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EFEITO DE GA; E DA CONDICAO DE LUMINOSIDADE NO CRESCIMENTO IN
VITRO DE Leptotes unicolor Barb.Rodr.

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito das concentragdes de GA3 (0; 1; 5; 10 ou 20 mg L'l) ¢ da
condi¢cdo de luminosidade (branca, amarela, azul, vermelha e verde) no crescimento in vitro de
Leptotes unicolor Barb.Rodr. visando a propagagdo desta. Utilizou-se o delineamento
experimental blocos casualizados, e os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 5 x 5
com 3 repeti¢des. Foram utilizados como explantes plantas de L. unicolor, com 1 cm de altura,
providas de folhas e de sistema radicular. O meio nutritivo foi o MS’: acrescido das doses de
GA; e as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento com temperatura de 25+2 °C,
fotoperiodo de 12 horas e submetidas as diferentes luminosidades, por 360 dias quando foram
avaliadas quanto ao niimero de brotos e de raizes, altura, didmetro, comprimento médio das raizes
e massa fresca da touceira. Houve efeito conjunto das concentracdes de GAj3 e das condigdes de
luminosidade sobre as varidveis estudadas, sendo exce¢do (p>0,05) a massa fresca das touceiras,
que apresentou média geral igual a 7,50 g, independentemente das combinagdes testadas. O
maior niimero de brotos (215) foi observado na dose calculada de 7 mg L™ de GA; sob luz
amarela. O maior numero de raizes (17) e o sistema radicular mais longo (15,1 mm) foram
observados na presenga de luz branca, os maiores didmetros das touceiras (43,5 mm) foram
registrados sob luz vermelha e, independentemente da cor da luz, as maiores alturas das touceiras
(32,5 mm) foram observadas na auséncia de GAj3 e as menores (inferiores a 5 mm) na maior dose
estudada. Leptotes unicolor Barb.Rodr. apresentou maior crescimento in vitro na auséncia de
GA; e pode ser cultivado sob luminosidade branca, amarela ou vermelha.

Palavras chave: Orchidaceae; orquideas nativas; reguladores de crescimento

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of GAj3 concentrations (0, 1, 5, 10 or 20 mg L'l) and
lighting condition (white, yellow, blue, red and green) on the in vitro growth of Leptotes unicolor
Barb. Rodr. We used a randomized block design, and the treatments were arranged in a 5 x 5

factorial with three replications. Were used as explants plants of L. unicolor, with 1 cm of height,



leaves and roots. The medium was MS ' increased of GA3 doses and the cultures were placed in
a growth room at 25 + 2 ° C, photoperiod of 12 hours and subjected to different light conditions,
for 360 days when they were evaluated on the number of shoots and root, height, root length and
fresh weight of the tussocks. There was joint effect of GA3 concentrations and light conditions on
the variables studied, with the exception (p> 0.05) fresh mass tussocks, which showed overall
average equal to 7.50 g, regardless of the combinations. The highest number of shoots (215) was
observed in the calculated dose of 7 mg L' GA; under yellow light. The highest number of roots
(17) and the root system longer (15.1 mm) were observed in the presence of white light, the
larger diameters of the tussocks (43.5 mm) were recorded under red light, regardless of the color
of light the highest height of tussocks (32.5 mm) were observed in the absence of GA; and lower
(below 5 mm) at the highest dose studied. Leptotes unicolor Barb.Rodr. shows higher growth in
vitro in the absence of GAjz and can be grown in bright white, yellow or red.

Keywords: Orchidaceae; native orchids; growth regulators

INTRODUCAO

Orchidaceae ¢ uma das maiores e mais diversificadas familias de Angiospermas, sendo
constituida por aproximadamente 35.000 espécies (Dressler, 1993) das quais 2448 sdo nativas do
Brasil (Barros et al, 2013). No entanto, devido ao crescente desmatamento, aliado as coletas
predatdrias, muitas espécies de orquideas estdo em risco de extingdo. Uma das alternativas para
evitar o processo continuo de desaparecimento seria a producdo intensiva de mudas de
orquidaceas para programas de reintrodugdo ao habitat natural e mesmo para a comercializacao
(Bach e Castro, 2004).

