DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE Cattleya amethystoglossa Lindley X
(Cattleya dupreana X Laelia purpurata Lindley) EM DIFERENTES
MEIOS DE CULTURA
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RESUMO - A propagacdo massal via semeadura in vitro constitui ferramenta indispensavel para propagacéo das
principais espécies de orquideas comerciais. O presente trabalho teve por objetivo analisar o desenvolvimento in
vitro de Cattleya amethystoglossa Lindl. X (Cattleya dupreana X Laelia purpurata Lindl.) mediante a avaliacéo
do meio de cultura %> MS, Hyponex e Kristalon laranja. Apds 180 dias de cultivo, inferiu-se que o0 meio de cultura
mais eficiente para o desenvolvimento in vitro foi Kristalon laranja.
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IN VITRO DEVELOPMENT OF Cattleya amethystoglossa Lindley X (Cattleya dupreana
X Laelia purpurata Lindley) IN DIFFERENT CULTURE MEDIA

ABSTRACT - The massal propagation through sowing seeds is an important method for propagation of
commercial orchid species. The objective of the present work is to study the in vitro development of the Cattleya
amethystoglossa Lindl. X (Cattleya dupreana X Laelia purpurata Lindl.) using as parameters for evaluation of %2
MS culture media, Hyponex and Kristalon laranja. After 180 days of culture, it was inferred that the most efficient
media culture for in vitro development was Kristalon laranja.
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1. INTRODUCAO

A preocupagdo crescente com a
preservacdo do meio ambiente, associada ao
emprego da técnica de propagacdo in vitro,
possibilita a expectativa de que as coletas
predatdrias das orquideas sejam
minimizadas, permitindo-se a manutencéo
das populagdes naturais destas plantas.
Assim, o meio de cultura é um fator
determinante para 0 sucesso da propagacao
in vitro de orquideas e demais espécies
ornamentais (SILVA et al., 2009).

As orquideas apresentam como uma
de suas principais caracteristicas
horticulturais a formacdo de hibridos, nédo
somente entre as espécies, mas também
entre 0s géneros, ou até mesmo, mais
raramente entre as subtribos. Portanto, a
hibridagcdo nas Orchidaceaes ndo segue o
mesmo padrdo como nos outros grupos de
plantas floriferas (RAPOSO, 1993). A
producdo de hibridos artificiais de orquideas
vem ocorrendo a mais de um século, sendo
estimada a existéncia de mais de cem mil
hibridos  registrados  (WILLIANS e
KRAMER, 1980).

Laeliinae é uma subtribo neotropical
de Orchidaceae, composta por mais de 40
géneros, alguns deles favoritos dentre os
colecionadores de orquideas, tais como
Cattleya e Laelia (van den BERG et al.,
2005). O cultivo de espécies destes géneros
é de grande importancia para o agroneg6cio
floricola mundial, devido principalmente, a
ampla capacidade de recombinagdo genética,
beleza, forma, tamanho e durabilidade de
suas flores, além de atingirem altos pregos
no mercado interno e externo, procurados
por colecionadores, orquidofilos,
decoradores de ambiente e cidaddos comuns

(BECHTEL et al., 1992; PAULA e SILVA,
2001; HSU, 2003; ZANENGA-GODOY e
COSTA, 2003; PEDROSO-DE-MORAES et
al., 2009a). De acordo com as regras do
Cadigo Internacional de Nomenclatura de
Plantas Cultivadas, o nome dado a hibridos
formados por espécies do género Laelia e
Cattleya, é Laeliocattleya (RAPOSO, 1993).

Dessa forma a propagacdo in vitro
de orquideas além de acelerar a taxa de
germinacdo de espécie naturais e hibridas,
permite a obtencdo de uma maior quantidade
de mudas com maior aproveitamento de
sementes (MARTINI et al., 2001). Além
disso, a propagacdo in vitro tem sido
utilizada no Brasil para aumentar a producéo
de mudas de alta qualidade genética e
conseqiientemente  reduzir 0  custo.
Contribuindo assim, para salvar muitas
espécies que se encontram ameacgadas
(STANCATO et al., 2001).

