Germinacao, crescimento e desenvolvimentim vitro de orquideas
(Cattleyaspp., Orchidaceae)
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RESUMO

As orquideas no ambiente natural sofrem exploragédo devido a sua importancia ornamental, levando algumas
espécies a extingdo. O cultivovitro € uma forma alternativa para a conservagasitu Procurou-se determinar um
meio de cultura eficiente para a germinagéwitro de sementes e o crescimento inicial de plantulaSalteya
forbesii,bem como para o crescimento de plantidagtro de Cattleya harrisonianaNo primeiro caso, sementes
foram inoculadas em meio de cultura basico de Murashige & Skoog (MS) = T1 e MS basico acrescido de,5g L
carvao ativado (CA) = T2. No segundo, plantulas com 1 £ 0,2 cm de altura foram submetidas aos tratamentos T1, T2,
MS com a metade da concentragdo original de macro-micronutrientes (T3) e MS com a metade da concentracao original
de macro-micronutrientes suplementado com 1,25 dd_CA(T4). Verificou-se aos 30 dias e@ forbesiiuma
porcentagem de germinacgao de 45%Tlédne 90% enT2.A adicdo de CAo meio de cultura trouxe aumento na altura
de plantulas d€. forbesiide acordo com analises realizadas 180 dias de cultivo. Em relagcédo ao cresciment de
harrisoniana,aos 240 dias observou-se que todos os parametros médios avaliados (altura da parte aérea, massa de
matéria fresca total, nimero de raizes e folhas, comprimento da maior raiz e diametro do pseudocaule) foram significa-
tivamente maiores em T2. Dessa forma, sugere-se o uso do meio MS acrescido del2,64 (T2), uma vez que €
significativamente favoravel tanto para a germinacéo de sementes quanto para o crescimento de ambas as espécies.
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ABSTRACT

Germination, growth and developmenin vitro of orchids of the genuattleya

Orchids are over-exploited in their natural environment due to their ornamental importance, which is leading some
species to extinctiorin vitro culture is an alternative f@ax-situconservation. Our objective was to determine an
efficient medium foin vitro seed germination and initial seedling growtRaftleya forbesiandCattleya harrisoniana
Seeds ofattleya forbesiivere incubated in Murashige & Skoog (MS) medium (T1) and MS added with 2,6fg L
activated charcoal (T2). For the last, plants with 1 + 0,2 cm of height were submitted to the following treatments: T1, T2,
MS reduced to the half strenght (T3) and MS reduced to the half strenght supplemented with*1o2 adfilzated
charcoal (T4). Thirty days after seed inoculatio@oforbesii,it was verified 45% and 90% of germination in T1 and
T2, respectivelyThe addition of activated charcoal also promoted an increase in the height ofdHeesiiseedlings
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after 180 days oinh vitro cultivation.After 240 days of culture of. harisoniana shoot height, total fresh mass,
number of roots and leaves, length of the largest root and diameter of the shoots were significantly stimulated in T2
compared to the other treatmentéle suggest the use of MS medium added with 2,5 gflactivated charcoal
because is significantly favorable for seed germination and initial growth for both species.

Key words: activated charcoal, medium culture, micropropagation, orchids.

INTRODU(;AO do Knudson (1922) descreveu a germinagéo em meio de
cultura asséptico. De acordo com Maréhal.(2001), a

AS or.q.uideas séo plantas herbéc?as perenes basg%r?fweadura assimbiotica de orquideas constitui técnica
te dlversnjlcadas quanto ao tam,ar-1ho, a forma} dos Calfleéaestante relevante do ponto de vista comercial e ecoldgi-
folhag € a cor da; flores. Espécies de orquideas sao &ns plantas produzidas dessa forma podem ser utiliza-
mercialmente cultivadas para producdo e venda em VR em programas de reintroducao de espécies nativas
€ de flores para arranjos omamentagngbolato & Cos- em areas de preservacao ambiental devido a variabilidade
ta, 1998). . _genética gerada pelo explante. O sucesso na tecnologia e

