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Efeito de carvao ativado e do grafite no crescimento in vitro de Cattleya bicolor Lindl.
(Orchidaceae).
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INTRODUCAO
A familia Orchidaceae é uma das maiores entre as faner6gamas, sendo altamente
especializada, e a mais evoluida dentre as monocotiledéneas (DRESSLER, 1993).

As orquideas do género Cattleya sdo nativas do Brasil (BICALHO, 1980), e
apresentam ocorréncia natural no México, América Central e do Sul. Sao as orquideas mais
comercializadas na atualidade, agrupam inUmeras espécies e milhares de hibridos que
possuem flores grandes e vivamente coloridas. Sao, em geral, epifitas, com pseudobulbo
ereto e relativamente grande encimado por uma folha (unifoliada) ou duas folhas (bifoliadas)
(PAULA e SILVA, 2004 ). Este género abrange mais de 50 espécies, sendo a Cattleya
bicolor incluida na lista das mais conhecidas no Brasil (ENGLERT, 2000).

Em orquideas, os métodos de germinagcdo simbiética foram substituidos pelo
procedimento de germinagdo nao-simbidtica, apds Lewis Knudson, em 1922, relatar que o
fungo ndo era necessario para a germinacdo das sementes de orquideas, caso fossem
semeadas em meio de cultura que contém agar, sais apropriados e acucar. Das varias
férmulas nutritivas propostas por Knudson, a mais conhecida é a férmula “C” (KC) de 1946,
sendo um meio apropriado para a maioria das espécies de orquideas (GRIESBACH, 2002).

O carvao ativado é um aditivo bastante utilizado na propagacao in vitro das mais
diversas espécies vegetais, inclusive no cultivo de orquideas. Diversas funcdes sao
atribuidas ao uso de carvao na cultura assimbidtica, e uma das principais utilizacfes é para
0 escurecimento do meio de cultura (Pasqual, 2001). Durante as suas revisdes, Arditti et al.
(1982) sugerem a adi¢cdo de 2 g/L de grafite, quando se deseja apenas 0 escurecimento do
meio em substituicdo ao carvao ativado, pois este Ultimo possui a capacidade de adsorcao
irreversivel de certos compostos como certas vitaminas, horménios, que podem ser
limitantes para o desenvolvimento da cultura.

Neste sentido, a proposta do presente estudo foi verificar os efeitos da
concentracdo de carvao ativado e de grafite, adicionados ao meio de cultura nos processos
de desenvolvimento in vitro da espécie Cattleya bicolor. E possivel que a concentracio
destes compostos possa ser indicada como eficientes para 0s processos de
desenvolvimento das plantas, e que o grafite possa ser usado em substituicdo ao carvao
ativado.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Cultivo de Orquideas da
Universidade Estadual de Maringa.

Ap6s 8 meses de cultivo, 15 plantas em média de Cattleya bicolor, medindo
aproximadamente 1,00 cm, foram transferidas para os meios de cultura (KC) adicionados
das seguintes concentracées de carvdo ativado e grafite: 1,5; 3,0; 4,5; 6,0 e 7,5 g L™, sob
influéncia de luz continua ou fotoperiodo de 14 horas.
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O periodo de cultivo foi de 6 meses, e para cada tratamento com Cattleya bicolor,
foram utilizadas quatro repeticdes e 35 ml de meio de cultura por frasco.

A fim de mensurar o desenvolvimento alcancado pelas plantas, foi calculado
o indice de Crescimento (IC) como proposto por Spoerl (1948) e modificado por
Milaneze (1997), que considera o numero de raizes e folhas formadas. Além do IC,
foram observadas as seguintes variaveis: nimero de brotos, nimero de folhas,
comprimento da parte aérea, numero de raizes e comprimento da raiz. Foram
consideradas as medidas da parte aérea e da raiz até 2 cm de comprimento, porque
somente cerca de 11% e 20% de plantas apresentaram parte aérea e raiz
respectivamente acima de 2cm.

Nos ensaios propostos, o pH de todos os meios de cultura foram ajustados com
KOH (1IN) e HCI (50%) para 5,30 antes da adicdo de 6,5 g L™* de agar e 2,0 g L de
sacarose. Todos os frascos que continham os meios de cultura, juntamente com quatro
amostras de pH de cada meio nutritivo para verificagdo do pH inicial, foram autoclavados por
20 minutos sob pressao de 1 atm. Ao término do periodo do experimento, foram verificados
os valores de pH final alcancados pelos meios nutritivos onde foram cultivados os explantes.

