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Espectros luminosos e BAP (6-benzilaminopurina) no cultivo in vitro
de orquideas Epidendrum lilas’

INTRODUGAO

Para suprir a crescente demanda de orquideas
(Epidendrum lilas) (Fig. 1) pelo mercado, a técnica de
micropropagacao é o meio indicado. Principalmente
para a produgdo de um grande numero de mudas
com qualidade e em curto espacgo de tempo, haja vis-
ta que a propagacgéo dessa espécie € lenta por meio
convencional. Dentre os fatores que poderao inter-
ferir na eficacia dessa técnica, podem ser citados os
fitorreguladores e o espectro da luz.

Esta Circular Técnica apresenta as avaliacoes
das diferentes concentragbes de citocinina e o0 uso
de diferentes espectros luminosos na propagacéo in
vitro de orquidea E. lilas.

A PRODUGCAO DE ORQUIDEAS NO BRASIL E
SUAS TECNICAS DE CULTIVO

A producao comercial de flores e plantas or-
namentais vem aumentando com o passar dos anos
em todas as regides do Brasil (JUNQUEIRA; PEETZ,
2014), destacando-se o mercado de orquideas, o
qual gera um montante comercializado proximo a
US$ 20 bilhdes ao ano (INTERNATIONAL TRADE
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Figura 1 - Orquidea Epidendrum lilas em floragéo

Fonte: Pinterest (2019).
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CENTER, 2016). As orquideas sao muito apreciadas
pelos consumidores, por causa de suas flores exoti-
cas de cores vibrantes e longevidade floral (DEKA et
al., 2017).

Apesar da grande demanda do mercado, a
propagacéo das espécies de orquideas é considera-
da lenta, necessitando de um longo periodo para que
atinjam o estadio reprodutivo, tornando demorada a
producéo de novas mudas (CARDOSO, 2014).

Em condi¢des naturais, a multiplicagdo des-
sas plantas se da pela disseminacao natural das se-
mentes, as quais nao possuem endosperma funcio-
nal. Portanto, nessas condi¢cdes elas dependem de
fungos micorrizicos para germinagao simbidtica, que
sao necessarios até a idade adulta para sua sobrevi-
véncia (KAROL CHAVEZ; MOSQUERA-ESPINOSA;
OTERO-OSPINA, 2015). Além disso, as sementes
apresentam taxas de germinacao relativamente bai-
xas, em torno de 5% (VUDALA; PADIAL; RIBAS,
2019).

Tendo em vista a importancia das orquideas
no setor econdmico e mediante a dificuldade de sua
propagacéo natural, é necessario buscar técnicas
que auxiliem a rapida propagacgédo dessa espécie. A
micropropagacao € a técnica mais utilizada, uma vez
que propicia o aproveitamento de todas as sementes
produzidas e a regeneragao de plantas adultas a par-
tir destas (SILVA et al., 2016).

Propagacgéo in vitro

No crescimento in vitro, os meios nutritivos
sao enriquecidos com reguladores de crescimento
(SORGATO et al., 2015), destacando as citocininas,
responsaveis pela divisdo, alongamento e diferen-
ciacdo celular (MURAI, 2014). Dentre as citocini-
nas mais utilizadas no cultivo in vitro, destaca-se a
6-benzilaminopurina (BAP) (SOARES et al., 2012).
Porém, a adicdo desses reguladores de crescimen-
to € um fator que eleva os custos de produgéo das
mudas in vitro.

A qualidade espectral é essencial na propaga-
¢ao in vitro, ja que a luz é fundamental para a fo-
tomorfogénese nas plantas (TAIZ et al.,, 2017). A
manipulac&o do ambiente de cultivo por meio da qua-
lidade espectral (DIGNART et al., 2009) tem compro-
vada agéo sobre o desenvolvimento vegetal (STEFA-
NO; ROSARIO, 2003). Com a variagdo no espectro
da luz, pode-se manipular o crescimento in vitro de
diversas espécies, de maneira alternativa a adigao

de fitorreguladores ao meio de cultura (BRAGA et al.,
2009).

Diante desses aspectos, o objetivo foi avaliar
o desenvolvimento e a multiplicagdo da orquidea E.
lilas sob diferentes espectros luminosos associados
com doses de BAP.

CONDUGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Biotecnologia Vegetal do Campo Experimental
de Gorutuba (CEGR) da EPAMIG Norte, em Nova
Porteirinha, MG, durante os anos de 2018 e 2019. A
localizacdo geografica € definida pelas coordenadas
15°148'263”S de latitude e 43°17°650”0 de longitude,
a altitude média de 526 m.

Foram avaliados dois fatores: concentracdes
de BAP: (1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg/L) e os espec-
tros luminosos: branco, vermelho, azul e verde. Apos
dois meses de estabelecimento, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: altura da planta, numero de
folhas, comprimento de folhas e brotagdes. Os dados
obtidos foram submetidos a anadlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Estabelecimento das sementes in vitro

As plantas de orquidea foram previamente
estabelecidas in vitro, utilizando sementes de seus
frutos (capsulas) (Fig. 2). As capsulas coletadas pas-
saram por um processo de desinfestagao e, poste-
riormente, levadas para camara de fluxo laminar em
que foram abertas e suas sementes retiradas para

Figura 2 - Capsulas de orquidea Epidendrum lilas para a reti-
rada de semente e subsequente introducao in vitro
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realizagdo da semeadura in vitro, conforme os se-
guintes procedimentos:

a) as sementes foram colocadas em frascos no
meio Murashige & Skoog (MS) (MURASHI-
GE; SKOOG, 1962) (Fig. 3), suplementado
com 0,5 mg/L de BAP, 30 g/L de sacarose,
0,1 g/L de inositol, com potencial hidrogenio-
nico (pH) ajustado para 5,8 £ 0,1;
apos o semeio, os frascos contendo as se-
mentes permaneceram em sala de cresci-
mento por 60 dias, ou até que se emitisse
brotagdo, sob irradiancia de 40 pmol m?/s
fornecida por luz branca fria, com 16 horas
de fotoperiodo a 25 + 2 °C. Apos 60 dias as

Figura 3 - Sementes de Epidendrum lilas germinadas em
~ meio MS
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brotagcdes foram utilizadas para o experi-
mento.

ndi¢cdes de cultivo in vitro

o experimento foi conduzido em delinea-
mento inteiramente casualizado em esque-
ma fatorial 6 x 5 (Doses de BAP x Espec-
tros coloridos), com cinco repeti¢des;

os brotos obtidos foram individualizados e
transferidos para frascos de 300 ml con-
tendo 50 ml de MS suplementado com as
seguintes doses de BAP: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,4 e 3,0 mg/L;

os explantes foram levados a sala de cres-
cimento e submetidos a diferentes espec-
tros luminosos: espectro branco (luz branca
fria fluorescente), espectros vermelho, azul
e verde;

para obtencado dos espectros coloridos, as
l&mpadas brancas foram envoltas com fil-
mes coloridos de celulose regenerada (ce-
lofane), nas cores vermelha (~625-440nm),
azul (~440-485nm) e verde (~500-565nm);
o material foi mantido em sala de cresci-
mento por 60 dias a temperatura de 25 +
2 °C, 16 horas de fotoperiodo (1.800 LUX);
aos 30 e 60 dias apos o estabelecimento
in vitro, avaliou-se a altura da planta (cm),
numero de folhas, comprimento de folhas
(cm) e brotagdes (Tabela 1).

Analise estatistica

As

variaveis foram submetidas ao teste de

normalidade de Shapiro-Wilk e ao teste de Bartlett,
ambos p<0,05, para verificagdo da normalidade dos
dados e homogeneidade das variancias, respectiva-

Tabela 1 - Desenvolvimento de orquidea Epidendrum lilas em cultivo in vitro sob diferentes espectros de luz

30 dias 60 dias
Espectros de luz Altura da Nimero de | Brotagdes Altura da Numero Comprimento de Brotagdes
planta folhas () planta de folhas (no)
(cm) (cm) folhas (cm)
Azul 4,86 ab 1,77 ab 1,31b 5,57 ab 2,36 a 3,77 ab 1,78 b
Branco 4,48b 1,99 a 1,65a 5,26 ab 2,58 a 3,33 b 2,13 a
Vermelho 5,43 a 1,79 ab 1,22 bc 5,94 a 2,07 b 410 a 1,45¢c
Verde 4,43 b 1,70 b 1,04 c 4,78 b 1,81b 3,52b 1,11d

Fonte: Elaboragéo dos autores.
Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) para cada

variavel.