Devido as caracteristicas ornamentais, as Orqu'd%icagéo dos métodos de cultimaitro deve-se 4 me-

retiradas excessivamente da natureza, levando inumeégﬁ“as e dos tecidos em cultukdormulacio do meio de

espécies a extincdo. Nas duas dltimas décadas, as te&}ft'ura € essencial para o explante, pois possibilita a pre-

cas de cultivon vitro t&m sido utilizadas para a propaga—senga dos constituintes necessarios (minerais, vitaminas,

¢ao ‘?‘e orquideas, par_a 0 estudo de aspe(_:tos f'S'Olog'Fé)&uladores de crescimento etc.) para seu desenvolvimen-
relacionados ao crescimento e desenvolvimento e como podendo ser formulado com diferentes combinacdes
me.tod~o de cohservagm—gltupara redug&o do risco dede acordo com os requerimentos de cada espécie ¢Faria
extingdo (Ferreira & Suzuki, 2008). al., 2002)

Catt!e?{aL(.j € um gelr_1:ro de orq_wfjea mtensa’m_ente Dentre os produtos que podem ser adicionados aos
comercializado na atualidadegrupa inimeras especies meios de cultura esta o carvao ativado, que tem promovi-

€ milhares de h_ibridos que apresentam flor_es_grandeaoealguns efeitos benéficos como melhores condi¢es no
vivamente coloridas (Paula & Silva, 2004)maioria das desenvolvimento de embries (Chagial, 2005) e mai-
pesquisas em propagacao vegetal de orquideas esta Bfdrescimento de raizes (Ribedtcal, 2000). Isso se atri-

tada naApro.dug_ao de protoT:pllt?s d~e %erm:nac;ao BYi a presenca de uma excelente rede de poros com gran-
organogéenese vitro, como multiplicacao d€attleyax de superficie interna na estrutura do carvao ativado, em

mesquit_ae_. C. Menezes (Ramos & Carngiro,.2907), dedue muitas substancias inibitérias do meio ou produtos
sel?volwmen_to d? plantas diattleya IoddlgeS|L|nd~I., téxicos liberados pelos explantes podem permanecer
apos a germinagdo (Moraessal, 2009), e propagagéo deadsorvidos (Chagat al, 2005; Thomas, 2008).

Qattleya walkeriangGardner eSchomburgkia crispa Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi deter-

Lindl. (Souszet al, 2007). minar um meio de cultura eficiente para germinacao das

Cattleya fc_;rbesuLde. N CattleyaNha_rrlsomana sementes e crescimento inicialvitro das plantulas de
Bateman ex Lindl. vaalba Barb.Rodiséo importantes C. forbesiie para o crescimento de plantulasle

espéciepor causa da beleza de suas flozgorbesiié harrisoniana.

de médio porte, com cerca de 20 cm de altura e duas a

quatro flores, em geral de coloragcdo marrom a amarela,|gea TERIAL E METODOS

labelo rosa a amarelo-ouro e sépalas e pétalas finas (Car-

doso & Israel, 2005 variedade alba d@. harrisoniana Espécies utilizadas e obtencdo do material

¢ caracterizada por apresentar facil florescimento, geral- vegetal

mente no final do ver&o, e altura de uma planta adulta de A capsula com as sementes @e forbesiie as

até 20 cm, com duas a trés flores de coloragéo violetpl@ntulas da variedade alba @e harrisonianaforam

labelo de pontas amarelas, pseudobulbo delgado e ditidas a partir de individuos selecionados da colecéo

Ihas estreitas (WWhner, 1988). viva do Laborat6rio de Biotecnologia e Micropropagacéo
A germinacgédo de sementes de orquidieasiro vem Vegetal da Universidade Regional de Blumenau — FURB,

sendo realizada desde o inicio do século passado, qu8anta Catarina, Brasil.
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Germinacdo das sementes e crescimeimo  permaneceram nas mesmas condigdes laboratoriais que
vitro de Cattleya forbesii as do ensaio anterior