As réplicas foram mantidas em sala climatizada, com temperatura de 25+2°C, sob
influéncia de luz continua ou fotoperiodo 14 horas, proporcionados por lampadas
fluorescentes de 40 Watts, com intensidade luminosa de 14,9 pmol m?s™.

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualisados e os dados
foram analisados estatisticamente, utilizando o programa SAS (System for Windows V8) ao
nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F e 0 Teste de Tukey com 5% da probabilidade de
erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicéo de diferentes concentracdes de carvao ativado ou de grafite, no meio de
cultura KC, interferiu com a formacdo de brotos nas plantas de C. bicolor, mas ndo foram
dependentes das condicBes de manutencdo da cultura sob luz continua ou fotoperiodo de
14 horas de luz; nao foi verificado também, interacdo significativa entre a adicdo do carvao
ativado, ou de grafite, e as condi¢cbes de manutencdo das plantas. Embora as comparacoes
entre as médias dos numeros de brotos nas plantas mantidas nos meios com grafite ou
carvao ativado ndo tenham mostrado diferencas significativas em relacdo ao meio controle,
0 maior numero de brotos (2,81) em plantas de C. bicolor foi observado naquelas mantidas
no meio KC que continham 7,5 g L™* de grafite, e os menores indices de brotacdes
ocorreram nas plantas mantidas nos meios que continham 3,0 e 4,5 g L™ de carvéo ativado,
e 1,5 g L™ de grafite (Tabela 1). A interferéncia negativa do carvdo ativado na inducéo de
brotos em plantas cultivadas em meio KC tem sido descrita para orquideas (Araujo, 2004), e
também para outras espécies de plantas (Fraguas, 2003).

O numero de folhas formadas em C. bicolor nédo foi diferente nas plantas mantidas
em meio de cultura KC que continham as diferentes concentragbes de carvao ativado ou de
grafite (Tabela 1). Para outras espécies de orquideas, como para o hibrido Brassocattleya
‘Pastoral x Laeliocattleya’ Amber Glow’, tem sido indicado que a adicdo de carvao ativado ao
meio de cultura inibe a formacado de folhas (Silva et al., 2003). O numero de folhas das
plantas de C. bicolor também néo foi dependente das condi¢cdes de manutencgéo da cultura
sob luz continua ou fotoperiodo de 14 horas de luz.

Maior nimero de plantas de C. bicolor que apresentaram comprimento da parte
aérea em torno de 2 cm ocorreu meio KC adicionado de 6,0 g L™ de grafite, quando
comparado ao tratamento controle.

A adicdo de 4,5 ou 6,0 g L™ de carvéo ativado ao meio de cultura KC promoveu o
desenvolvimento de maior nimero de raizes nas plantas (Tabela 1). Por outro lado, a adi¢éo
de diferentes concentracdes de grafite ndo estimulou a formacdo de raizes em C. bhicolor,
indicando que o escurecimento do meio de cultivo por ambos compostos, carvao ativado ou
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grafite, ndo deve ser o Unico fator determinante do aumento no nimero de raizes em plantas
cultivadas em meio contendo o carvéo ativado.

O numero de raizes formadas nas plantas de C. bicolor nado foi influenciado pelas
condi¢des de manutencgdo da cultura sob luz continua ou com fotoperiodo de 14 horas, mas
o0 desenvolvimento das raizes, comprimento das mesmas, foi dependente da adicdo de
concentracdes especificas de grafite ou carvdo ativado, bem como da interacdo entre as
diferentes concentracbes destes compostos e as condicbes de manutencdo com luz
continua ou com fotoperiodo de 14 horas; a interacao foi significativa. Um maior nimero de
plantas apresentando raizes que atingiram um comprimento de até 2 cm foi observado nos
meio KC contendo 3,0 e 7,5 g L™ de carvéo ativado (Tabela 1).

A analise do indice de crescimento que considera o numero de raizes e folhas
formadas em cada planta, ndo apresentou diferenca estatisticamente significante.