EPAMIG. Circular Técnica, n.334, fev. 2021



Londe, L.C.N. et al.

mente. Todas as variaveis foram transformadas via
Raiz de X+1. Apos a confirmagéo das exigéncias para
uma analise de variadncia, esta foi realizada a uma
probabilidade de 5% de erro. Observadas diferengas
significativas para as fontes de variagdo envolvidas
no experimento, submeteu-se as médias das varia-
veis ao teste de Tukey (p>0,05) para detecgédo das
diferengas entre os tratamentos. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software
Genes (CRUZ, 2016).

AVALIAGAO DOS RESULTADOS

Nao houve interacao significativa (p<0,05), en-
tre os fatores doses de BAP e espectros luminosos
para nenhuma das caracteristicas avaliadas aos 30 e
60 dias de cultivo. Houve diferenga significativa ape-
nas para o fator isolado espectros, para as seguintes
caracteristicas: altura da planta, numero de folhas e
brotagbes. Para caracteristica comprimento de folhas
houve diferenca significativa apenas aos 60 dias de
cultivo.

Também n&o houve diferencga significativa para
doses de BAP. Este fato pode estar associado ao
balanco entre citocinina enddgena e exégena, sendo
a endogena suficiente para suprir as necessidades
das plantas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998),
podendo também estar relacionada a luminosidade.
Segundo Chee e Pool (1989), alta intensidade lumi-
nosa leva a fotoxidagdo causando degradacdo das
citocininas.

Influéncia dos diferentes espectros de luz no
desenvolvimento da orquidea Epidendrum lilas

As plantas apresentaram maior crescimento
quando submetidas ao espectro vermelho, aos 30 e
60 dias de cultivo (Tabela 1 e Fig. 4). Resultados se-
melhantes foram observados por Rocha et al. (2018)
trabalhando com palma forrageira cv. Gigante (Opuntia
ficus indica Mill.).

Altura da planta

Utilizando somente o espectro vermelho, as
plantas obtiveram altura de 5,43 e 5,94 cm aos 30 e
60 dias de cultivo, respectivamente (Tabela 1). Com
base na semelhanca das respostas, infere-se que é
possivel manipular o crescimento in vitro de orqui-
dea, de maneira alternativa a adigao de fitorregulado-
res ao meio de cultura.

Alguns estudos concluiram que o espectro
vermelho promove crescimento da parte aérea de
plantas (MARKS; SIMPSON, 1999). Isso porque o
processo de absorcéo da luz pelas plantas (rota fo-
tomorfogénica) é semelhante ao mecanismo de agéo
dos hormdnios (TAIZ et al., 2017).

Rosa et al. (2015) trabalhando com Dendrobium
phalaenopsis obtiveram plantas com comprimento de
3,33 cm utilizando 3,0 mg/L de BAP. Rodrigues et al.
(2016) observaram maior crescimento das plantas
(2,36 cm) com 1,0 mg/L de BAP em Oncidium baueri.

Numero de folhas

Plantas cultivadas sob espectro branco apre-
sentaram maior numero de folhas (1,99) aos 30 dias
de cultivo. Aos 60 dias, maior numero de folhas foi
obtido com o espectro azul (2,36) e branco (2,58)
(Tabela 1). Resultados semelhantes para esses es-
pectros foram observados por Cunha et al. (2019)
trabalhando com Mentha spicatae. Santos, Ferreira e
Marques (2016) observaram médias semelhantes uti-
lizando 3,6 mg/L de BAP em Epidendrum ibaguense,
confirmando a eficiéncia dos espectros.