Foram coletadas duas capsulas fechadas contendo Dessa forma, o.dellneamento experimental foi o in-
sementes maduras Geforbesii As sementes foram sub- teiramente casualizado, com quatro tratamentos, sete
metidas & assepsia por meio de solucéo de hipoclorito'§@eticoes e 10 plantulas por repeticdo. Duzentos e
sédio 1,5% durante 10 minutos, e em seguida foram redld@renta dias ap6s o inicio do experimento foram ava-
zadas trés lavagens consecutivas com agua destiladi2gas as seguintes variaveis meédias: altura da parte

esterilizada a 120 °C sob 1,2 atm, durante 40 minutos &®'€2@ (considerando a base do pseudocaule até a ex-
autoclave. tremidade da folha maior), massa de matéria fresca to-

O meio de cultura Murashige & Skoog (1962) (MS}aI,’ nu(;rlero Se (rjalzes edfolhaT, c[c)).rfnprlmento.da.fr.naltgr
desprovido de carvéo ativado (T1) e contendo 2,5dgL raiz € diametro do pseudocaule. iterencas sighiicati-
vas entre os tratamentos (média das sete repeticdes)
carvao ativado (T2) foi utilizado para a germinacao das
foram avaliadas por analise de variancia (ANQ¥
sementesAmbos os tratamentos foram suplementados | tad lo teste de Tukev-K 5% d
com 0,4 mg t* de tiamina, 100 mgtde inositol, 2% de compiementados pelo teste de TUukey-xramera 57 de

S|gn|f|can0|a A distribuicdo normal dos dados foi
sacarose e 0,7% de agampH dos meios foi ajustado para

verificada pelo teste de Shapirodkvho software RST
5,8 £ 0,05 antes da adi¢édo do agar e, em seguida, foi este-

rilizado a 120 °C e 1 atm, durante 20 minutos. versdo 2.13 (Hammet al, 2001).

Posteriormente, em camara de fluxo laminar honzontquESU LTADOS E DISCUSSAO
pequenas porgdes de sementes foram retiradas das cap-

sulas e colocadas em frascos com 60 mL de meio de culf@€rminacao das sementes e crescimento inicial

ra. Os frascos contendo as sementes foram mantidos em in vitro de Cattleya forbesii

sala de cultura com fotoperiodo de 16 horas, sob 28+2  Adotou-se a fase de protocormo como a efetiva ger-

e densidade de fluxo de fétons dg&ol m? st minacdo de sementes dessa espécie, pois nas descricoes
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramerdeArditti (1992) e Kraugt al.(2006) o padréo de germina-

te casualizado, com dois tratamentos e cinco repeticoe8p de sementes de orquideas é bastante uniforme; ou

cada uma representada por um frasco. Trinta dias ap®&g§, as sementes comegam a intumescgue leva ao

inoculacéo das sementes, foi realizada a analise da p@mpimento do tegumento seminal e a liberagéo do em-

centagem de germinac&o a partir da retirada de cinco amieddo. Este se desenvolve numa estrutura tuberiforme

tras de cada tratamento; ou seja, de cinco frascos @ssalmente clorofilada, como foi verificado neste estudo,

diferentes tratamentos. Foram consideradas semengggmada de protocormo.

germinadas aquelas que apresentavam protocormos deAs sementes d€. forbesiigerminaram aos 30 dias

coloracéo verdedos 180 dias de cultivo, o crescimento2p0s a semeadura, independentemente do tratamento (T1

inicial foi analisado por meio da altura média das plantul&J 2) (Tabela 1), tendo o meio MS contendo carvao ativa-

através de escala em centimetro presente na parede est@{T2) promovido maior taxa de germinacao das semen-

na do frasco. tes em comparacgdo como T1, 90 £ 3% e 45 + 3%, respec-
_ o _ _ tivamente.
Crescimentoin vitro de Cattleya harrisoniana No que se refere ao tempo de germinacio, Sahtos