Tabela 1. Teste de média para as variaveis NB (numero de brotos), NF (numero de folhas),
CPA (comprimento da parte aerea), NR (numero de raizes), (CR) comprimento da raiz e (IC)
Indice de Crescimento em Cattleya bicolor.

Tratamentos g L-1 Médias dos tratamentos
NB NF CPA NR CR IC

KC (controle) 1,96 abc 5,56 ab 44,965 b 5,15c¢ 23,779 c 2514,4 a
KC + Grafite 1,5g L-1 1,49 c 6,49 a 64,964 ab 511c 30,648 abc 2515,0 a
KC + Grafite 3,0 g L-1 2,21 abc 5,44 b 65,650 ab 5,26 c 36,041 abc 2505,8 a
KC + Grafite 4,5 g L-1 1,82 abc 5,65 ab 69,389 ab 5,20 c 39,284 ab 2599,9 a
KC + Grafite 6,0 g L-1 2,59 ab 5,94 ab 81,558 a 5,52 bc 37,153 abc 2638,1 a
KC + Grafite 7,5 g L-1 2,81 a 5,71 ab 72,076 ab 6,53 abc 26,405 bc 2696,9 a
KC+ Carvao 1,5g L-1 2,28 abc 5,84 ab 64,211 ab 6,47 abc 28,025 abc 2643,0 a
KC + Carvdo 3,0g L-1 1,49 c 5,57 ab 66,345 ab 6,46 abc 42,693 a 2741,1 a
KC + Carvao 4,5g L-1 1,51 c 5,97 ab 66,896 ab 7,07 ab 37,920 abc 2754,0 a
KC + Carvao 6,0 g L-1 1,92 abc 5,80 ab 65,991 ab 7,70 a 40,740 ab 2858,8 a
KC + Carvao 7,5g L-1 1,67 bc 5,563 ab 65,733 ab 6,18 abc 41,814 a 2635,1 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, em nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de Tukey.

Os valores de pH dos meios de cultura onde se desenvolveram as plantas de C.
bicolor, previamente aferidos para 5,30 antes do processo de autoclavagem, foram alterados
significativamente quando da adicdo de grafite ou de carvdo ativado. Maiores variagdes no
valor do pH inicial do meio de cultura foram verificadas com a adicdo de 6,0 g L™ de grafite e
com 4,5 g L™ do carvdo ativado. O carvdo ativado usado na concentracdo de 3,0 gL e o
controle (KC) ndo determinaram alteragfes significativas no pH inicial do meio, enquanto as
cinco concentracdes de grafite promoveram aumento significativo na variacdo do pH inicial
do meio de cultura KC.

Quanto aos valores do pH final, as diversas concentragbes do carvdo ativado
provocaram a alcalinizacdo dos meios de cultura; uma alteracdo pronunciada (valor do pH
final = 7.12) pode ser verificada com a adicdo de 3,0 g L™ de carvdo ativado no meio de
cultura das plantas de C. bicolor. Contrastando com as variacdes de pH detectadas nos
meios de cultura contendo carvao ativado, no experimento-controle na auséncia de ambos
compostos, bem como nos meios contendo as diferentes concentracfes de grafite, ocorreu
uma acidificacdo do meio de cultura em relacdo ao pH inicial da cultura de C. bicolor (pH =
5,34).

As alteracdes nos valores do pH inicial e pH final dos meios de cultura séo
evidéncias que merecem destaque porque, o efeito positivo, ou negativo, nas variaveis sob
influéncia das diferentes concentracdes de carvao ativado ou grafite pode ser decorrente de
alteracdes do pH dos meios e/ou da interacdo entre os diferentes fatores com as alteracdes
de pH.
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CONCLUSOES

O grafite ndo pode ser utilizado em substituicdo ao carvéo ativado, pois a adicdo de 6,0 g L™
de grafite ao meio KC estimulou o comprimento da parte aérea das plantas de C. bicolor,
mas nao promoveu nenhum efeito no desenvolvimento das raizes.

Houve efeito positivo da adicdo de 6,0 g L™ de grafite para promover o desenvolvimento da
parte aérea de plantas de C. bicolor.

A adicdo de carvdo ativado e grafite promoveram variacdes pronunciadas no pH inicial e
final do meio de cultura KC, principalmente nas diversas concentracdes de carvéao ativado.
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PALAVRAS-CHAVE: Cattleya bicolor LINDL., propagacao in vitro, aditivos.
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