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Polpa de Banana, Agua de Coco e Carvio Ativado no Desenvolvimento in vitro de Lycaste sp.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento inicial in vitro de plantulas da espécie de orquidea Lycaste sp. em meio de cultura com
a adicdo de polpa de banana, agua de coco e carvao ativado. O experimento foi conduzido em laboratério na Unopar, em Londrina, Parana.
Foi utilizado o meio de cultura MS (Murashige e Skoog) como suporte para o desenvolvimento das plantulas. As plantulas germinadas in vitro
foram transferidas para meios de cultura, contendo as seguintes combinagdes: sem adi¢do e com a combinag@o de polpa de banana e dgua de
coco em meio (MS) com a concentragdo de totais de sais e meio com metade dos sais, acrescidos com e sem carvao ativado. Observou-se que
0s meios com concentracao total de sais, agua de coco e sem carvao ativado obtiveram um melhor resultado em comparagido com o restante
dos meios. As plantulas da espécie estudada ndo se desenvolveram em meio de cultura acrescido com polpa de banana, em fungdo de oxidagao.
Baseado nos resultados, ¢ possivel concluir que a utilizagdo de complexos nutritivos organicos afeta diretamente no desenvolvimento das
plantas de Lycaste sp.

Palavras-chave: Orquidea. Complexos Nutritivos. Cultivo in vitro.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the initial in vitro development of the orchid species Lycaste sp. in culture medium with the addition
of banana pulp, coconut water and activated charcoal. The experiment was carried out in a laboratory at Unopar, in Londrina, Parand. MS
(Murashige and Skoog) culture medium was used as support for seedling development. In vitro germinated seedlings were transferred to
culture media containing the following combinations: without addition and with the combination of banana pulp and coconut water in (MS)
medium with total salt concentration and half with half salts, added with and without activated charcoal. It was observed that the media with
total salt concentration, coconut water and without activated carbon obtained a better result compared to the rest of the media. There was no
development of seedlings of the studied species with the use of banana pulp due to the oxidation. Based on the results, it can be concluded that
the use of organic nutrient complexes directly affects the development of Lycaste sp.
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1 Introducio (MENEGHETTI et al., 2019). O meio de cultura é o fator

. \ - . ~ mais importante, no desenvolvimento in vitro, pois € nesse que
As orquideas, pertencentes a familia Orchidaceae, sdo P ’ P d

. - . a planta ira buscar os nutrientes para a sobrevivéncia. No meio
plantas que por muito tempo sdo cultivadas pelo homem,

A . . nutritivo ¢ feita a adigdo de sais como macro e micronutrientes
e vem com o passar dos anos sendo extintas de seu habitat ¢ ’

natural. Isso se deve a sua dificil forma de propagagio natural ~ Y€ S30 essenciais para o crescimento da planta, também &

por semente que depende de uma simbiose com fungos, como, acrescido carboidrato como fonte de carbono, além de agua,
por exemplo, as micorrizas (TEIXEIRA et al., 2016)

No entanto, em condi¢des de laboratorio, é possivel

vitaminas, hesitol e reguladores de crescimento, para que haja
um crescimento satisfatorio. O balango entre esses elementos

¢ fundamental (KURITA; TAMAKI. 2014).

fazer a propagagdo por sementes por um processo

assimbiotico, por meio de técnicas de micropropagagao,
possibilitando multiplicar milhares de plantas de orquideas.
Na micropropagagdo, ¢ possivel multiplicar esta espécie,
visto que praticamente todas as sementes germinam sem a
necessidade da simbiose. Além disso, estas técnicas produzem
mudas de boa sanidade, em um menor tempo de produgio e
com melhor qualidade (SOUZA et al., 2016).