Para a realizacéo deste experimento foram selecionadh$2007), utilizando sementes @attleya bicolotindl.,
10 plantulas d€. harisonianavar. alba com 1 + 0,2 cm observaram a formagé&o dos protocormos aos 20 dias apés
de altura, obtidas da germinagéwitro de sementes em a inoculagéo das sementes em quaisquer dos tratamentos
meio MS, as quais foram transferidas para frascos carntilizados, independentemente da adi¢cdo de diferentes
tendo 60 mL de meio de cultura. concentracdes de Acido naftalenoacético e acido
Os tratamentos adotados foram: meio MS (T1); mel@berélico. Pereirat al.(2005) obtiveram 90% de germina-
MS suplementado com 2,5 ¢ de carvdo ativado (T2); ¢80 deOncidium flexuosunBims sete dias apos a
meio MS com a metade da concentracao original de macro-
micronutrientes (T3); € meio MS com a metade da CORapela 1 Taxa de germinagao de semente€dtleya forbesii
centragao original de macro-micronutrientes suplemesptida trinta dias ap6s a semeadurditro
tado com 1,25 gtde carvédo ativado (T4).
Independentemente do tratamento utilizado, os mei
de cultura foram acrescidos de tiamina, inositol, sacaroisg 90 + 3

e agar nas mesmas concentragdes descritas para a gefmi Murashige & Skoog (1962) @ T2 = Murashige & Skoog (1962)
nacdo deC. forbesii As plantulas, depois de inoculadasgcrescido de 2,5 gLde carvdo ativado.

Meios de cultura Germinabilidade (%)
45+ 3
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inoculacao simbidtica das sementes, periodo significati- Como observado neste estudo, o carvao ativado é efi-
vamente menor ao observado neste estudo, que foidlente na promocédo do desenvolvimenteitro de plan-
30 diasAs andlises realizadas aos 180 dias revelaratas de diferentes familias: Bromeliace&ésea gigantea
gue os protocormos se desenvolveram em plantulas c@&audich. afiesea philippocobugii Wawra (Drosteet al,
médiade 1,2 cm de alturaem T2 e 0,4 cm em T1 (Figura 2D05); PiperaceaBjper nigrumLinn. (Mouraet al, 2008);
Nota-se que o tratamento T2 influenciou positivament EricaceaeVaccinium asheiReadee Vaccinium
a germinacgéo de sementes, bem como o crescimento torymbosunh. (Mirtilo) (Damiani& Schuch 2009.
cial das plantulas devido a adicdo de 2,5'glé carvéao
ativado.
Confirmando os resultados supracitados, Znaniecka Apos 240 dias de cultivin vitro, verificou-se que
et al. (2005) constataram que os meios de cultura Fasas culturas d€. harrisonianaa adicdo de carvéo ativa-
(1981) e PB(Kukulczanka & Paluch, 1971), suplementadoglo ao meio MS (T2) promoveu significativamente o de-
com carvéo ativado, foram muito eficientes para a gerngenvolvimento das plantulas em relagéo aquelas cultiva-
nacdo de sementes e para o crescimento das mudaslakenos demais tratamentos, apresentando valores maio-
Encycliaaff. oncidioidesSchltr Hossain (2008) consta- res para todas as variaveis avaliadadéla 2). Embora
tou no meio M (Mitraet al, 1976) queEpidendrum néo diferisse significativamente dos tratamentos T1 e T3,
ibaguense&Kunth. na presenca de carvao ativado aumeas plantulas desenvolvidas no meio MS com a metade da
tou o nimero de sementes germinadas, estimuloucencentracéo original de macro-micronutrientes e com 1,25
enraizamento precoce das plantulas e induziu significaiL*de carvao ativado (T4) apresentaram maiores valores
vamente a formacgédo de protocormos de maior tamanbi@meétricos, sendo T4 o segundo melhor meio de cultura
(1,63 + 18 mm) em comparacédo com meios desprovidpara o desenvolvimento @ harisoniana(Tabela 2).
desse componente (1,16 + 18 mm). A altura da parte aérea das plantulas inoculadas no
A adicdo de carvao ativado no meio de cultura é untatamento T2 (MS com 2,5 g*de carvéo ativado) (6,62
préatica reconhecida, e sua influéncia na diferenca de altum) foi 54,6% maior que no tratamento T4 (MS com a meta-
ra média das plantulas pode ser atribuida & adsorcdodgeda concentragéo original de macro-micronutrientes e
substancias inibitérias do meio ou a adsorcéo de prodwm 1,25 g £ de carvdo ativado) (4,28 crd).massa de
tos toxicos liberados pelos explantes, pela manutengéi@téria fresca total (0,37 g) das plantulas crescidas no tra-
do pH em valor 6timo para morfogénese (Pasqtial., tamento T2 foi 85% maior do que no tratamento T4 (0,20 g)
2001; Thomas, 2008) e liberacdo de substancias natui@abela 2, Figura 2). De forma semelhante, Mohanasdeén
mente presentes no carvao que poderiam promover o c@f01) verificou aumento do comprimento de plantulas de
cimento e escurecimento dos meios de cultura. Por outrilho quando da presenca de carvao ativado no meio de
lado, de acordo com Thomas (2008), o carvédo ativadaltura. Com a adigdo de 2,0 §die carvéo ativado no meio
poderia atuar na adsor¢do de vitaminas, ions metalicogescultura composto de ¥ da concentrac&o original do meio
reguladores de crescimento, resultando em efeitos posMiS, Quoirinet al.(2001) observaram aumento na altura de
VoS ou negativos para o desenvolvimento, dependenpléntulas deAcacia mearnsiDe Wild., uma espécie de
da espécie. leguminosa. Por outro lado, Unemetal.(2006), avalian-

