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ABSTRACT - (In vitro germination and growth of Cattleya bicolor Lindley (Orchidaceae)). The technique of germinating
orchid seeds in vitro has been used since the beginning of the last century. Nevertheless, the available knowledge regarding
the nutritional composition of culture media that favor in vitro germination and growth of orchids is still scarce. Cattleya
bicolor is a Brazilian threatened orchid species and very little is known about its seed germination and growth in vitro. For
that reason, this study aimed at analyzing the influence of the culture medium on the in vitro germination of Cattleya bicolor
seeds, on the initial development of its protocorms until they form seedlings, and on seedling growth during the first twelve
months of in vitro culture. The results revealed that the Vacin & Went is the ideal culture medium for seed germination
and initial seedling development of Cattleya bicolor in vitro. It is recommended that after six months the seedlings be
transferred to MS or VW media, since they promote seedling development. They should be kept in one of those media until
acclimatization. These results are very important for the optimization of propagation techniques of Brazilian orchid species.
Key words: asymbiotic germination, in vifro culture, media culture, orchid

RESUMO - (Germinagdo e crescimento in vitro de Cattleya bicolor Lindley (Orchidaceae)). A germinacdo de sementes de
orquideas in vitro vem sendo utilizada desde o inicio do século passado. Apesar disso, o conhecimento disponivel a respeito
da composi¢do nutricional dos meios de cultura que favorecem a germinacgdo e o crescimento in vitro de orquideas ainda
¢ bastante escasso. Diante da ameaga de extin¢do da Cattleya bicolor e devido a escassez de conhecimento a respeito da
germinacao e do crescimento in vitro dessa espécie, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do meio de cultura
na germinagdo in vitro de suas sementes, no desenvolvimento inicial dos protocormos até a formagdo das plantulas, bem
como avaliar o crescimento das plantulas até os primeiros doze meses de cultivo in vitro. Os resultados mostraram que o
meio de cultura ideal para a germinagdo in vitro das sementes e para o desenvolvimento inicial das plantulas de Cattleya
bicolor é o de Vacin & Went. Recomenda-se que apds seis meses de cultivo as plantulas sejam transferidas para o meio
MS ou VW, que promovem o desenvolvimento das plantulas, e manté-las em um destes meios de cultura até o inicio da
aclimatizacdo. Tais informagdes sdo de grande importancia para a otimizagdo do processo de propagagao das espécies de
orquideas nativas do Brasil.

Palavras-chave: cultivo in vitro, germinagao assimbiotica, meios de cultura, orquidea

Introducio bastante lento e, conseqlientemente, a producdo de

novas mudas ¢ bastante demorada. As orquideas

As técnicas de cultivo in vitro, nas ultimas permanecem no estado juvenil por longo periodo
trés décadas, tém sido amplamente utilizadas até atingir a maturagdo, podendo levar de 3 a 10
tanto para a propagacgdo de orquideas quanto para anos para florescerem (Ferreira & Suzuki 2008). A
estudar aspectos fisiologicos relacionados ao germinag@o de sementes de orquideas na natureza ¢é
desenvolvimento vegetal. A despeito de sua natureza dependente da simbiose com fungos especificos para
herbacea, essas espécies apresentam crescimento cada espécie, e apenas cerca de 5% germinam nestas

Instituto de Botanica, Nicleo de Pesquisa Orquidario do Estado, Av. Miguel Stéfano 3687, 04301-902 Sao Paulo, SP, Brasil
Orquidério Orquidacea, Estrada Municipal de Itapema, 4415 Caixa Postal 06, 08900-970 Guararema, SP, Brasil
3. Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Fitotecnia, Rodovia Admar Gonzaga, Km 3, Itacorubi, 88034-001

[N

Florianépolis, SC, Brasil
4. Universidade Federal do Tocantins, Nucleo de Estudos Ambientais (Neamb), Caixa Postal 111, 77500-000 Porto Nacional, TO,
Brasil

