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RESUMO: As orquideas em ambiente natural sofrem explora¢do devido a sua importancia
ornamental. O cultivo in vitro é uma alternativa para a conservacdo ex-sifu. Objetiva-se
determinar meio de cultura eficiente e econdmico para o crescimento inicial de plantulas de
Cattleya walkeriana. Sementes germinadas, em cultura basica“C” de Knudson, apds 10
meses, foram transferidas para quatro diferentes meios de cultura: (1) Knudson puro, (2)
Knudson acrescido de abacate 50 g.L-!, (3) Knudson acrescido de abacate 100 g.L-!' ¢ (4)
Knudson acrescido de banana prata a 100 g.L! , com cinco repeti¢des cada tratamento. Em
cada frasco foram inoculadas cinco plantulas. Apo6s 90 dias, foram avaliados comprimento da
parte aérea e raiz, nimero de brotos, folhas e raizes. A partir dessa analise observou-se que o
meio acrescido de banana (4) obteve maior desenvolvimento em relagdo ao comprimento da
raiz, maior numero de raizes e de broto, ¢ o meio acrescido de abacate (3), obteve maior
namero de folhas. Nao houve diferenca estatistica em relagdo ao comprimento da parte aérea.
Conclui-se que o meio acrescido de banana ¢ mais eficiente que os demais meios testados
para C. walkeriana, porém o meio acrescido com abacate também mostrou ser uma alternativa
eficaz e econdmica.

PALAVRAS- CHAVE: cultivo in vitro, micro-propagagao, orquidea.

DEVELOPMENT THE OF Cattleya walkeriana GARDNER SEEDLINGS IN
DIFFERENT CULTURE MEDIA

ABSTRACT: Orchids, in natural environment, suffer of exploitation because of their ornamental
importance. The in vitro culture is an alternative to the ex-situ conservation. The objective of this work is
to determine efficient and economical alternative culture media for the initial germination and growth of
Cattleya walkeriana. Germinated seeds cultured in basic culture "C" Knudson. After 10 months five
seedlings: (1) Knudson pure, (2) Knudson with avocado 50 g.L'!, (3) Knudson whith avocado 100 g.L™!
e (4) Knudson with banana “prata” 100 g.L"!, were transferred to four different culture media, with five
repetitions per treatment. After 90 days of the beginning of the experiment, were evaluated the length
and number of shoots, number of leaves, length and number of roots. From this analysis it was observed
that the banana culture media achieved greater development in relation to the length of the root and
number of roots and shoots. The avocado culture media with concentration of 100 g/L! had a higher
number of leaves. There was no statistical difference in relation to the length of the shoot. The conclusion
1s that the banana culture media is more efficient than other culture media tested for C. walkeriana, but
the media increased with avocado also proved to be an effective and economical alternative.

KEY WORDS: in vitro culture, micropropagation, orchid.
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INTRODUCAO

Orchidaceae ¢ a familia com maior nimero de espécies dentre as Angiospermas, com
aproximadamente 20.000 espécies (exceto hibridos artificiais), incluidas em cerca de 850
géneros (Souza e Lorenzi, 2012). No Brasil, com ocorréncia em todos os estados, cerca de
220 géneros, com aproximadamente 2.500 espécies (Flora do Brasil, 2016; Souza e Lorenzi,
2012).

As orquideas sdo ervas perenes, de habito epifitico (Souza e Lorenzi, 2012; Silva,
2003) e apresentam grande diversidade quanto ao tamanho, forma dos caules e folhas, e
principalmente a cor e formato de suas flores (Schneiders et al., 2012). Devido a sua
exuberdncia sdo muito apreciadas para ornamentagdo, cultivadas como flores de corte e
plantas envasadas (Galdiano et al., 2014).

Um dos representantes do grupo das orquideas, que vem se destacando pela beleza
de suas flores e seu colorido, sdo as catléias (Schneiders et al., 2012). As espécies deste
género tém despertado interesse, tanto dos orquidicultores nacionais como dos internacionais,
como exemplo a Cattleya walkeriana Gardner, devido seu tamanho reduzido, variabilidade de
cores e a vantagem na facilidade de cultivo (Menezes, 2011).

Cattleya walkeriana é nativa do Cerrado central brasileiro (Barros et al., 2010) e
embora se encontre na lista de plantas presumivelmente em extingdo no estado de Minas
Gerais (Fundagdo Biodiversitas, 1997), ndo entrou em carater de extingdo, de acordo com a
ultima listagem do Ibama (Brasil, 2008).

A Cattleya walkeriana Gardner, como também outras orquideas, estdo sendo
afetadas negativamente pela coleta predatoria indiscriminada e a destruicdo de seu habitat
natural (Schneiders et al., 2012; Colombo et al., 2004; 2005).