Para que ocorra um bom desenvolvimento destas plantas
in vitro, ha necessidade de controlar os fatores, como assepsia,
ambiente (temperatura e luminosidade) e o meio de cultura
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Os reguladores de crescimento SA0 determinantes para
o crescimento das plantulas e para que haja um padrdo
de desenvolvimento (LONGO et al, 2016).
estdo as auxinas e as citocininas. As citocininas atuam

Entre esses

como promotoras de divisdo celular, que promovem uma
quantidade expressiva de producdo de brotos, ja as auxinas
estdo envolvidas no alongamento celular, contribuindo para
desenvolvimento das plantas (BARRUETO CID, 2005).
Além de reguladores de crescimento, misturas complexas
como: agua de coco, polpa de banana e carvdo ativado sdo

159



Polpa de Banana, Agua de Coco e Carvio Ativado no Desenvolvimento in vitro de Lycaste sp.

usadas como aditivos em varios meios nutritivos (CALDAS et
al., 1998). Estes aditivos possuem seus proprios sais minerais
e, também, citocininas e auxinas, como € o caso da agua de
coco ¢ da polpa de banana. O carvao ativado ¢ um estimulador
de enraizamento e diminuidor da intoxicag¢do da planta por
compostos fenolicos (TISSERAT, 1982; ZENG, S. et al.
2016).

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito da agua
de coco, polpa de banana, carvdo ativado com o meio de
cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) no crescimento

da espécie Lycaste sp. in vitro.

2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratorio de
biotecnologia da Universidade Norte do Parana, Londrina-
PR. Foi utilizada a espécie Lycaste sp. L.

Foi coletada uma capsula de orquidea amadurecida. Esta
capsula foi levada para o laboratdrio e, em camara de fluxo

laminar, foi desinfestada em alcool 70% por um minuto e

Quadro 1 - Tratamentos referentes ao meio de cultivo MS normal

lavada trés vezes com agua destilada autoclavada. Em seguida,
foi realizada lavagem por 15 minutos com hipoclorito de sddio
a 2,5% sob agitagdo constante. Para retirada do residuo de
hipoclorito, a capsula foi lavada trés vezes com agua destilada
esterilizada. Apos a desinfestagdo superficial, a capsula foi
aberta com auxilio de um bisturi e as sementes retiradas.

As sementes foram espalhadas em meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), preparado com a metade da
concentragdo dos sais e com a adi¢do de 1,5 g I'' de carvao
ativado. As sementes foram submetidas ao escuro durante 15
dias.

Ap6s45 dias de germina¢a0, as plantulas foram submetidas
a 16 tratamentos diferentes no esquema fatorial de 2x2x2,
conforme apresentado nos Quadros 1 e 2. Os tratamentos sao
o resultado da combinag@o do uso de dois meios de cultivo,
o meio MS, conforme descrito pela literatura, € o meio MS,
usando a metade dos sais e com trés combinagdes diferentes
do uso de polpa de banana e agua de coco, com adi¢ao ou nao

adigdo de carvao ativado aos meios de cultivo.

Tratamentos 150 mg I" polpa de 150 ml I 4gua de coco Agua de coco ¢ polpa de Controle
banana banana
Sem carvao A B C D
Com carvao All Bl11 Cl1 D11
Letras e niimeros destacam o tipo de tratamento e a combinagdo dos tratamentos.
Fonte: Dados da pesquisa.
Quadro 2 - Tratamentos referentes ao meio de cultivo MS metade dos sais
Tratamentos 150 mg I polpa de 150 ml I 4gua de coco Agua de coco ¢ polpa de Controle
banana banana
Sem carvao A2 B2 C2 D2
Com carvao A22 B22 C22 D22

Letras e niimeros destacam o tipo de tratamento e a combinagao dos tratamentos.

Fonte: Dados da pesquisa.

O pH de todos os meios de cultura foram ajustados para
5,840,01 e esterilizados em autoclave, em temperatura de
121°C, 1 kgf cm? durante 21 minutos e, depois resfriados.
Cada parcela experimental foi composta de 50 explantes cada.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados.
As placas foram incubadas em sala de crescimento a uma
temperatura de 26+2 °C e fotoperiodo de 16 horas.