5. Autor para correspondéncia: rogeriomsuzuki @yahoo.com.br



732 Hoehnea 37(4): 731-742, 4 fig., 2 tab., 2010

condigdes (Stoutamire 1964). Por essas razdes, as
técnicas de cultivo in vitro tornaram-se bastante uteis
para multiplicd-las mais rapidamente. Portanto, sob
o ponto de vista preservacionista, a utilizagdo dessa
ferramenta ¢ importante, pois possibilita a obtencao
de um grande numero de plantas em um tempo
relativamente curto e com alta qualidade fitossanitaria,
contribuindo, dessa forma, para a diminui¢ao do risco
de extingdo (Suzuki & Ferreira 2007).

Além disso, vale a pena destacar que a cultura de
tecidos ¢ uma técnica de fundamental importancia,
tanto no melhoramento genético de plantas, como
na obtencdo de plantas sadias, sendo de grande
interesse para a obten¢do em larga escala de mudas
geneticamente idénticas que dardo origem a plantas
com as caracteristicas selecionadas e desejadas, fato
este de grande relevancia para a melhoria da producao
das diferentes culturas, presentes na agricultura
(Andrade 2002).

A germinacao de sementes de orquideas in vitro
vem sendo realizada desde o inicio do século passado,
quando Knudson em 1922 descreveu a germinacao
das mesmas em meio de cultura asséptico, na auséncia
de fungos. Por meio dessa técnica, sementes oriundas
de plantas-matrizes adultas crescendo em ambiente
natural ou em colecdes vivas sdo utilizadas como
fonte de propagulos. Embora a técnica seja utilizada
ha quase um século e varios pesquisadores tenham
recorrido a germinagdo in vitro para multiplicar
espécies de orquideas (Rasmussen 1995, Shiau et
al. 2005, Stewart & Kane 2006), o conhecimento
disponivel a respeito da composicdo nutricional
que favorece a germinagdo e o crescimento in vitro
de orquideas ainda ¢ bastante escasso. Os meios de
Knudson (1946), Vacin & Went (1949) e Murashige
& Skoog (1962) sdo alguns dos mais utilizados no
cultivo in vitro.

Cattleya bicolor Lindley € uma espécie endémica
do Brasil, e de acordo com Braem (1984) possui
como caracteristicas: presenca de pseudobulbos
finos, com pouco tecido de estocagem de agua, duas
folhas oblongo-lanceoladas, como outras catléias
bifoliadas e flores com pétalas espessas e espatuladas.
A inflorescéncia possui de duas a dez flores
perfumadas, uniformemente brilhantes e a coloragdo
varia de verde palido ou oliva a uma tonalidade cobre-
marrom, podendo apresentar pintas verde-marrom.
O labelo consiste de um lobo simples, sendo esta
caracteristica dominante e transmitida a sua progénie,
tornando pelo menos parte do parentesco nitidamente
detectavel; sua coloragdo varia do vermelho a rosa,

algumas vezes emergindo da extremidade a cor
branca. Devido as caracteristicas de coloragdo e
estrutura, o labelo parece exibir uma aparéncia de
textura aveludada.

A beleza de suas flores pode ter impulsionado a
sua procura na natureza. Além disso, o ciclo de vida
altamente especializado das orquideas e a crescente
destrui¢do das florestas, tanto para expansdo
agropecudria quanto para o avan¢o da area urbana
das cidades (Ferreira & Suzuki 2008), possivelmente
contribuiram para a inclusdo da Cattleya bicolor na
categoria de espécie da flora vulneravel a extin¢ao no
Estado de Sao Paulo (Barros 2007).

Diante da ameaca de extingdo desta espécie de
orquidea e a escassez de conhecimento a respeito
de sua germinacdo e crescimento in vitro, este
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do
meio de cultura na germinagdo in vitro de sementes
e no desenvolvimento inicial dos protocormos de
Cattleya bicolor até a formagdo das plantulas, bem
como analisar o crescimento dessas plantulas apos o
primeiro ano de cultivo in vitro.

