
(Taiz & Zeiger 2004) o que é confirmado pelos resultados obtidos em C. xanthina, quando
comparados ao acimulo de matéria seca, em que 0 meio com adi¢do de 0,57 uM ANA+2,28
UM BA apresentou maior teor de proteina total e também esta entre as maiores producdes de
matéria seca ( figura 17, 15).

Nivel elevado de Proteina total pode ter correlacdo com as altas taxas de divisGes
mitdticas, pois a sintese proteica gera alteracdes fisico-quimicas em diferentes fases de
desenvolvimento (Silveira et al. 2004). Segundo Krouk et al. (2011) a mobilizagcdo de
citocinina ao caule ocorre quando ha abundéncia de nitrogénio, por este motivo a maior
quantidade de citocinina poderia ter promovido maior utilizagdo do nitrogénio na regido
caulinar da planta promovendo a divisdo celular e, consequentemente, a sintese proteica.
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Figura 17. Efeito da adicdo de diferentes balangcos de benziladenina (BA) e &cido
naftalenoacético (ANA) ao meio MS, no contetdo de proteina total nas plantas de Cattleya
xanthina apds 360 dias de cultivo in vitro. ConcentracGes: ANA 0,57 uM; ANA 2,28 uM; BA
0,57 uM; BA 2,28 uM; ANA 0,57 puM+BA 0,57 uM; ANA 0,57 pM+BA 2,28 uM; ANA
2,28 UM+BA 0,57 uM e ANA 2,28 uM+BA 2,28 uM. Colunas com barras representando erro
padrdo e letras diferentes demonstrando variagdo significativa entre os tratamentos, segundo o

teste de Tukey (P<0,05) (n=3).
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7. Consideragdes Finais

Os tratamentos em geral proporcionaram um eficiente fornecimento de nitrogénio para
Cattleya xanthina, sendo que 0os meios com maior concentracdo de nitrato (MS e MS/2) em
geral promoveram maior percentagem de germinacao, exceto em sementes muito imaturas (4
meses) para as quais, 0s meios mais eficientes foram KC e VW.

No desenvolvimento de plantulas, os meios com maior relacio de NH;/NOs™ (KC e VW)
estimularam o desenvolvimento inicial, a producdo de pigmentos fotossintéticos e de proteina
total. Tais resultados seriam eficientes para promover o crescimento das plantas mais
rapidamente.

Os horménios vegetais ndao apresentaram grande influéncia sobre o desenvolvimento das
plantulas; os tratamentos contendo balangos de citocinina/auxina promoveram um ligeiro
crescimento caulinar e, consequentemente, maior sintese de proteina, comparativamente a
adicdo de reguladores isoladamente.

Tais resultados demonstram que a concentracdo e forma de nitrogénio presentes em cada
meio de cultura é de extrema importancia em cada etapa do desenvolvimento da planta, sendo
necessarias avaliacdes durante as diferentes fases de crescimento, para que se possa
proporcionar as plantas crescimento ativo e mais rapido, auxiliando na conservacdo dessas

espécies.
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