Crescimentoin vitro de Cattleya harrisoniana

il T

1 2

Figura 1. Plantulas d€attleya forbesiapos 180 dias de incubacédo em T1 (meio MS), com 0,4 cm de altura média, e em T2 (meio MS
acrescido de 2,5 glde carvao ativado), com altura média de 1,2 cm.
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do os efeitos de diferentes diluigbes do meio MS e aaovido pelo carvéo ativado simulando uma condicéo de
adicao de carvao ativado a esses meios para a micropregeuro promoveria o melhor desenvolvimento do sistema
agacdo deSinningia leucotrichaH. E. Moore radicular Entretanto, Erigt al.(2004) verificaram que o
(Gesneriaceae), verificaram que nos meios contendo canraizamentaon vitro em pereira Byrus communis..,
vao ativado o desenvolvimento da parte aérea e a maBssaceae) nao foi influenciado pela presenca de carvao
de matéria fresca total foram inibidos. Dessa forma, a aditivado no meio de cultura, demonstrando mais uma vez
¢ao de carvao ativado nem sempre apresenta resultade a adicdo de carvao ativado no meio de cultivo pode
positivo para o crescimento vegetal, e as condigfes i@ ser benéfica.
cultivo séo especificas para cada espécie. O numero médio de folhas (5,21) e o diametro médio
Em relacdo ao niumero médio de raizes e ao compils pseudocaule (2,28 mm) apresentado pelas plantulas
mento médio da raiz maiars valores médios obtidos fo- do tratamento T2 foram, respectivamente, 5% e 54% su-
ram 6,09 e 3,89 cm, respectivamente, para as plantulagpdoiores aos encontrados em plantulas do tratamento T4,
tratamento T2, o qual foi estatisticamente superior ae24,9% e 100% maiores que 0S menores parametros veri-
demais meios de culturagbela 2, Figura 2). Segundoficados, respectivamente nas plantulas dos tratamentos
George (1993), o escurecimento do meio de cultura prol eT3 (Tabela 2, Figura 2).

