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Resumo: A semeadura in vitre constituil ferramenta indispensavel para propagagio das
principais especies de orquideas comerciais. O presente trabalho teve por objetivo analisar
o desenvolvimento in vitro de Brassavola perrinii Lindl. x Cantleva loddigesii Lindl.
mediante a avaliagdo do meio de cultura ¥ MS, Hyponex® ¢ Kristalon laranja®, Apos 180
dias de cultivo, inferiu-se que o meio de coltura mais eficiente para a germinagio ¢ o
desenvolvimento in vifro de sementes foi Knistalon laranja.
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Abstract: In vitro growth in different culture media: evaluation of the hybrid Brassavola
perrinii Lindl. x Cattleva loddigesii Lindl. The in vitro culture is an important method for
propagation of commercial orchid species. The objective of the present paper is to study
the in vitro development of Brassavala perrinii Lindl. x Catrleva loddigesii Lindl. using
as parameters for evaluation of 12 MS culture media, Hyponex® and Kristalon laranja®, After
180 days of culture, it was inferred that the most efficient media culture for the germination
and development of seeds was Kristalon laranja.
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Introducdio

O emprego de técnicas de propagagdo in vitro possibilita a diminuiciio de coletas
predatorias de orquideas, permitindo-se a manutengio das populagdes naturais destas plantas.
Dessa forma, o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas que melhorem as condigdes
de desenvolvimento das plantulas € muito importante. Assim, o meio de cultura & um fator
determinante para o sucesso da propagagdo in vire de orquideas ¢ demais espécies
omamentais.

As Orchidaceae apresentam como uma de suas principais caracteristicas
horticulturais a formagdo de hibridos, niio somente interespecificos, mas também,
intergenéricos. Assim, a hibridacio de orquideas nio segue o mesmo padriio de outras
fanerogamas (Raposo, 1993). A produgiio de hibridos artificiais de orquideas ocorre a mais
de um século e estima-se a existéncia de mais de cem mil hibridos registrados,

Laeliinae ¢ uma subtribo Neotropical de Orchidaceae, composta por mais de 40
generos, alguns deles favoritos dentre os colecionadores de orquideas (Cunha er al., 2011),
tais como as espécies tradicionalmente identificadas como Cartleva (van den Berg eral.,
2005) e Brassavola. O cultivp de espécies destes géneros apresenta grande importancia
para o agronegocio floricola mundial, principalmente, pela ampla beleza, morfologias
exoticas, tamanho e durabilidade de suas flores, que podem atingir valores elevados no
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mercado interno e externo, devido a serem muito procuradas por orquiddfilos, paisagistas,
decoradores de ambiente e cidadfios em geral { Pedroso-de-Moraes ef al., 2009). De acordo
com as regras do Cadigo Internacional de Nomenclatura de Plantas Cultivadas, o nome
dado a hibridas formados por espécies do género Brassavela ¢ Cattleva, & Bragsocattieya.

Vindo de encontro as necessidades do mercado floricola, a propagagdo in vitro de
orquideas além de acelerar a taxa de germinagdo de espécies naturais e hibridas, permite a
obtengiio de uma maior quantidade de mudas com maior aproveitamento de sementes, Além
disso, tal forma de propagagio tem sido utilizada no Brasil para aumentar a produgio de
mudas de alta qualidade genética e consequentemente reduzir o custo, contribuindo assim,
para salvar muitas espécies naturais que se encontram ameagadas (Stancato e al., 2001).

Infelizmente, nflo existe ainda um meio de cultura especifico adequado para um
género, espécie, hibrido ou clone. Em geral, é dificil explicar porque em certas combinagdes
de componentes do meio ¢ condigdes de cultivo os resultados 1ém sido bem sucedidos,
enguanio em oulras ndo se tem obtido éxito (Ventura, 2002).

Assim, este trabalho teve como objetivo, avaliar o desenvolvimento de plantulas
pos-germinagio do hibrido primério Brassavola perrinii Lindl, X Cartleya loddigesii Lindl.,
em diferentes meios de cultura, com diferentes concentragdes de NPK, durante o periodo
de 180 dias de cultivo in vitro,

Material ¢ Métodos

Para a realizagio do trabalho, quatro flores de diferentes individuos de Brassavola
perrinii Lindl. foram polinizadas com somente uma unidade de massas polinicas advindas
do polindrio de uma for de Cartleya loddigesii Lindl. (devido ao tamanho da cavidade
estigmitica da planta miie) em Abril de 2011. Quatro meses apds a autopolinizagio, foram
coletadas sementes dos frutos maturos, as quais foram levadas ao Laboratério de Botinica
e Andlises Ambicntais do Centro Universitario Herminio Ometto — Uniararas, para o inicio
dos experinentos germinativos,