Foram avaliados a quantidade de nimero de brotos e a
porcentagem de oxidagdo dos explantes. Para a quantidade de
nimero de brotos foram contabilizados aqueles que estavam
emitindo os primeiros primordios foliares. Para a porcentagem
de oxidagdo se avaliaram aqueles que estavam em processo
de senescéncia com a coloracdo marrom visivel. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparados
pelo método de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3 Resultados e Discussao

O Quadro 3 mostra a média do numero de brotos de acordo
com os tratamentos. Os resultados demonstraram que o uso
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de diferentes formulagdes de meios de cultivo influenciou no
desenvolvimento das plantulas. O meio de cultivo MS normal
com adicdo de agua de coco e carvao ativado apresentou o
melhor resultado (7,70). Os resultados mostraram que o
meio MS normal e aquele suplementado com carvdo ndo
apresentaram diferenga significativa no niimero de brotos.
Por outro lado, a adi¢do de carvdo ativado e agua de coco
causou aumento no niamero de brota¢des no meio MS metade
dos sais.

A utilizacdo do meio de cultivo MS, conforme descrito
pela literatura, sem suplementacdo obteve um maior nimero
de brotos (4,20) em comparagdo com a utilizagdo do meio
MS, usando a metade dos sais sem suplementagdo (1,90).
Contudo, foi observado que a suplementacdo com a adi¢ao
do carvao ativado, a adicdo de agua de coco ou a adigdo de
ambos, aumentou significativamente a média de formacgao de
brotos no meio MS com a metade dos sais, apresentando uma
média de 5,10, 4,50 e 4,40, respectivamente (Quadro 3).
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Quadro 3 - Média do ntmero de brotos em relagdo aos
tratamentos testados

Abreviagdo | Tratamento Média*
A MS e polpa de banana 1,20 c
B MS e agua de coco 3,00 c
C MS, polpa de banana e agua de coco 0,80 c
D MS 4,20 b

All MS, carvdo e polpa de banana 2,10c
Bl11 MS, carvao e agua de coco 7,70 a
Cl1 MS, carvdo, p. banana ¢ agua de coco 1,10 ¢
D11 MS e carvao 4,60 b
A2 MS’% e polpa de banana 1,30 ¢
B2 MS': e agua de coco 450b
C2 MS’5, polpa banana e dgua de coco 0,50 ¢
D2 MSY, 1,90 ¢
A22 MS5, carvao e polpa de banana 2,30 ¢
B22 MS'%, carvao e agua de coco 440b
C22 MS'4, carvao, p. banana e dgua coco 1,40 ¢
D22 MSY; e carvao 5,10b

*Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna n3o diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados mostraram que a dgua de coco e o carvao
ativado resultaram em um melhor desenvolvimento das
orquideas em decorréncia do fato de ser um complexo nutritivo,
no qual se encontra o hormonio citocinina, que estimula o
crescimento (UTAMI; HARITYANTO; MANUHARA, 2017).
Giatti e Lima (2007), trabalhando com gemas apicais e
axilares do hibrido de Cattleya Blc Owen Holmes Ponkan x
Brassavola digbiana n° 2, obtiveram resultados semelhantes
com numero de brotos, com a utilizagdo da dgua de coco no
meio nutritivo. Porém, o trabalho de Ventura et al. (2002) foi
divergente dos resultados obtidos neste trabalho, visto que
seus explantes sofreram oxidac¢ao quando cultivados em meio
de cultivo suplementado com agua de coco.

O estado fisiolégico da 4agua de coco influencia
diretamente no pH e na atividade de enzimas oxidativas. Sua
composi¢ao quimica possui acido malico e 4cido citrico que
podem influenciar na oxidagao das plantas (FERREIRA et al.,
2016). No entanto, no presente trabalho, ndo foi observada
oxidagdo em meio de cultivo suplementado apenas com agua
de coco, que pode ser em fungdo da quantidade de sais deste
composto, que estaria corroborando para o desenvolvimento
das plantulas (Quadro 4).