Esses resultados podem estar relacionados
com a influéncia desses espectros na fotossintese
in vitro, visto que folhas irradiadas com luz branca
absorvem mais os comprimentos de ondas azul, ver-
melha e verde, que sdo necessarias para ganhos
energéticos pela fotossintese, bem como para outros
processos fisiolégicos (ARAUJO et al., 2009). A luz
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azul também € essencial nos processos de sintese
de pigmentos, enzimas, desenvolvimento de cloro-
plastideos, abertura e fechamento estomatico e de
diversos outros processos fotomorfogénicos (TAIZ;
ZEIGER, 2004), o que pode ter favorecido no proces-
so de formagéao das folhas de orquidea.

Comprimento de folhas

Plantas expostas ao espectro vermelho apre-
sentaram maior comprimento de folha (4,10 cm) aos
60 dias de cultivo (Tabela 1). A luz vermelha geral-
mente emite um espectro proximo ao da absorgao
maxima das clorofilas e fitocromos, sendo importante
para o desenvolvimento do aparato fotossintético e
para a acumulacdo de amido (SAEBO; KREKLING;
APPELGREN, 1995).

Brotacoes

Aindugéo de brotagdo em orquidea ocorre com
mais intensidade quando cultivadas em espectro bran-
co, aos 30 (1,65 brotos/explante) e 60 dias (2,13 bro-
tos/explante) (Tabela 1). Resultados semelhantes fo-
ram observados por Ferrari et al. (2016) em Curcuma
longa. Camargo et al. (2015), trabalhando com Oncidium
baueri, observaram média proxima (1,87 brotos/
planta) utilizando 2,0 mg/L de BAP. De forma geral,
plantas cultivadas em luz branca, ambiente que é
similar ao ambiente natural, apresentam folhas mais
espessas com células do parénquima paligadico
mais longas e justapostas (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Isso pode ter favorecido a fotossintese in vitro e con-
sequentemente maior taxa de brotacgao.

Plantas cultivadas sob espectro verde apre-
sentaram menor desenvolvimento. Estudos com
Arabidopsis relataram que a luz verde causa efeitos
semelhantes quando as plantas estdo sombreadas,
ou seja, levam ao estiolamento e causam diferencas
na arquitetura da planta como alongamento de peci-
olos, reorientagao das folhas e redugao da area foliar
(ZHANG; FOLTA, 2012). Resultados diferentes fo-
ram observados por Rocha et al. (2017) trabalhando
com trés cultivares de bananeira (Musa sp.), quando
obtiveram maiores taxas de brotag¢des utilizando luz
verde.

Influéncia da qualidade espectral

Ainfluéncia da qualidade espectral, em relagcéo
ao crescimento e ao desenvolvimento das plantas,

pode estar diretamente ligada a espécie, ao estadio
de desenvolvimento e a outras caracteristicas am-
bientais (SOUZA et al., 2014), o que pode justificar os
resultados diferentes verificados neste experimento.

O espectro vermelho foi mais eficiente para o
desenvolvimento da parte aérea e comprimento de
folhas, enquanto o espectro azul promoveu maior
numero de folhas. Maiores taxas de brotacdes foram
observadas com uso do espectro branco. Conclui-se
que, durante a fase de crescimento de orquidea, os
espectros vermelho e azul sdo mais eficientes, e na
fase de multiplicagdo recomenda-se o espectro bran-
co.

CONSIDERAGOES FINAIS

Visto que ndo houve influéncia do fitorregula-
dor utilizado, a luminosidade foi o fator determinante
para o desenvolvimento in vitro de orquidea. Esses
resultados indicam novas possibilidades para a mi-
cropropagacao de E. lilas, e podem ser considerados
como ponto de partida para novas pesquisas de pro-
tocolos envolvendo ambiente de cultivo com o obje-
tivo de melhorar a qualidade das mudas produzidas.

Os espectros luminosos influenciam no de-
senvolvimento e na multiplicagéo in vitro de orquidea
com diferenca significativa.

O espectro vermelho proporciona maior desen-
volvimento da parte aérea e comprimento de folhas,
enquanto que plantas expostas sob os espectros azul
e branco apresentam maior numero de folhas.

O cultivo em sala de crescimento sob espectro
branco induz maiores taxas de brotagdes.

Para questbes de economia, recomenda-se o
uso dos espectros vermelho e azul na fase de cresci-
mento, por serem mais eficientes, e o espectro bran-
co na fase de multiplicagédo de orquidea E. lilas.
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