Nao existe, ainda, um meio de cultura
especifico adequado para um género,
espécie, hibrido ou clone. Em geral, é dificil
explicar porque em certas combinagfes de
componentes do meio e condi¢des de cultivo
os resultados tém sido bem sucedidos,
enquanto em outras nédo se tem logrado éxito
(VENTURA et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo
avaliar o desenvolvimento de plantulas pds-
germinacdo do hibrido tercidrio Cattleya
amethystoglossa ~ Lindl. X  (Cattleya
dupreana X Laelia purpurata Lindl.), em
meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) e em dois meios complexos,
compostos pelos fertilizantes Hyponex
(NPK 6,5-6-19) e Kristalon laranja (NPK 6-
12-36), apdés o periodo de 180 dias de
cultivo in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do trabalho, cinco
flores de diferentes individuos de Cattleya
amethystoglossa Lindl. foram polinizadas
com polen do hibrido secundéario Cattleya
dupreana X Laelia purpurata Lindl. em
novembro de 2008. Seis meses apds a
polinizacdo, foram coletadas sementes dos
frutos maturos, as quais foram levadas ao
Laboratério de Botanica e Andlises
Ambientais do  Centro  Universitario
Herminio Ometto — Uniararas.

Foram preparados trés tipos de
meios de cultura, sendo o primeiro composto
por metade da concentracdo  de
macronutrientes do meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), o qual foi
usado como controle, e os outros dois por
meio Hyponex e Kristalon laranjaa 2 g L™,
acrescidos de 1 g L™ de carvéo ativado, 30 g
L? de sacarose com pH ajustado para 5,8
antes da adicdo de 7 g L™ de agar-banana.
Logo apos, 50 mL de cada meio de cultura
foram vertidos em quatro frascos de 250 mL
e esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm
de presséo durante 20 minutos (ARDITTI e
ERNEST, 1992).

Para a desinfestagdo das sementes,
optou-se pela utilizacdo de hipoclorito de
sodio a 5%, as quais foram submetidas a
agitacdo manual na solucdo durante cinco
minutos, em tubos Eppendorf®.
Posteriormente, os tubos foram mergulhados
em alcool 70% e levados a camara de fluxo
laminar, onde as sementes foram lavadas
quatro vezes em agua destilada autoclavada
com o auxilio de seringa de 1 mL. Ainda
utilizando-se da seringa, as sementes,
juntamente com 1 mL de agua destilada,
foram depositadas nos frascos contendo 0s

meios de cultura (ARDITTI e ERNEST,
1992). Os frascos com 0 meio de cultura e as
sementes foram fechados com tampa
plastica transparente e mantidos durante 180
dias em camara climatica (B.0.D. MA 403),
a temperatura de 25 + 2°C, com um
fotoperiodo de 12 horas e intensidade
gun;inosa de aproximadamente 116 pmol.m’
S

Foram utilizados quatro frascos por
tratamentos, onde 1 g de sementes foi
inoculado por recipiente. Para a analise
estatistica, foram utilizados 20 individuos de
cada recipiente, retirados aleatoriamente dos
meios de cultura.

Os dados referentes & altura das
plantulas (AP), nimero de raizes (NR), peso
da matéria fresca (MF) e matéria seca (MS),
comprimento da maior raiz (CR) e maior
folha (CF), das 20 plantas de cada frasco,
foram submetidos a andlise de variancia e a
comparagdo entre as médias pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, pela
utilizacdo do software estatistico BioEstat 5.
Vale ressaltar que a porcentagem de
germinacdo estimada para cada frasco foi de
75%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que as
plantas do hibrido Cattleya amethystoglossa
Lindl. X (Cattleya dupreana X Laelia
purpurata Lindl.), cultivadas em meio de
cultura a base de fertilizante Kristalon
laranja, apresentaram as maiores médias
para as variaveis: altura das plantulas (AP),
comprimento da maior folha (CF), matéria
fresca (MF) e matéria seca (MS) quando
comparados aos meios ¥2MS e a base de
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fertilizante Hyponex. Com relagdo a média
obtida para a variavel comprimento da maior
raiz (CR), o meio de cultivo a base do
fertilizante Hyponex, apresentou a maior
média em relacdo aos demais meios. Para a