Material e métodos

O experimento foi realizado no laboratério de
cultivo in vitro do Nucleo de Pesquisa Orquidario do
Estado. Foram utilizadas como material de estudo
plantas de C. bicolor selecionadas previamente para
polinizacao cruzada, pertencentes a colecao cientifica
“Frederico Carlos Hoehne” do referido nucleo do
Instituto de Botanica de Sao Paulo.

As sementes foram retiradas de frutos maduros,
ou seja, oito meses apos a polinizagdo das flores,
e armazenadas a 4°C, durante cerca de 24 h para a
semeadura in vitro. As sementes foram embebidas em
agua destilada durante 30 minutos e a desinfestagdo
foi realizada por meio da imersdo das sementes
em solucdo de 15% (v/v) de hipoclorito de sodio
comercial (2%-2,5% de cloro ativo) durante dez
minutos, sob constante agitacdo. Em seguida, com o
auxilio de uma micropipeta e ponteiras esterilizadas,
a solucdo de hipoclorito foi retirada e as sementes
lavadas trés vezes em agua destilada e esterilizada.
Foram entdo inoculadas em trés meios de cultura:
o meio VW Vacin & Went (1949), modificado pela
substituicdo do Fe (C,H,0,), pelo Fe-EDTA, o
meio Murashige & Skoog (1962) e o meio de KC
Knudson C (1946) (tabela 1), todos suplementados
com 2% de sacarose e micronutrientes do meio MS,
e geleificados com 0,4% de agar bacteriologico. O
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Tabela 1. Composicao dos nutrientes dos meios de cultura utilizados para a germinagao assimbidtica de sementes, desenvolvimento
inicial e crescimento de plantulas de Cattleya bicolor e comparagdo com o meio P723.
Table 1. Macronutrient composition of germination media used for the asymbiotic seed germination, early development, and seedlings

growth of Cattleya bicolor, and comparison with P723 media.

Knudson C Murashige & Vacin & P723
Nutrientes (1946) Skoog (1962) Went (1949) PhytoTechnology Orchid
(KC) mM (MS) mM (VW) mM Seed Sowing Medium mM
Amonia (NH,") 7,57 20,62 7,57 515
Nitrato (NO,) 8,47 39,43 5,20 9,85
Fosfato (PO,™) 1,84 1,25 3,13 0,31
Potassio (K) 1,84 20,06 6,97 5,62
Sulfato (SO, ™) 4,84 1,50 4,90 0,71
Calcio (Ca™) 4,24 3,01 1,93 0,75
Magnésio (Mg™) 1,02 1,50 1,02 0,62
Cloro (CI) - 6,03 - 1,50
Nitrogénio total 16,04 60,06 12,77 15,00
Relagdo NH,":NO; 0,89 0,52 1,46 0,52

sulfato de manganés foi adicionado separadamente
ao meio KC devido a menor concentracdo desse
micronutriente na composi¢ao desse meio de cultura.
Todos os componentes utilizados possuiam grau de
pureza para analise (P.A.).

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8
+ 0,05, anteriormente a adi¢do de 0,4% de agar. Apds
a homogeneizacao, foram distribuidos em frascos de
vidro de 200 mL, sendo que em cada frasco foram
colocados 40 mL de meio de cultura. A esterilizagao
dos meios foi realizada em autoclave a 120°C e 1,3
atm durante 15 minutos.

O delineamento experimental utilizado foi
o Inteiramente casualizado, constando de trés
tratamentos (meios de cultura), representados
por repeticdes (trés frascos de cultivo) para cada
tratamento, os quais foram mantidos em sala de cultura
com temperatura média de 25 £ 2 °C, fotoperiodo de
12 horas e intensidade luminosa de aproximadamente
20 umol m? s obtida com lampadas fluorescentes.