Outra questdo preocupante em relacdo as orquideas refere-se a sua dificuldade de
regeneragdo em condi¢des naturais uma vez que, além de apresentar crescimento lento, com
florescimento que pode chegar a 10 anos (Ferreira e Suzuki, 2008), a nutri¢do necessaria para
a germinacdo destas plantas na natureza ¢ dependente da sua associagdo com fungos
(micorrizas) (Benavent, 2011; Rasmussen, 2002).

Diante das problematicas referidas acima, o cultivo in vitro tem se destacado como
uma ferramenta alternativa na obteng¢ao e propagagdo de orquideas (Pedroso De Moraes et al.,

2009; Martini et al., 2001).
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Uma vez que esta técnica revela importdncia fundamental em trés aspectos:

Comercial, com produ¢do de um nimero significativo de mudas uniformes (Figueiredo et al.,
2007), em tempo relativamente curto e com boa qualidade fitossanitaria (Martini et al., 2001;
Herrmann et al., 2011); -Ecoldgico, devido contribuir para a redugdo do risco de extingao das
espécies (Araujo et al., 2006), - e Preservacionista, que além de permitir através da aplicagao
de protocolos especificos origina plantas mais vigorosas para cultivo ex vitro, as quais podem
ser direcionadas para repovoamento (Amoo et al., 2009).

Para garantir o sucesso do cultivo in vitro, a formulacdo do meio de cultura ¢ uma
etapa de extrema importancia, uma vez que a sua composicdo nutricional favorece a
germinagdo e o desenvolvimento radicular e vegetativo das plantas (Faria et al., 2002). Porém
cada espécie cultivada revela exigéncias nutricionais especificas (Faria et al., 2002), e os
meios de cultura comerciais mais comumente utilizados sdo constituidos por diversos
nutrientes, vitaminas e reguladores de crescimento, os quais encarecem os custos da técnica
do cultivo in vitro (Ventura et al., 2002).

A fim de reduzir custos na producdo de mudas de orquideas, laboratoérios caseiros,
tem utilizado meios de cultura alternativos de constituicdo organica (Araujo et al., 2006).
Além destes produtos organicos serem economicamente mais viaveis, devido a acessibilidade
e facilidade de preparagdo (Périco, 2011), podem substituir os elementos quimicos presentes
nos meios de cultura tradicionais no cultivo de orquideas (Campos, 2002).

Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar a eficiéncia no desenvolvimento

de plantulas de C. walkeriana em quatro diferentes meios de cultura.

MATERIAL E METODOS
Os experimentos com as plantulas de C. walkeriana foram realizados em Laboratério
de Biotecnologia especifico. As sementes estavam armazenadas em -20°C durante,
aproximadamente, seis meses.
Para a germinacdo, as sementes foram embebidas em agua destilada durante 24
horas, submersas em hipoclorito de sddio comercial 15% por 15 minutos para fazer a assepsia
das mesmas, e lavadas 4 vezes com dagua destilada e esterilizada. Em seguida as sementes

foram colocadas para germinar no meio de cultura.
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O meio de cultura basico utilizado foi a formulagdo “C” de Knudson (1946),

modificado pela adi¢do de 20 g/L! de sacarose, 6 g de agar (Himedia, “Agar Agar, Type 17),
e 100 g/L! de banana nanica, estagio de maturagdo 7 (OLIVEIRA-NETO, 2002). Os frascos
com meio de cultura foram autoclavados durante 20 minutos em 1 atm de pressao e 120 °C.

Ap6s a inoculagdo das sementes os frascos foram mantidos em sala de crescimento,
com temperatura de 25+3°C, com foto-periodo de 16 horas proporcionado por lampadas
fluorescentes de 40 Watts.

Apés 10 meses, as plantulas crescidas das sementes germinadas (com a
aproximadamente 1,0 cm e 2 folhas) foram transferidas para os diferentes meios de cultura, de
modo a obter 4 tratamentos (Quadro 1). O pH do meio ajustado com KOH (1 N) ou HCI
(50%) para 5,6 £ 0,1 antes da autoclavagem (20 minutos, com 1 atm e 120 °C). Em cada
frasco foram inoculadas 5 plantulas. Os experimentos foram feitos com 5 repeti¢cdes para cada
meio testado.

Ap6s a inoculacdo as réplicas foram mantidas nas mesmas condi¢gdes de temperatura
de luminosidade utilizadas na germinag¢do. Apds trés meses mantidas in vitro, as plantulas
foram analisadas quanto ao nimero de folhas e raizes formadas, comprimento das folhas e
raizes, € o numero de brotos induzidos por plantula.

O delinecamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 1 x 4 (Fator = Meios de cultivo: abacate (100 g/L"), Abacate (50 g/L"), Banana (100

g/L"), Knudson, conforme apresentado no quadro 1.

Quadro 1 — Niveis para o fator “Meios de cultivo” em experimento inteiramente casualizado
(DIC).

Meio de Cultura N | Descricao do meio de cultura

(1) Knudson 25 | Formulagao “C” de Knudson

(2) Abacate (50 g/L'!) |25 | Formula¢do “C” de Knudson acrescido de 50 g de
abacate

(3) Abacate (100 g/L!) |25 | Formula¢do “C” de Knudson acrescido de 100 g de
abacate

(4) Banana (100 g/L!) |25 | Formula¢do “C” de Knudson acrescido de 100 g de
banana prata
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As variaveis respostas analisadas ao longo do experimento foram: Numero de folhas,

comprimento da parte aérea (cm), nimero de raizes, comprimento da raiz (cm), nimero de
brotos.

Os dados amostrados foram avaliados quanto ao padrio de normalidades dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (a=0,05). Mesmo quando os residuos ndo apresentaram
distribuicdo normal, foi aplicado o teste de ANOVA fator unico, uma vez que em
experimentos inteiramente casualizados (DIC) o poder da andlise ¢ superior aos testes nao
paramétricos analogos (Reis e Ribeiro Jr., 2007). Em caso de significancia estatistica

(p<0,05), os dados foram comparados por meio do teste de acompanhamento de Tukey-HSD.

RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com o teste de Tukey < 5%, para a espécie de Cattleya walkeriana, as
médias de numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR) (cm) e
o numero de brotagdes (NB), apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos. Somente

o comprimento de parte aérea (CPA) (cm), ndo apresentou diferencga (Tab.1, Fig. 1).

Tabela 1 — Numero de folhas (NF); Comprimento de parte aérea (CPA) (cm); Numero de
raizes (NR); Comprimento Médio de Raizes (CR) (cm); Numero de brotagdes (NB); em
diferentes meios e concentragoes.

MEIOS NF CPA NR CR NB

Knudson 8,56 11,2322 0,92  0,16% 3,24
Abacate (100 g/L") 112 1,280 0,8° 0,14 4,042b
Abacate (50 g/L) 7,36°  1,2128 0,76° 0,16% 2,92b
Banana (100 g/L!) 7,32% 11,2402 1,42 0,252 4,682

*Médias seguidas de letra minuscula diferentes na coluna diferem-se estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p = 0,05).
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Figura 1 — Médias +/— desvio padrdo do nimero de folhas (A); Comprimento de parte aérea
(cm) (B); Numero de raizes (C); Comprimento Médio de Raizes (cm) (D); Numero de
brotacdes (E).

O meio Knudson acrescido de polpa de banana “prata” influenciou o
desenvolvimento das plantulas de maneira positiva, com resultados significativos para as
médias de numero de raizes (1,4), comprimento de raiz (0,25 cm) e numero de broto (4,68)
(Tab. 1, Fig. 1). Contribuindo, entdo, com um aumento no tamanho das raizes € maior nimero
de brotos.

Resultado semelhante ja havia sido encontrado por Su et al. (2012), que utilizaram a
banana nanica (Musa spp) em meio de cultura para desenvolvimento de Dendrobium nobile
Lindl, este desenvolvimento diferenciado pode ser atribuido a composicdo da polpa de
banana, que pode suplementar vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento ao meio
de cultura, promovendo o aumento no nimero de brotos no cultivo de plantulas de orquideas
in vitro (Arditti e Ernst, 1993; Silva et al., 2005), além de promover diferentes efeitos no
cultivo in vitro, assim como o desenvolvimento e espessamento do sistema radicular, emissao
de raiz adventicias e emissao de brotos (Torres ¢ Barbosa, 2001).

No presente trabalho foi verificado que o crescimento das raizes foi superior ao
desenvolvimento da parte aérea. E possivel que o meio acrescido de polpa de banana

proporcionou maior crescimento da raiz devido as baixas concentracdes de sais minerais,
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sendo isso verdadeiro porque as orquideas requerem maior demanda por nutrientes minerais

(Knudson, 1946, Stancato et al., 2008).

Em relagdo ao namero de folhas, foi observado que a concentragdo de 100 g/L! de
polpa de abacate adicionados no meio Knudson apresentou significancia estatistica, obtendo a
maior média em namero de folhas (11/plantulas). A concentragdo de 50 g/L! de polpa de
abacate no meio Knudson e o meio Knudson acrescido de polpa de banana tiveram resultados
inferiores (7,36 e 7,32, respectivamente).