variavel, nimero de raizes (NR), os meios
de cultivo suplementados com oS
fertilizantes Kristalon laranja e Hyponex néao
apresentaram diferengas significantes entre
si (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios para a altura das plantulas (AP), nimero de raizes (NR), matéria
fresca (MF), matéria seca (MS), comprimento da maior raiz (CR) e comprimento
da maior folha (CF) de Cattleya amethystoglossa X (Cattleya dupreana X Laelia
purpurata), apés 180 dias cultivo em trés meios de cultura avaliados ¥2MS

(MURASHIGE e SKOOG

1962),

com metade da concentracdo de

macronutrientes (HY, Hyponex; KR, Kristalon). DP, Desvio Padrdo; CV,

Coeficiente de Variacéo.

Variaveis Avaliadas

Meios de Cultura AP (cm) NR MF (9) MS (g) CR (cm) CF (cm)
MS 2411C* 1,53B 0,05C 0,006C 7,32C 8,82C
HY 64,88 B 340 A 0,27 B 0,06 B 3743 A 13,39B
KR 67,07 A 3,66 A 0,32 A 0,09 A 36,43B  38,65A
DP 3.89 0.5 0.12 0.005 0.02 0.22
CV % 6.21 20.63 8.78 20.30 0.17 1.84

!Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.

Estudos in vitro realizados por
Stancato et al. (2001), demonstraram que a
dimunicdo dos custos de producdo de plantas
ormanentais é  possivel através da
simplificacdo dos meios de culturas. O uso de
fertilizantes comerciais tem se intensificado
como forma de facilitagdo para o preparo de
meios e reducdo de custos de producdo em
varias espécies de orquideas, como observado
por Pedroso-de-Moraes et al. (2009 a,b) para
as orquideas Cattleya loddigesii e Cattleya
tigrina, onde a utilizacdo dos fertilizantes
Hyponex e Kristalon laranja permitiram o
desenvolvimento de plantas em larga escala e
com menor custo. Além disso, Oliveira e
Faria (2005), em estudos comparativos entre

0s meios Ms, Knudson C, Vancin e Went e
meios a base de adubos NPK (10-5-5) e NPK
(10-30-20) na concentracdo de 3,0 g.L*
obtiveram as melhores médias para todas as
variaveis fitotécnicas analisadas em relacdo
aos meio de cultura tradicionais para as

espécies Catasetum fimbriatum e
Cyrtopodium paranaensis.
Em cultivo in vitro, um dos

principais nutrientes essenciais e ativos é o
nitrogénio, 0 qual é absorvido,
principalmente, na forma de nitrato (NO3) e
aménio (NH,") (SAKUTA et al., 1987),
assim, o crescimento das culturas, seu
metabolismo quimico e a formacdo e
producdo de metabolitos sdo influenciados
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diretamente pela quantidade e a fonte de N
(RUSSOWSKI e NICOLOSO, 2003).
Ainda, o efeito destas diferentes formas
inorganicas sobre 0 crescimento e
desenvolvimento de plantulas em orquideas
€ marcante, sendo que o nitrato, como Unica
fonte de nitrogénio, em geral, sustenta boa
taxa de crescimento em muitas espécies da
familia (REINERT e MOHR, 1967).

