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A propagacdo massal via semeadura in vitro constitui ferramenta indispensavel para propagacdo das
principais espécies de orquideas comerciais, por exemplo, Laeliocattleya schilleriana Rolfe, espécie de
grande importancia na obtengéo de hibridos. Devido a este fator, o presente trabalho teve por objetivo
estudar aspectos do desenvolvimento in vitro desta espécie mediante a avaliacdo do efeito do meio de
cultura 2MS, e de dois meios a base de fertilizantes, Hyponex e Kristalon laranja. Ap6s 180 dias de
cultivo, inferiu-se que o meio de cultura mais eficiente para o desenvolvimento in vitro de plantulas foi o
meio Hyponex, que apresentou as maiores médias para todas as variaveis biométricas avaliadas, podendo
dessa forma, ser utilizado comercialmente por apresentar menor custo de producéo.
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The massal propagation through sowing seeds is an important method for propagation orchid species of
great comercial importance, like Laeliocattleya schilleriana Rolfe, the one widely used to obtain hybrids.
The objective of the present work is to study some aspects of the in vitro development of this species
using as parameters for evaluation, the effect of %2MS culture media and two media based on fertilizers,
Hyponex and Kristalon laranja. After 180 days of culture, it was inferred that the most efficient media
culture for development of seedlings was Hyponex, that presented higher medias for all biometric

evaluations. This culture medium is able to be used in way commercially to present low production costs.
Keywords: Development in vitro, hybrids, orchid.

1. INTODUCAO

As orquideas apresentam como uma de suas principais caracteristicas horticulturais a
formacédo de hibridos, ndo somente entre as espécies, mas também entre géneros, ou até mesmo,
mais raramente entre subtribos. Portanto, a hibridacdo nas Orchidaceae ndo segue 0 mesmo
padrdo como nos outros grupos de plantas floriferas [1]. 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 [2].

Laeliinae ¢ uma subtribo Neotropical de Orchidaceae, composta por mais de 40 géneros,
alguns deles favoritos dentre os colecionadores de orquideas, tais como Cattleya e Laelia [3]. O
cultivo de espécies destes géneros é de grande importancia para o agronegdcio floricola mundial
devido, principalmente, a ampla capacidade de recombinagdo genética, beleza, forma, tamanho
e durabilidade de suas flores [4, 5, 6]. De acordo com as regras do Cédigo Internacional de
Nomenclatura de Plantas Cultivadas, o0 nome dado a hibridos formados por espécies do género
Laelia e Cattleya, é Laeliocattleya [1].

Laeliocattleya schilleriana Rolfe, constitui hibrido priméario obtido por Rolf Altenburg em 29
de Junho de 1959, ao realizar o cruzamento entre as orquideas nacionais Laelia purpurata
Lindl. e Cattleya intermedia Grah.[7]. Tal hibrido assume dentre as espécies comercializadas,
altos valores de mercado, variando seu valor de R$ 50,00 a R$ 75,00 de acordo com a cultivar
desejada, ou seja, qual padréo de coloragéo a planta apresenta [8].

A semeadura in vitro, de orquideas, constitui uma técnica bastante relevante do ponto de vista
comercial. A cultura in vitro resulta em maiores percentuais de germinacdo, em comparacao
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com a germinacdo em condi¢fes naturais, a qual é dependente da infeccdo por fungos
micorrizicos simbiontes, muitas vezes espécie-especificos [9].

Em meios de cultivo, um dos principais nutrientes esséncias e ativos é o nitrogénio, o qual é
absorvido, principalmente na forma de nitrato (NO3) e amonio (NH,") [14], assim, o
crescimento das culturas in vitro, seu metabolismo quimico e a formacdo e producdo de
metabolitos sdo influenciados diretamente pela quantidade e a fonte de N [15].

Segundo [16], o efeito destas diferentes formas inorganicas sobre o crescimento e
desenvolvimento de plantulas em orquideas é marcante, sendo que o nitrato, como a Unica fonte
de nitrogénio, em geral, sustenta doa taxa de crescimento em muitas espécies da familia.
Contudo, SINGH [17] sugere que o desenvolvimento de espécies de orquideas em relacdo a
fonte de nitrogénio em meios de cultivo pode variar de acordo com o habito ou genétipo.