As concentragdes de meio Knudson acrescido de polpa abacate 100 e 50 g/L-!
obtiveram médias inferiores em relagdo ao namero de raiz. E a concentragdo de 100 g/L! de
polpa de abacate teve a menor média de comprimento de raiz (0,14 cm) e a concentracdo de
50 g/L-! de polpa de abacate apresentou a menor média no niimero de broto (2,92) (Tab. 1,
Fig.1).

O meio Knudson acrescido de polpa de abacate 100 g/L! apresentou maior média no
numero de folhas, demonstrando ser promissor no desenvolvimento de plantulas de orquideas.
Isso pode estar relacionado a grande quantidade de minerais que essa fruta possui. Sendo que
o Nitrogénio ¢ responsavel pelo crescimento de maior niimero de folhas (Pan et al., 1997,
Alves et al., 2016). Estudo realizado por Soares et al. (2013) concluiram que sais minerais em
altas concentragdes, juntamente com uma dose de hormdnios de crescimento, proporcionou
um aumento no nimero de folhas em Cattleya. Entretanto, Wang (2000) observou que doses
altas de P e K e baixas de N resultaram em menor numero de folhas por planta de
Phalaenopsis sp.

Este comportamento pode ter relagdo com a razio N:P, que dependendo da
concentragdo podem ter efeitos negativos e imprevisiveis no meio. Isto é, além da importancia
das concentragdes de N e P, a propor¢cao de N : P (chamada de "relagdo Redfield") é um
indicador importante, mostrando qual nutriente estd limitando a produtividade. Assim, o
nutriente que limitard o crescimento ¢ o nutriente que atinge um valor minimo antes dos
demais nutrientes (Chapra, 1997).

Porém, a concentracdo de polpa de abacate (2 e 3) apresentou médias inferiores no
comprimento e numero de raiz, quando comparados ao meio com polpa de banana (4), isso
pode estar relacionado com a disponibilidade de nutrientes, visto que a raiz cresce € se
desenvolve para absorver nutrientes. E o comprimento de raiz pode estar relacionado ao fato

de que todo nutriente absorvido em excesso pode provocar um desbalango nutricional na
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planta (Soares et al., 2008). Como o meio de cultura (2 e 3) pode estar apresentando uma

grande quantidade de nutrientes, assim, pode estar afetando nas médias inferiores de
desenvolvimento da raiz, provocado pela interacdo do nutriente entre absor¢do e reacao
celular (Malavolta et al., 1997).

Em relagdo a numero de brotos, Soares et al., (2009) observaram em seu estudo, o
aumento na concentra¢do de sais pode ndo ser adequado para produgdo de novas brotagdes.
Diferentemente do estudo citado acima, foi observado neste estudo, que a concentracdo de
100 g/L-! de polpa de abacate adicionados no meio Knudson apresentaram média em nimero
de brotos intermediaria (4,04), ndo havendo uma grande diferenca entre os meios com polpa
de abacate (3) e meios com polpa de banana (4).

Ja 0 meio acrescido com polpa de abacate em concentragdo menor a 50 g/L! ndo
obteve diferencas significativas nos pardmetros analisados. Sendo considerada essa
concentragdo de polpa de abacate inviavel para o cultivo de C. walkeriana.

O meio Knudson sem adi¢do de fruta obteve uma média intermediaria em relagdo ao
namero de raiz (0,92), comprimento de raiz (0,16 cm), nimero de brotos (3,24) e nimero de
folhas (8,56) (Tab. 1).

O meio Knudson (1) ¢ mundialmente conhecido, sendo empregado para a
micropropagacdo de orquideas epifitas e terrestres. Proporcionam crescimento vigoroso as
plantulas da maioria das espécies de orquideas, sendo compostos por macro € micronutrientes
minerais em baixas concentragdes (Stancato et al., 2008).

Porém em estudos de Aratijo et al. (2006), o meio acrescido de polpa de banana
obteve melhor desenvolvimento no conteudo de matéria seca, das plantulas de Laelia
tenebrosa, comparados a outros meios. Para o parametro comprimento da parte aérea, nao foi

observado diferenca estatistica entre os meios analisados (Tab. 1).

CONCLUSAO
A partir da anélise dos diferentes meios de cultura, pode-se verificar que o meio
Knudson com adi¢do de banana prata ¢ o mais indicado para o maior desenvolvimento no
cultivo de brotos de Cattleya walkeriana quando comparado a suplementacdo com abacate ou
com meio tradicional puro.
O presente trabalho reforca a relevancia dos estudos que pretendem avaliar os efeitos

da adi¢do de diferentes compostos organicos ao meio de cultura tradicional para o cultivo in
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vitro de orquideas, de modo a baratear o custo e/ou acelerar o desenvolvimento destas plantas

que tém grande importancia tanto ecoldégica como econdmica.
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