Foram preparados trés tipos de meios de cultura, sendo o primeiro composto por
metade da concentracho de macronutrientes do meio MS, o qual foi usado como controle,
e 05 outros dois por meio Hyponex® (NPK 6,5-6-19) ¢ Kristalon laranja® (NPK 6-12-36)
a2 gL', acrescidos de | gL' de carviio ativado, 30 gL' de sacarose com pH ajustado para
pH 5.8 antes da adigio de 7 g 1" de dgar-banana. Logo apds, 50 mL de cada meio de cultura
foram vertidos em quatro frascos de 250 mL ¢ esterilizados em autoclave a 121°Ce | atm
de pressdo durnnte 20 minutos.

Para a desinfestagiio das sementes, fo1 utilizado hipoclorito de sodio a 5%, no qual,
as sementes foram submetidas a agitacio durante cinco minutos em tubos Eppendorfi,
Posteriormente, os tubos foram merguthados em dleool 70% e levados & cimara de fluxo
laminar, onde as sementes foram lavadas quatro vezes em agua destilada com o auxilio de
seringa de | mL. Ainda utilizando-se da seringa, as sementes, juntamente com 1 mL de dgua
destilada, foram depositadas nos frascos contendo os meios de cultura. Os frascos semeados
foram fechados com tampa plastica transparente ¢ mantidos durante 180 dias em cimara
climdtica (B.0.D. MA 403), i temperatura de 25 £ 2°C, com um fotoperiodo de 12 horas e
intensidade luminosa de aproximadamente 116 pmal.m s’
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Foram semeados quatro frascos por tratamentos sendo inoculadas, por recipiente, |
g de sementes. Para a andlise estatistica, foram utilizados vinte individuos de cada reci piente,
retirados aleatoriamente dos meios de cultura.

Os dados referentes 4 altura das plantulas (AP), nimero de raizes (NR), peso da
materia fresca (MF) e matéria seca (MS), comprimento da maior raiz (CR) e maior folha
(CF), das vinte plantas de cada frasco, foram submetidos a andlise de variancia e a comparacio
entre as medias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados ¢ discussio

Os resultados demonstraram que as plantas do hibrido Brassocarileva 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 MS com metade da concentragio
de macro-nutrientes e 4 base de fertilizante Hyponex®. Com relagiio i média obtida paraa
varidvel comprimento da maior raiz (CR), 0 meio de cultivo 4 base do fertilizante Hyponex®,
apresentou a maior média em relaglio aos demais. Para a varidvel niimero de raizes (NR), os
meios de cultivo suplementados com os fertilizantes Kristalon la ranja® ¢ Hyponex® nio
apresentaram diferengas significantes entre si (Tab. | e Fig. 1)

Tabela 1. Valores médios para a altura das plantulas (AP), nimero de rizes (NR).
matéria fresca (MF), matéria seca (MS), comprimento da maior raiz (CR) e comprimento
da maior folha (CF) de Brassavola perrinii X Cantleya loddigesii, apés 180 dias cultive
em trés meios de cultura avaliados: MS, com metade da concentragio de macronutrientes:
HY, Hyponex®; KR, Kristalon laranja®. DP= Desvio Padelio; CV = Coeficiente de Variacio,

= ~ VARIAVEISAVALIADAS
lg:ﬂ“:i- AP (cm) NR MF (g) MS (g) CR{cm) CF (cm)
MS 23¢ 200B 0o8cC D.06C 9B8C 12.63C
HY 61478 362 A 037 B opsE | 2112 A 22178
KR 63 11A 368A 0.48 A 0.14 A 1887 B 39984
op 4.71 0.48 008G (.56 D.a2 0.7
V% 638 1811 10,32 1961 0.33 1,63
i .

‘Médias seguidas de letras iguals, no mesms coluna, nho diferem entre 5 peli tesle de Tukey & 5 % de slgnificincn

Em cultivo in vitro, um dos principais nutrientes essenciais ¢ ativos é o nitrogénio,
o qual & absorvido, principalmente, na forma de nitrato (NO.) e aménio (NH,'), assim, o
crescimento das culturas, seu metabolismo quimico e a formagiio e produciio de metabolitos
sdo influenciados diretamente pela quantidade ¢ a fonte de N (Russowski & Nicolosso,
2003).