A falta de conhecimento e de informacdes em relacdo a nutricdo de orquideas, leva aos
orquicultores, a empregar meios de cultivo complexos, com diversos nutrientes, vitaminas e
reguladores de crescimento [10], elevando os custos desta forma de propagagéo [6]. Estudos in
vitro, realizados por [11], demonstram que a diminuicéo de custos é possivel, pela simplificagdo
dos meios de cultura atuais, principalmente pelo emprego de fertilizantes como base de meios
de cultura, visando producdo em larga escala de orquideas.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento do hibrido Lc. schilleriana
em meio de cultura MS [12] composto por metade da concentragdo de macro-nutrientes, e em
dois meios complexos, compostos pelos fertilizantes Hyponex® (NPK 6,5-6-19) e Kristalon
laranja® (NPK 6-12-36), durante o periodo de 180 dias de cultivo in vitro.

2. MATERIAIS E METODOS

Para a realizag&o do trabalho, cinco flores de diferentes individuos de Laelia purpurata Lindl.
foram polinizadas pelo uso de cinco polinarios completos (compostos por quatro polineas cada)
de Cattleya intermedia Grah em setembro de 2008. Seis meses apés a autopolinizagdo, foram
coletadas sementes dos frutos maturos, as quais foram levadas ao Laboratorio de Botanica e
Estudos Ambientais do Centro Universitario Herminio Ometto — Uniararas.

Foram avaliados trés tipos de meios de cultura, sendo o primeiro composto por metade da
concentragdo de macro-nutrientes do meio MS [12], o qual foi usado como controle, e 0s outros
dois por meio Hyponex® e Kristalon laranja® a 2 g.L™, acrescidos de 1 g.L™ de carvéo ativado,
30 g.L* de sacarose com pH ajustado para pH 5,8 antes da adicdo de 7 g.L™" de agar-banana.
Logo apds, 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 pressdo durante 20 minutos [13].

Para a desinfestacdo das sementes, optou-se pela utilizacdo de hipoclorito de sodio a 5%, as
quais foram submetidas a agitacdo na solugdo durante cinco minutos, em tubos para centrifuga.
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 com o auxilio de
seringa de 1 mL. Ainda utilizando-se da seringa, as sementes, juntamente com 1 mL de &gua
destilada, foram depositadas nos frascos contendo 0s meios de cultura [13].

Foram semeados quatro frascos por tratamentos sendo inoculadas, por recipiente, 1g de
sementes, totalizando ao final do experimento, foram obtidas aproximadamente 50 plantulas por
frasco.

Os frascos, apds a inoculacdo das sementes, foram vedados com tampa plastica transparente e
mantidos durante 180 dias em camara climatica (B.O.D. MA 403), a temperatura constante de
125°C, sob fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de aproximadamente 116 umol.m>s

Foram avaliados os seguintes parametros quantitativos e biométricos: nimero de raizes (NR),
comprimento total da plantula (CTP), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da
maior raiz (CMR) e comprimento da maior folha (CMF), massa fresca da pléantula inteira (MFP)
e massa seca da plantula inteira (MSP). As medidas foram obtidas utilizando-se de paquimetro
digital (Digimess 100A) e balanca analitica (Gehaka BG 400). Para a anélise estatistica dos
dados foi utilizado o teste de Liliefors para normalidade dos residuos da ANOVA. Como essa
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pressuposicdo foi atendida para todas as medidas analisadas, a anélise de variancia (ANOVA)
foi realizada seguida pelo teste de Tukey (o= 0,05) pela utilizag&o do aplicativo BioEstat 5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na analise de variancia demonstraram que o0 meio cultivo a base do
fertilizante Hiponex® apresentou as maiores médias para todas as variaveis. Por sua vez, 0 meio
de cultivo a base do fertilizante Kristalon laranja®, apresentou as médias mais baixas, sendo,
portanto, 0 meio MS ¥macro-nutrientes, o0 meio de cultivo a apresentar valores intermediarios
em relagéo aos outros dos meios (Tabl).

Tabela 1: Valores médios obtidos das variaveis quantitativas e biométricas avaliadas para: comprimento
total das plantulas (CTP), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CMR),
comprimento da maior folha (CMF), matéria fresca da plantula inteira (MFP), matéria seca da plantula
inteira (MSP) e nimero de raizes (NR) de Lc. Schilleriana apds 180 dias cultivo em trés meios de cultura
avaliados MS com metade da concentragéo de macro-nutrientes; HY, Hyponex®; KR, Kristalon®. DMS
= Desvio Médio Padrdo; CV(%) = Coeficiente de Variagéo.