Os valores médios observados para
as variaveis estdo de acordo com os obtidos
para a orquidea Cattleya loddigesii
(PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a), no
qual o meio de cultura a base de fertilizante
Kristalon laranja apresentou as maiores
médias para as variaveis; altura das plantulas
(AP), matéria fresca (MF) e matéria seca
(MS), comprimento da maior raiz (CR) e
comprimento da maior folha (CF), quando
comparados aos meios ¥2MS e Hyponex,
fato este atribuido aos menores percentuais
de nitrogénio amoniacal presentes nestes
meios de cultivo.

Os resultados também podem ser
explicados pela existéncia de uma relacéo
guadratica entre as variaveis analisadas em
plantulas submetidas a doses balanceadas de
nitrogénio nitrico e amoniacal, em que se
obtém, principalmente, aumento de matéria
fresca, matéria seca e altura de plantulas,
com énfase no desenvolvimento do sistema
radicular (BERNARDI et al.,, 2004,
PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a). Tal
fato é corroborado pelas porcentagem de
nitrogénio nitrico (0,29%, 0,33%, 0,35%) e
amoniacal (0,18%, 0,23% e 0,54%)
encontradas para a totalidade de
macronutrientes que compdem o meio ¥ MS
e os fertilizantes Hyponex e Kristalon
laranja, respectivamente. Esta afirmacdo é
confirmada por resultados semelhantes

obtidos em orquideas terrestres do género
Cymbidium (WEN e HEW, 1993; PAN e
CHEN, 1994; POWELL et al., 1988) onde
foi constatado, que doses semelhantes das
duas fontes de nitrogénio influenciaram
positivamente as variaveis acima citadas,
principalmente em relacdo a variavel,
comprimento da maior raiz (CR), como 0
ocorrido neste trabalho.

Em Cattleya loddigesii a utilizago
de meio de cultivo a base de fertilizante
Hyponex, apresentou maior média em
relacdo a variavel nimero de raizes (NR)
(PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a),
contudo, no presente estudo, o meio de
cultivo a base dos fertilizantes Kristalon
laranja e Hyponex ndo apresentaram
significancia estatistica entre as médias
obtidas. Tal resultado também é discordante
com o0s encontrados para Aechmea
blanchetiana (KANASHIRO et al., 2007),
na qual o nimero de raizes decresceu
linearmente com o aumento da concentracao
de nitrogénio amoniacal no meio MS
modificado. A mesma tendéncia foi
constatada em Pfaffia glomerata
(RUSSOWSKI e NICOLOSO, 2003), na
qual foi obtido maior nimero de raizes na
concentracdo 50% de nitrato de amodnio
contido no meio MS e tendendo ao
decréscimo nas maiores concentragdes. Tais
diferencas em relacdo aos resultados
encontrados para o hibrido estudado podem
estar relacionadas com a variabilidade
existente no desenvolvimento de orquideas
de distintos gendtipos cultivadas em
diferentes fontes de nitrogénio (SINGH,
1992). Ainda, altas concentragOes de fosfato
de sédio, como as constatadas para os dois
fertilizantes, diminuem o crescimento in
vitro de diferentes espécies vegetais,
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possivelmente, porque o sodio e alguns
micro-elementos s&o precipitados da solugéo
ou sua absorcdo é reduzida (PASQUAL,
2001). Também, a taxa de incorporacdo de
fons fosfato, assim como os de nitrogénio,
depende do gendtipo das espécies de
orquideas (CHEN et al., 2000).

4. CONCLUSOES

O meio de cultura a base de
fertilizante Kristalon laranja demonstrou ser
0 mais eficaz no desenvolvimento in vitro de
plantulas de Cattleya amethystoglossa X
(Cattleya dupreana X Laelia purpurata)

considerando-se altura da planta,
comprimento da maior folha, matéria fresca
e matéria seca, podendo ser utilizado
comercialmente  por apresentar maior

facilidade e baixo custo de producdo em
relacdo ao meio 2MS.

O meio a base do fertilizante
Hyponex pode ser utilizado quando ha
necessidade de desenvolvimento de sistemas
radiculares.
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