Tabela 2.Efeitos de diferentes meios de cultura na altura média da parte aérea, média da massa de matéria fresca total, nimero médio
de raizes e folhas, comprimento médio da raiz maior e didmetro médio do caule nos diferentes tratamentos apds 240 dias de cultivo
in vitro deCattleya harrisoniana

Parametros analisados T1 T2 T3 T4

Altura da parte aérea (cm) 3,37b 6,62 a 3,37b 4,28 b
Massa de matéria fresca total (g) 0,10b 0,37a 0,13 b 0,20 b
N° de raizes 3,70b 6,09 a 3,93b 4,54 b
Comp. da maior raiz (cm) 1,95b 3,89a 2,03b 247hb
N° de folhas 4,17b 521la 4,24 b 4,94 b
Didametro do pseudocaule (mm) 1,35b 2,28a 1,14b 1,48b

T1 = meio MS, T2 = meio MS acrescido de 2,5fgde carvao ativado, T3 = meio MS com a metade da concentracdo original de macro-
micronutrientes, T4 = meio MS com a metade da concentracao original de macro-micronutrientes e acrescido dé de26agvéio

ativado. Letras diferentes indicam variacao significativa entre os valores médios dos tratamentos para cada parametro nas linhas, segundo
teste de Tukey (P < 0,05).

1 cm

Figura 2. Plantulas d€attleya harrisonianapdés 240 dias de desenvolvimento em diferentes meios de cultura. T1 = meio MS, T2
=meio MS acrescido de 2,5 ¢ tle carvao ativado, T3 = meio MS com a metade da concentracao original de macro-micronutrientes,
T4 = meio MS com a metade da concentragao original de macro-micronutrientes e acrescido dede2%ag/Bo ativado.
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Diferentes respostas foram observadas no meio tinebosa(Rolfe) Chiron &/.P. Castro. Suzulgt al.(2010)
cultura e da concentracéo de carvao ativado empreganstataram er@attleya bicolorLindl. que o0 meio MS
da, dependendo da espécie utilizada. Lee & Lee (2008) o que promoveu aumento significativo do numero de
obtiveram resultados positivos na regeneracao de bifothas, das massas de matéria fresca e seca de caules e da
tos e raizes a partir de protocormoide€gpripedium massa de matéria seca de raizes. Esses resultados
formosanuntayata adicionando 1 g'lde carvao ati- contrastantes reforcam a teoria de que hd um meio de cul-
vado ao meio MS com ¥z da concentragéo de sais. Kata especifico para cada espécie de orquidea, ndo poden-
et al. (2004) observaram que a adicdo de *'gameio do generalizar um meio de cultura nem mesmo para espé-
Hyponex suplementado de 0,1 g de benziladenina e cies préximas filogeneticamente.
1-2 mg L* de thidiazuron promovia a formagé&o multipla .
de brotos em segmentos nodais Aaoectochilus CONCLUSAO

formosanudiayata, entretanto o crescimento era lento e Diante do exposto, percebe-se Qatleya forbesie

os caules ndo se alongavam. O ultimo comportamento E).' harrisoninadesenvolvem-se mais rapidamente em meio

revertido retirando-se os reguladores de crescimentoogsico de Murashige & Skoog (MS), ou seja, com forca
reduzindo para 0,5 g'la concentracdo de carvao ativad?otal de macro e micronutrientes e 2,5 §de carvio

adicionado. Shiaat al (2005) mostraram que o desen'ativado.

volvimento das plantulas ddaemaria discolorLindl.

era favorecido no me_io MS reduzido em metade da SUWSRADECIMENTOS

concentracdo de nutrientes e com a adicao de 2dg L

carvéao ativado. Ao Dr. Eduardo Pereira Cabral Gomes, do Nucleo de
Contrariamente, Pedroza-Manrique & Mican-GutierreP€squisa em Ecologia - Instituto de Botanica, pelo auxilio

(2006) verificaram que o carvéo ativado adicionado a trégAnalise Estatistica e na realizacéo do teste de Shapiro-

diferentes meios de cultura, incluindo o MS, n&o favordVilk. A fonte financiadora: Universidade Regional de
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