Os valores médios encontrados para as varidveis estdo de acordo com os obtidos
para a especie Cattlieva loddigesii Lindl. (Pedroso-de-Moraes er al., 2009) ¢ para o hibrido
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tercidrio Cattleva amethystoglossa Lindl. X (Cattleva dupréana Mermil. X Laelia
purpurata Lindl,) (Cordeiro ef al., 2011), nos quais o meio de cultura 4 base de fertihizante

A @mMSE @SHypenex BEristalon

Tamahs (cm)
2 8 & 2 8 2

10
o
Aburs des p Banads Conp rimewio du maksr Camip rimento d s mainr
raks wiha
0.6 5 -
1 A A
as -
0.5 - A
3 -
o4 4
25
C
! 1 e 2 -

5 -

oz -
1 =
o1 A
05 -
0 - o
Massa Tresca Massa seca Mumere de raimes
Figwra 1 = Valores madadein para & alvura das plimiulas, mumero de maloo, Matend e, MAkETIo Seca, oinprimeo ik madar TR

© COTmpeimsens da muior fislbey i Brascareeal, aerrind X Canttlman I ll*.lll'll_'l.'1|.|:| g 1RO s cultive eny imds meios dé caltur
avaliaghis M5 com meinde da copceningls de macroputnienies; HY, H Ve il KR, Kresialon Laranjin . Mddins B de
iptras kpusis, ndo diferem cndre-sa pelo iesie de Tukey & 345 de mignificines

Kristalon laranja® apresentou as maiores médias para as vanaveis altura das plantulas,
matéria fresca e matéria seca, comprimento da maior raiz ¢ comprimento da mator folha,
quando comparados aos meios MS com metade da concentragio de macro-nutrientes €
Hyponex®, fato este atribuido aos menores percentuais de nitrogenio amomacal presentes
nestes meios de cultivo

Os resultados também podem ser explicados pela existéncia de uma relagio
ocorrente entre as varidveis analisadas em plintulas submetidas a doses balanceadas de
nitragénio nitrico e amoniacal, em que se obtém, principalmente, sumento de matéria fresca,
matéria seca ¢ altura de plantulas, com énfase no desenvolvimento do sisterna radicular
{Pedroso-de-Moraes ef al., 2009). Esta afirmagio é confirmada por resultados semelhantes
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obtidos em orquideas terrestres do género Cymbidium (Pan & Chen, 1994) onde fm
constatado que doses semelhantes das duas fontes de nitrogénio influenciaram positivamente
s varidveis acima citadas, principalmente em relagiio 4 varidvel comprimento da maior raiz
(CR), como o ocorrido neste trabalho.

Em Cantleya loddigesii a utilizagio de meio de cultivo & base de fertilizante
Hyponex®, apresentou maior média em relagdo 4 variavel nimero de raizes (NR ) {Pedroso-
de-Moraes et al., 2009), contudo, no presente estudo, o meio de cultivo a base dos
fertilizantes Kristalon laranja® e Hyponex® nio apresentaram significincia estatistica entre
as meédias obtidas, como também relatado para o hibrido tercidrio Cartleva amethystoglossa
Lindl. X (Catrleya dupreana Merril. X Laelia purpurata Lindl.) (Cordeiro of al,, 20113,
Tal resultado tambeém € discordante com os encontrados para dechmea blanchetiana (Baker)
L. B. Sm. (Kanashiro er al., 2007), na qual 0 nimero de raizes decresceu linearmente com
0 aumento da concentragio de nitrogénio amoniacal no meio MS modificado. A mesma
tendéncia foi constatada em Pfaffio glomerata (Spreng.) Pedersen. (Russowski &
Nicolosso, 2003), na qual foi obtido maior nimero de mizes na concentracio 50% de nitrato
de amdnio contido no meio MS e tendendo ao decréscimo em maiores concentragdes. Tais
diferencas em relagio aos resultados encontrados para o hibrido estudado podem estar
relacionadas com a variabilidade existente no desenvolvimento de orquidess de distintos
genotipos cultivadas em diferentes fontes de nitrogénio (Singh, 1992). Altas concentragdes
de fosfato de sidio, como as constatadas para os fertilizantes Hyponex® e Kristalon laranja®,
diminuem o crescimento in vitro de diferentes especies vegetals, possivelmente, porque o
sodio ¢ alguns micro-elementos sio precipitados da solugio ou sua absorgio ¢ reduzida
(Pasqual, 2001), Também, a taxa de incorporacio de ions fosfato, assim como os de
nitrogénio, depende do gendtipo das espécies de orquideas (Chen e af.. 20001,

Conclusiio

0 meio de cultura a base de fertilizante Kristalon laranja® demonstrou ser o mais
eficaz no desenvolvimento in vitro de plantulas de Brassavola perrimi X Cattleva lodiigesii
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 produgdio em relagdio ao meio MS com metade da concentragdo de macronutrientes, O
meio i base do fertilizante Hyponex® pode ser utilizado quando ha necessidade de
desenvolvimento de sistemas radiculares,
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