Quadro 4 - Porcentagem de oxidacao dos explantes de acordo
com cada tratamento utilizando dgua de coco, polpa de banana e
carvao ativado

Abreviagao Tratamento %
A MS e polpa de banana 30

B MS e agua de coco 0

C MS, polpa de banana e 4gua de coco 60

D MS 10

All MS, carvao e polpa de banana 30
B11 MS, carvao e agua de coco 0
Cll MS, carvio, p. banana e agua de coco 40
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DI11 MS e carvao 0
A2 MS' e polpa de banana 50
B2 MS": e agua de coco 0
C2 MS/%, polpa banana e dgua de coco 70
D2 MSY 10
A22 MS’5, carvao e polpa de banana 40
B22 MS'4, carvdo e agua de coco 0
C22 MS'4, carvdo, p. banana e 4gua coco 50
D22 MS': e carvao 0

Fonte: Dados da pesquisa.

A baixa porcentagem de oxidagdo de explantes foi
observada no meio de cultivo MS normal sem suplementagio
e no meio MS com a metade dos sais sem suplementag@o.
A adig@o de carvao ativado e de agua de coco nestes meios
de cultivo resultou em uma melhora consideravel, pois nestes
tratamentos ndo foi observada a oxidagao.

A oxidagdo dos explantes foi observada com mais
intensidade (30 a 60% de explantes oxidados) em todos os
tratamentos em meio de cultivo suplementado com polpa
de banana. Os resultados diferem dos obtidos de Arditti e
Ernest (1993), em que a adi¢do da polpa de banana aumentou
o numero de brotos e, com os resultados de Pasqual et al.
(2009), que apresentaram um aumento da parte aérea e a
emissao de brotos laterais em plantulas de Cattleya loddigesii
em meio de cultivo suplementado com polpa de banana. No
presente experimento pode ter ocorrido a oxidagédo de sais, de
reguladores de crescimento, de vitaminas e de aminoacidos
que poderiam ter influenciado no aumento da taxa de oxidagao
dos explantes. Os tratamentos que continham polpa de banana
ndo obtiveram um resultado satisfatorio, apresentando a
menor média de nimero de brotos igual a 0,50.

Os melhores resultados de numero de brotos e porcentagem
de oxidagao foram obtidos nos tratamentos com agua de coco
150 ml L1, 1500 mg L' de carvéo ativado e meio MS e meio
MS com a metade dos sais adicionados com carvao ativado.
Estes resultados corroboram com os de Araujo et al. (2006),
nos quais se utilizou meio Knudson C com carvao ativado no
cultivo de Laelia tenebrosa. O uso do carvao ativado no meio
de cultivo colabora no desenvolvimento das plantulas.

A combinagdo de varios meios de cultura e varias outras
combinagdes de misturas complexas e aditivos podem afetar,
direta e indiretamente, o desenvolvimento das plantas in vitro
(KUNAKHONNURUK; INTHIMA; KONGBANGKERD,
2018). Porisso, hanecessidade de fazer pesquisas para verificar
qual ¢ a melhor combinagdo destes fatores para uma melhor
propagagdo e multiplicacdo de tais plantas (RODRIGUES, et
al. 2015).

A utilizag@o do carvao ativado no meio de cultura pode
proporcionar um melhor crescimento da planta in vitro.
Cada espécie de planta se adapta a uma certa quantidade de
carvao adicionado ao meio, como relatado por Simdes et
al. (1999), que verificaram que a concentragdo de 1 g I'' de
carvao proporcionou um melhor desenvolvimento de brotos
de Epidendrum sp. e Dendrobium sp
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A Figura 1 mostra o desenvolvimento dos explantes de

Lycaste sp. em seus respectivos tratamentos, juntamente com

o meio de multiplicacdo, ao qual ¢ o meio comparativo em

relagdo aos outros.

Figura 1 - Brotagdes de Lycaste sp. produzidas in vitro, diferentes concentragdes de polpa de banana, agua de coco, carvao ativado e

Fonte: Os autores.

O acréscimo de carvao ativado e agua de coco ao meio
nutritivo pode aumentar os custos de preparo, contudo esses
podem ter um efeito no final do trabalho positivo, aumentando
assim a taxa de multiplicagdo das plantas.

4 Conclusio

As diferentes meios nutritivos

influenciam no crescimento e desenvolvimento dos explantes

composicdes dos

de orquideas Lycaste spp. Os melhores resultados foram
obtidos em cultivo em meio MS com a adi¢ao de 4gua de coco
e com carvao ativado.
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