A cultura em meio assimbiodtico resulta em maiores percentuais de germinacdo em
comparagdo a germinacao natural (Aradjo, 2007), entretanto a técnica ainda apresenta restri¢des
quanto ao desenvolvimento in vitro e aclimatizagcdo das plantas produzidas (Kerbauy, 2008). A
qualidade de luz no crescimento e no desenvolvimento dos tecidos de plantas cultivadas in vitro
pode influenciar a eficiéncia bioldgica dos reguladores de crescimento adicionados ao meio de

cultura, bem como o balango hormonal nos tecidos (Erig e Schuch, 2005), que refletird no
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crescimento dos explantes e consequentemente na produg¢do e aclimatizagdo de mudas
produzidas.

As salas de crescimento para cultivo in vitro quase sempre utilizam lampadas
fluorescentes brancas (400 - 600 nm) que sdo desprovidas de ondas na faixa do vermelho (640 —
740 nm) (Kdmp, 2005). Devido a importincia da luz vermelha na fotomorfogénese, alguns
autores tém estudado esse comprimento de onda como forma de propiciar maior crescimento e
desenvolvimento de plantas cultivadas nessa condi¢do. Aratijo (2007) relatou que o cultivo in
vitro, de plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’, em frascos embalados com papel celofane
vermelho aumentou o alongamento das plantulas, proporcionando melhores condi¢des para
aclimatiza¢ao das mesmas.

Para uma otimiza¢ao do processo de propagacdo, uma alternativa vidvel € a utilizagdo de
uma dose adequada de hormonio de crescimento que atue no alongamento das plantulas, Araugjo
(2007) cita que as giberelinas, entre elas o0 GA3 sdo utilizadas no alongamento das partes aéreas e
possem diversos efeitos que variam de acordo com cada espécie.

Aliadas as condic¢des de luminosidade, a composi¢do e concentracdo hormonal no meio de
cultivo influenciam a morfogénese dos tecidos vegetais (Borgatto e Hayashi, 2002). Araujo
(2007) observou que a presenga de giberelinas (GA3;) no meio de cultura interferiu no
desenvolvimento radicular e no acumulo de massa seca de plantulas de Cattleya loddigesii
‘Tipo’. Grattapaglia e Machado (1998) relataram que, quando as plantas produzidas in vitro nao
estdo em condi¢des de serem aclimatizadas, devido ao seu tamanho, o cultivo na presenca de GA3
pode propiciar o alongamento em algumas espécies encurtando o periodo de obten¢do de mudas.

Dentre as espécies que ocorrem no Estado de Mato Grosso do Sul, L. unicolor destaca-se
por seu elevado valor floristico e rusticidade, entretanto sdo poucas as informagdes relativas a
germinagdo e desenvolvimento in vitro desta espécie. Em vista do exposto, objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito do GAj3 ¢ da condi¢do de luminosidade no crescimento in vitro de L.

unicolor.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultivo in vitro da Faculdade de Ciéncias
Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) de Dourados — MS,
durante os meses de agosto de 2010 a julho de 2011.
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Foram utilizadas plantas de Leptotes unicolor Barb.Rodr. com 180 dias, provenientes de
semeadura in vitro, em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), mantidas em sala de crescimento
com temperatura média de 25+2 °C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 20 pmol

? 5! obtida por meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada.

m

Para a inoculagdo das plantas, utilizou-se o meio de cultivo MS (Murashige e Skoog,
1962) na metade da sua concentragdo, acrescido de 30 g L de sacarose, 6 g L' de agar
bacteriologico e de GAs nas concentragdes de 0,0; 1,0; 5,0; 10,0 ou 20,0 mg L. Os meios de
cultura foram transferidos para frascos de 600 mL providos de tampa metalica, sendo, a seguir,
esterilizados em autoclave, por 20 minutos, a 120 °C e uma atmosfera de pressdao. Em seguida a
esterilizacdo e solidificagdo dos meios, os frascos foram transferidos para camara de fluxo
laminar (previamente esterilizada com luz germicida por 30 minutos).

Foram inoculadas, por frasco de cultivo, sete plantas, com cerca de 1 cm de comprimento
providas de folhas e de sistema radicular. Na sequéncia as culturas foram acondicionadas em sala
de crescimento, por 180 dias, sob temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12h sob cinco
condi¢des de luminosidade, obtidas com a utilizagdo de papel celofane: 1- amarela; 2- azul; 3-
vermelha; 4- verde e 5- incolor.

Apos esse periodo, as plantulas foram repicadas para frascos de igual volume e contendo
os mesmos meios de estudo, permanecendo por mais de 180 dias em cdmara de crescimento, sob
as mesmas condi¢des de luminosidade, temperatura e fotoperiodo, totalizando 360 dias de
cultivo.