Vinte e cinco dias apo6s a inoculacao das sementes
foi realizada a andlise da taxa de germinacdo
(germinabilidade), obtendo-se a percentagem de
sementes germinadas e ndo germinadas, a partir da
retirada de trés amostras de cada um dos frascos
dos diferentes meios de cultura, realizada por meio
da adi¢do de 3 mL de agua esterilizada, posterior
homogenizagdo e coleta de trés amostras de 1 mL
contendo as sementes para analise.

Cada amostra foi depositada sobre uma
lamina quadriculada e todas foram analisadas em
estereomicroscopio, totalizando aproximadamente
3.500 sementes para cada tratamento. Foram
consideradas germinadas as sementes com embrido
intumescido e clorofilado, caracteristicas do estadio
de protocormo nas orquideas. Os dados referentes
a percentagem foram transformados em arcsen (X +
10)"2 e submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
seguido do teste de separacdo das médias de Tukey
em nivel de 5% de significancia.

Apos 120 e 180 dias da inoculagdo das sementes,
cerca de 500 protocormos de cada tratamento
(aproximadamente 170 protocormos de cada frasco),
foram retirados e avaliados quanto as diferentes fases
do desenvolvimento inicial. Esse método foi o mesmo
utilizado por Suzuki et al. (2009), sendo considerados
quatro estadios distintos de desenvolvimento: a)
estadio 1 = protocormo intumescido clorofilado, b)
estadio 2 = protocormo com formagdo da primeira
folha, c) estadio 3 = protocormo com duas ou mais
folhas, d) estdgio 4 = plantula com folhas e uma ou
mais raizes.

Para o estudo sobre o crescimento inicial das
plantas, foram utilizadas plantas com 180 dias
de cultivo apés a inoculagdo das sementes, que
possuiam o mesmo comprimento (I £ 0,2 cm de
altura, medida da base do caule até a extremidade
da folha maior). Estas plantas foram transferidas
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para frascos de cultura de 400 mL contendo 80 mL
de meio para cada tratamento (os meios VW, MS ¢
KC), e mantidas nas mesmas condigdes ambientais
citadas anteriormente. Para cada tratamento foram
utilizados trés frascos (repeti¢des) contendo quinze
plantulas. Ao final de mais seis meses de cultivo
quarenta plantas de cada tratamento foram retiradas
aleatoriamente e analisadas em relacdo ao numero
médio de folhas e raizes formadas, quanto ao
comprimento caulinar médio, sendo considerada
a medida da base do caule até a extremidade da
maior folha, comprimento médio da maior raiz, além
da média das massas de matéria fresca e seca das
porgdes caulinar e radicial, separadamente. A massa
de matéria seca foi mensurada apos os caules e raizes
terem sido mantidos em estufa a 60 °C, até a obtencdo
de massa constante.

Para cada pardmetro de crescimento analisado
foi realizado tratamento estatistico a partir da analise
de variancia (ANOVA), seguido do teste de separagio
das médias utilizando-se o teste de Tukey em nivel de
5% de significancia.

Resultados e Discussao

O inicio da germinacdo das sementes de C.
bicolor foi verificado cerca de quinze dias apos a
inoculagdo das mesmas nos diferentes meios de
cultura. Neste trabalho a contaminacao foi 5,5%. Os
resultados da germinabilidade foram apresentados
na tabela 2. O maior percentual de germinagdo foi
verificado no meio VW (66,8%), enquanto que no
MS foi de 60,8% e no KC de 48,5%. Tais resultados
foram diferentes daqueles encontrados por Suzuki
et al. (2009) para Hadrolaelia tenebrosa ¢ Kohl
(1962) para diferentes espécies de Cymbidium que
observaram maior germinacdo nos meios KC. Isso
mostra que as respostas germinativas podem variar

consideravelmente entre diferentes gé€neros e até
mesmo entre espécies de um mesmo género.