Meios de Cultura CTP (cm) CPA (cm) CMR (cm) CMF (cm) MFP (g) MSP (g) NR

Y2 MS 3205B' 2211B 1558B 1627B 0.17B 0.02B 2.26B
HY 86.86 A 3343A 5047A 2044A 043A O007A 386A
KR 2205C 20.16C 335C 1455C 0.15B 0.01C 166C

DMS 0.32 0.19 0.17 0.17 0.01 0.001 0.43
CV% 0.90 0.91 4.81 0.90 8.46 3.17 19.52

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

Os valores médios obtidos para as variaveis diferem dos descritos por [6], em trabalho
semelhante com a orquidea Cattleya loddigesii, nos quais 0 meio de cultura a base de
fertilizante Kristalon laranja® apresentou as maiores médias para as varidveis; altura das
plantulas (AP), matéria fresca (MF) e matéria seca (MS), comprimento da maior raiz (CMR) e
maior folha (CMF), quando comparados aos meios MS ¥2macro-nutrientes e Hyponex®, fato
este atribuido, as menores percentagens de nitrogénio amoniacal destes meios de cultivo.
Entretanto, resultados semelhantes foram obtidos por [18] para a orquidea Brassavola perrini e
para o hibrido Brassavola perrini X Epidendrum ibaguense, nas quais 0 meio de cultivo a base
de fertilizante Hyponex® suplementado com polpa de banana e carvdo ativado, apresentou
maior desenvolvimento in vitro para todas as variaveis analisadas e maior taxa de sobrevivéncia
durante a fase de aclimatizagdo das plantulas das duas espécies.

Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho tentem a corroborar com as observagdes de
[16], pois a andlise da totalidade dos sais existentes nos meios de cultivo aponta para as
seguintes percentagens de nitrato (NO3) e amdnio (NH,") respectivamente: Hyponex®: 11,8% e
2,1%, MS Y2macro-nutrientes: 9,6% e 4,7% e Kristalon Laranja®: 7,2% e 6,2% [19, 6].

Em relacdo a variavel nimero de raizes (NR), assim como para este trabalho,[6], encontrou
maior valor médio para plantulas da orquidea Cattleya loddigesii, quando do uso de meio
cultivo a base de fertilizante Hiponex®. Novamente, a fonte de nitrogénio possivelmente seja a
responsavel por tais resultados, pois segundo [20], para a bromélia Aechmea blanchetiana, o
nUmero de raizes apresentadas por plantulas em cultivo in vitro, decresceu linearmente com o
aumento da concentracdo de nitrogénio amoniacal no meio MS modificado. Resultados
semelhantes, para a variavel, nimero de raizes, foram encontrados por [15], trabalhando com
Pfaffia glomerata, os quais obtiveram maior nimero de raizes na concentragcdo 50% de nitrato
de aménio contido no meio MS e tendendo ao decréscimo nas maiores concentracdes. Ainda,
em relagdo a esta varidvel, [21] sugerem que a absorcdo de um dado nutriente pode ser
influenciada por outro. Por exemplo, concentra¢des de 1.000 mg.L™ de KCI, geraram um
incremento no nimero de raizes na micropropagacdo do porta-enxerto de videira “Kobber”, por
permitir maior assimilag&o de nitrogénio [22].
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Com relacdo a concentragGes de potassio, [23], observaram que a combinacdo de KCI com
K,SO,4, ambos na concentracdo de 500 mg.L'l promoveu maior crescimento in vitro em
plantulas de Cattleya loddigesii, exceto no comprimento de raizes, que foi superior na presenga
de 500 mg.L™ de KCI sem K,SO,. O autor, ainda propde uma correlagio com o fésforo, sendo
gue sua deficiéncia no meio de cultura conduz a hiperidricidade e ao decréscimo na taxa de
absorc¢do de fosfato.

Segundo [24] altas concentragcfes de fosfato de s6dio diminuem o crescimento in vitro de
diferentes espécies vegetais, possivelmente, porque o sodio e alguns micro-elementos séo
precipitados da solucdo ou sua absorcao é reduzida. Tal fato corrobora com as observactes de
[25] de que em varias espécies de orquideas a taxa de incorporagdo de ions fosfato depende do
genotipo, que é usualmente constante e proporcional a taxa de crescimento da cultura.

4, CONCLUSAO

O meio de cultivo a base de fertilizante Hyponex® apresenta maior eficicia no
desenvolvimento in vitro de Laeliocattleya schilleriana pode ser utilizado comercialmente para
a producdo in vitro da espécie por apresentar maior facilidade de manuseio e menor custo de
producdo.
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