Decorrido este periodo, os frascos foram abertos e, apds a total remocao do meio de
cultura com agua destilada, as plantas foram avaliadas quanto ao nimero de brotos e de raizes,
altura, didmetro, comprimento médio das raizes e massa fresca da touceira.

Foi utilizado o delineamento experimental blocos casualizados e os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial 5x 5 (cinco concentragdes de GAj3 e cinco densidades de luz) com
trés repeticdes constituidas de um frasco cada. Todas as varidveis foram submetidas a anélise de
variancia e havendo diferencas significativas as médias foram comparadas por regressao ou por
teste de Tukey até 5 % de probabilidade com o auxilio do programa computacional SISVAR 5.3
(Ferreira, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

11
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A significancia dos fatores estudados, bem como a média geral das varidveis estudadas,
sdo apresentadas na Tabela 1.

Houve efeito conjunto dos niveis de GAj3; e das densidades da luz sobre as varidveis
estudadas, sendo excecdo (p>0,05) a massa fresca das touceiras, que apresentou média geral igual

a 7,50 g independentemente das combinagdes testadas (Tabela 1).

Tabela1l Resumo das andlises de variancia da massa fresca (MFT), da altura (AT), do nimero
de raizes (NR), do comprimento médio das raizes (CRT), do niimero de brotos
(NBT) e do diametro médio (DT) das touceiras de Leptotes unicolor Barb.Rodr..
Dourados, UFGD, 2011.

Quadrados médios

F.V. G.L. NB DT AT NRT CRT MFT
GA; 4 57000,24** 1311,98** 986,48** 250,02** 143,54%*%* 2335,90™
Luz 4 18187,71** 96,27ns 156,18*  58,55%* 48 88** 1962,89™
GA3xLuz 16 7753,86**  215,60* 123,02*  26,88**  41,16%* 1646,18™
Erro 50 2282,01 118,17 60,00 6,01 11,25 1619,08
CV(%) 46,98 36,90 35,19 84,75 90,81 53,62
M.geral 101,68 29,46 22,0lmm 2,89 3,69mm 7,50g

** significativo, ao nivel de 1%, pelo teste F
* significativo, ao nivel de 5%, pelo teste F
" nio significativo

Nao houve efeito dos niveis de GAs sobre a altura das touceiras quando cultivadas sob luz
azul (Figura 1B). Independentemente da cor da luz, as maiores alturas das touceiras foram
observadas na auséncia deste regulador de crescimento e os menores na maior dose (Figura 1 A,
C, D, E). A combinacdo que resultou as maiores (32,5 mm) e menores alturas de planta (valores
inferiores a 5 mm) foi a luz vermelha combinada com 0,0 ¢ 20 mg L™ de GA3 respectivamente
(Figura 1E).

Aragjo et al. (2009) relataram que plantas de Cattleya loddigesii cultivadas in vitro sob
luz vermelha, proporcionada por papel celofane, apresentaram maior alongamento de parte aérea
e Cybularz-urban et al. (2007) observaram o aumento do comprimento de broto para hibrido de
Cattleya. Os resultados observados pelos autores confirmam a atuagdo da luminosidade vermelha
em promover, de modo geral, o alongamento de parte aérea, uma vez que ¢ absorvida pelos
fitocromos que sdo responsaveis pela germinacdo de sementes fotoblasticas positivas,

crescimento caulinar e controle fotoperiddico do florescimento (KERBAUY, 2008).
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FIGURA 1: Efeito conjunto das doses de GAs e das condi¢cdes de luminosidade sobre a altura
das touceiras (AT) de Leptotes unicolor Barb.Rodr. (A) luminosidade branca; (B) luminosidade
azul; (C) luminosidade verde; (D) luminosidade amarela; (E) luminosidade vermelha. Dourados-
MS, UFGD, 2013.
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O maior niimero de raizes e o sistema radicular mais longo foram observados na presenga
de luz branca (Figuras 2A e 3A ). Auséncia de GAj estimula a formacdo de maior numero de
raizes por touceira (Figura 2A) enquanto a dose de 20 mg L™ estimula o crescimento do sistema
radicular de L. unicolor na presenga de luz branca (Figura 3A). Entretanto para sobrevivéncia de
plantulas ex vitro ¢ mais interessante um maior nimero de raizes embora de comprimento menor
do que o inverso, uma vez que o sistema radicular ¢ muito delicado e se rompe com facilidade no
manuseio do transplante.