No trabalho de Dutra ef al. (2008) ao estudar
a influéncia de diferentes fotoperiodos, meios de
cultura, incluindo KC, VW e AMS (MS reduzido
a metade da concentragio de nutrientes), e
geleificacdo ou nao destes meios, na germinagdo e
crescimento inicial de Bletia purpurea verificaram
que ndo houve diferenca significativa em termos de
germinabilidade a qual variou de 96,3% a 100% nos
diferentes tratamentos utilizados. Para Cyrtopodium
punctatum, Dutra et al. (2009) utilizando os mesmos
tratamentos do trabalho anterior, observaram que o
VW foi um dos meios de cultura que proporcionou a
maior percentagem de germinagdo, cujo valor foi de
26,1%, quando comparados aos meios 2MS e KC,
com percentuais de germinacdo de 12,1% e 10%,
respectivamente.

A maior percentagem de germinagdo de
sementes observada em C. bicolor no meio VW
fortalece a proposta de Gamborg (1970) de que a
presenga de amonia ¢ mais eficiente na germinagao
de sementes de orquideas do que o nitrato, pois VW ¢
0 meio que apresenta a maior relagdo amonia:nitrato
(1,46), quando comparada a dos meios KC e MS
cujos valores sdo de 0,89 e 0,52 respectivamente
(tabela 1). Os resultados aqui apresentados também
estdo em consonancia com aqueles apresentados
por Ichihashi e Yamashita (1977), que verificaram
que sementes de Bletilla striata t€ém preferéncia por
baixas concentragdes de nitrogénio inorganico e pela
forma reduzida amonia (NH4"), e pelos detectados
por Rasmussen (1995) em Dactylorhiza majalis, que
observouuma redugdo na percentagem de germinagao
das sementes desta espécie quando se aumentava
a concentracdo de nitrato no meio de cultura. Mais
recentemente, Kauth et al. (2006), observaram em
Calopogon tuberosus que os meios de cultura com

Tabela 2. Germinabilidade média de sementes de Cattleya bicolor obtida vinte e cinco dias apds a semeadura in vitro. Letras diferentes
apresentam variagdo significativa entre os tratamentos, segundo teste de Tukey (P < 0,05) (n = 3500).

Table 2. Seed germination average percentage of Cattleya bicolor twenty and five days after in vitro sowing. Different letters are
significantly different, according to the Tukey test (P < 0,05). (n = 3500).

Meios de cultura

Germinabilidade (%)

KC - Knudson
MS - Murashige & Skoog

VW - Vacin & Went

48,5b
60,8 ab

66,8 a
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maior propor¢ao de amonia em relagao ao nitrato sao
mais eficazes para a germinagdo das sementes desta
espécie de orquidea.

Todos estes resultados evidenciam que a escolha
do meio de cultura ¢ extremamente importante para
o sucesso da germinagdo de sementes de orquideas
(Suzuki et al. 2009). Além disso, as respostas
germinativas possivelmente variam de uma espécie
para outra, nao havendo outra op¢ao senao a de estudar
a melhor composicao nutricional para cada espécie,
principalmente aquelas ameagadas de extingao, com
a finalidade de proporcionar a multiplicacdo de um
maior numero de plantas e deste modo garantir a
conservagao das espécies.

Os resultados do experimento sobre o
desenvolvimento inicial dos protocormos apés 120
dias de semeadura in vitro, nos diferentes meios
de cultura sdo mostrados na figura 1A. E possivel
notar que aproximadamente 50% dos protocormos
no meio KC encontravam-se no estadio 2, enquanto
que 31,7% estavam no primeiro estadio e 18,3% no
terceiro estadio. Com relagdo as sementes inoculadas
no meio MS, 39,7% dos protocormos permaneceu no
primeiro estadio de desenvolvimento, sendo que os
estadios 2 e 3 representaram respectivamente 38,8%
e 21,5% dos protocormos em desenvolvimento. No
meio VW 38,8% dos protocormos estavam no estadio
2, e 37,1% e 23,5% representaram os estadios 1 e 3
respectivamente.

A andlise de desenvolvimento inicial realizada
apos sete semanas por Stewart & Kane (2006) em
sementes de Habenaria macroceratitis, mostrou
que no meio VW havia maior propor¢do de
plantulas, ou seja, em estadios mais avangados do
processo de desenvolvimento dos protocormos
comparativamente aos meios KC e MS. Resultados
semelhantes para o meio VW foram encontrados
por Suzuki et al. (2009) estudando a germinagao
de sementes e o desenvolvimento de plantas de
H. tenebrosa. Em C. bicolor, aos quatro meses de
cultura, nenhum meio de cultura promoveu de forma
acentuada o desenvolvimento, embora os meios KC
e VW tenham sido mais eficazes favorecendo uma
maior percentagem de protocormos nos estadios 2 e
3 (figura 1A).

Os resultados do desenvolvimento inicial dos
protocormos, decorridos 180 dias da semeadura
in vitro, sdo mostrados na figura 1B. O meio KC
apresentou protocormos e plantas em todas as fases de
desenvolvimento, sendo que a maior parte (69,9%) no
estadio 4. No meio MS, os protocormos apresentaram

distribui¢do semelhante entre os estadios 2, 3 e 4,
respectivamente 32,8; 30,6% e 26,2%. No meio VW,
as plantulas (97,1%) estavam em maior percentagem
no estadio 4. Comparando-se com 0s outros meios
de cultura testados, o VW apresentou-se com
percentagem de plantulas no estddio 4 bastante
superior aos demais, demonstrando que este meio
estimula de forma mais eficaz o desenvolvimento das
plantulas, logo apos a germinacao das sementes.

Dutra et al. (2008) verificaram que plantulas
de Bletia purpurea cultivadas in vitro atingiram o
estadio de plantula com duas folhas mais rapidamente
quando as sementes foram inoculadas no meio VW.
Por outro lado, Dutra et al. (2009) observaram que
em Cyrtopodium punctatum, o estadio mais avangado
(plantulas com folhas) e a promog¢ao do alongamento
caulinar, foram obtidos nos meios P723 (tabela 1)
e 2MS. Enquanto o meio VW apresentou plantulas
com dois primordios foliares (estddio menos
desenvolvido), no meio KC nao foi sequer observado
a formacdo de plantulas. O maior percentual de
plantulas de C. bicolor com folhas e raizes (estadio
4) aos seis meses no meio VW (97,1%) foi superior a
verificada em outra espécie epifita presente na Mata
Atlantica, H. tenebrosa, em que a maior percentagem
se encontravano estadio 3 (77%) e o restante (23%) no
estagio 4 (Suzuki et al. 2009). Esta diferenca entre as
duas espécies se deve ao crescimento mais rapido das
plantas de C. bicolor, quando comparadas aquelas de
H. tenebrosa. Diferentemente, os estudos realizados
por Stewart & Kane (2006), mostraram que o meio
MS foi o que proporcionou o desenvolvimento mais
rapido dos protocormos de Habenaria macroceratitis
quando comparado aos outros meios.

Muitos pesquisadores relatam que a presenca
de nitrogénio inorganico no meio de cultura pode
limitar a germinag@o e o desenvolvimento inicial de
plantulas, possivelmente porque algumas espécies de
orquideas inicialmente sdao deficientes das enzimas
associadas ao metabolismo do nitrogénio, como por
exemplo, a nitrato redutase, impedindo, desta forma
que utilizem o nitrato presente no meio de cultura
(Raghavan & Torrey 1964, Van Waes & Debergh
1986, Rasmussen 1995).