Quanto a influéncia da luminosidade, sabe-se que as folhas irradiadas com luz branca
absorvem os comprimentos de ondas azul, vermelha e verde, necessarios para ganhos energéticos
pela fotossintese, bem como para outros processos fisiologicos tais como a formacao de raizes
(Calvete, 2002). Por essa razdo, ¢ possivel que as plantas cultivadas sob luz branca tenham obtido
maior numero de raizes e com maior comprimento. Braga et al. (2009), estudando o efeito da
qualidade de luz em crisantemo Dendranthema grandiflorum micropropagado,também
verificaram maior emissdo de raizes em plantas cultivadas sob luz branca enquanto que Galdiano
Junior et al. (2012) e Aragjo et al. (2009) registraram menor nimero de raizes em Cattleya
loddigesii cultivada sob luz vermelha.

O maior numero de brotos (215) foi observado na dose calculada de 7 mg L™ de GAs e
com luz amarela (Figura 4D), valores estes superiores aos observados para a luz branca (189),
azul (155), verde (143) e a vermelha (194) na auséncia do regulador de crescimento (Figura 4
A,B,C,E). Estes resultados sdo importantes quando se considera a multiplicagdo in vitro de

determinada espécie uma vez que cada um dos brotos dard origem a uma nova planta.
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FIGURA 2: Efeito conjunto das doses de GA3 e das condi¢des de luminosidade sobre o nimero
de raizes das touceiras (NRT) de Leptotes unicolor Barb.Rodr. (A) luminosidade branca; (B)
luminosidade azul; (C) luminosidade verde; (D) luminosidade amarela; (E) luminosidade
vermelha. Dourados-MS, UFGD, 2013.

15



16

257 (A) W Br 257 (B) mAz
20 - 20 -
— 15,1a =
£ ’ £ ]
g E B 12,0
[ )
& 8 10+
5 -
O -
0 1 5 10 20
25T (©
20 +
E I
H 15
[
~ 1 ——Vd=22
g 10
5 -
O T T T T 1
0 1 5 10 20
257 (D) B Am A1 ®
20 20 T
E 15 - ,E 15 T
g 11,82 ) Ve
= = —— Vm=2,
g 10- & w7
5 3,1b 5T
0,0b 0,0b 0,0b
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 1 5 10 20 0 1 5 10 20
GA3 (mg L) GAs (mg L")

FIGURA 3: Efeito conjunto das doses de GA; e das condi¢cdes de luminosidade sobre o
comprimento médio de raizes das touceiras (CRT) de Leptotes unicolor Barb.Rodr. (A)
luminosidade branca; (B) luminosidade azul; (C) luminosidade verde; (D) luminosidade amarela;
(E) luminosidade vermelha. Dourados-MS, UFGD, 2013.
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FIGURA 4: Efeito conjunto das doses de GAs e das condi¢des de luminosidade sobre o nlimero
de brotos das touceiras (NBT) de Leptotes unicolor Barb.Rodr. (A) luminosidade branca; (B)
luminosidade azul; (C) luminosidade verde; (D) luminosidade amarela; (E) luminosidade

vermelha. Dourados-MS, UFGD, 2013.
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Condi¢des de luminosidade azul e verde associadas as diferentes concentracdes de GAj3
ndo interferiram no didmetro da touceira. Esses resultados permitem inferir que nessas duas
condi¢des de luz os brotos produzidos na auséncia do regulador foram em maior nimero embora
de menor tamanho, enquanto que aqueles produzidos nas maiores concentragdes foram em menor
numero, mas de maior tamanho.

Os maiores diametros das touceiras foram registrados sob luz vermelha (43,5 mm),
seguido da branca (40 mm) e da amarela (35,6 mm) na auséncia do regulador de crescimento
(Figura 5 A, D, E). Estas trés condi¢des luminosas também propiciaram as touceiras mais altas
(Figura 1A, D, E) e com maior numero de raizes (Figura 2A, D, E) condicdes estas interessantes

para a aclimatizacdo ex vitro das plantas produzidas.
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FIGURA 5: Efeito conjunto das doses de GA; e das condi¢des de luminosidade sobre o
didmetro das touceiras (DT) de Leptotes unicolor Barb.Rodr. (A) luminosidade branca; (B)
luminosidade azul; (C) luminosidade verde; (D) luminosidade amarela; (E) luminosidade
vermelha. Dourados-MS, UFGD, 2013.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados observados conclui-se que:
1- Leptotes unicolor Barb.Rodr. apresenta maior crescimento in vitro na auséncia de GAj3.
2- Luminosidade branca, amarela e vermelha podem ser utilizadas para promover o

crescimento in vitro de L. unicolor.
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