No casode C. bicolor, a germinagao das sementes
e o desenvolvimento pos-germinativo das plantulas
nos meios de cultura testados, podem indicar que esta
espécie possui capacidade de produzir precocemente
as enzimas necessarias para a assimilacdo do
nitrogénio, ou ainda que a concentragdo de amodnia
nos meios utilizados seja adequada para a germinagao
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Figura 1. Efeitos de diferentes meios de cultura no desenvolvimento inicial de protocormos de Cattleya bicolor A) cento e vinte dias
apos a semeadura in vitro e B) cento e oitenta dias ap6s a semeadura in vitro. Estadio 1 = protocormo intumescido clorofilado, estadio 2
= protocormo com formacgao da primeira folha, estadio 3 = protocormo com duas ou mais folhas, estadio 4 = plantula com folhas e uma
ou mais raizes. (n = 500)

Figure 1. Effects of different culture media on the initial development of Cattleya bicolor protocorms. (A) 120 and (B) 180 days after

in vitro seed inoculation. Stage 1 = chlorophylled swelled protocorm, stage 2 = protocorm exhibiting the first leaf, stage 3 = protocorm
with two or more leaves, stage 4 = seedling with leaves and one or more roots. (n = 500)
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e o desenvolvimento posterior das plantulas, até que
sejam capazes de assimilar o nitrogénio na forma
de nitrato. Interessantemente, os meios VW e KC
que apresentaram maior percentagem de plantulas
no estadio 4, possuem também a maior relagdo de
amonia:nitrato, comparativamente ao meio MS
(tabela 1, figura 1B). Além disso, ambos ndo possuem
cloro, apresentam menor concentra¢ao de nitrogénio
e maior concentracdo de sulfato em sua composi¢ao,
comparativamente ao meio MS (tabela 1).

Aanaliseconjuntasobreagerminagaodesementes
e o estudo do desenvolvimento inicial mostrou que
o meio de cultura que promoveu de maneira mais
eficaz estes dois processos foi 0 meio VW. E possivel
que por se tratar de uma espécie epifita que habita
naturalmente locais com disponibilidade limitada
de recursos o meio VW tenha favorecido melhores
respostas exatamente por ser aquele com menores
concentragdes de macronutrientes. E possivel que
elevadas concentragdes de macronutrientes causem
toxidez a C. bicolor.

Apoés seis meses de cultivo, verificou-se que
o comprimento do caule foi significativamente
maior em plantas incubadas no meio VW (2,3 cm),
seguido do meio KC (2,1 cm) e do meio MS (1,8
cm), conforme pode ser verificado na figura 2A.
Em relacdo ao crescimento das raizes, observou-
se que as plantas cultivadas no meio KC possuiam
raizes de 2,4 cm significativamente superiores ao
comprimento verificado nos demais tratamentos, MS
e VW, cujos valores encontrados foram de 2,1 cm e
1,9 cm, respectivamente.

Estes resultados sdo bastante contrastantes aos
obtidos por outros autores com outras espécies de
orquideas em relagdo ao comprimento de caules
e raizes. Ferreira (2003) nao encontrou diferencas
significativas entre os meios MS e VW para o
crescimento caulinar de Dendrobium Second Love.
Rego-Oliveira & Faria (2005) verificaram em
Catasetum fimbriatum que o meio MS promoveu
o crescimento caulinar e radicial, em relagdo aos
meios KC e VW; em Cyrtopodium paranaensis
o comprimento do caule também foi promovido
quando as plantas foram incubadas no meio MS,
entretanto o tamanho das raizes foi estimulado
no meio KC. Suzuki et al. (2009) nao observaram
diferencgas significativas entre esses mesmos meios
de cultura para o parametro comprimento caulinar,
mas o crescimento das raizes foi significativamente
estimulado no meio VW.

Analisando-se  0s

resultados  apresentados

na figura 2B ¢ possivel verificar que o meio MS
foi o mais eficiente para a producdo de folhas em
C. bicolor do que o meio KC (8,1 e 7,4 folhas,
respectivamente). Com relagdo as raizes, nao
foram observadas diferencas significativas entre
os meios de cultura utilizados, o nimero de raizes
variou entre 4 (KC) e 4,4 (MS e VW). Suzuki et al.
(2009) observaram que em plantas de H. tenebrosa
os meios MS e VW foram os que proporcionaram a
producdo de um maior niimero de folhas (6,7 e 6,1,
respectivamente), enquanto que a formagao de raizes
foi mais eficaz no meio VW. Rego-Oliveira & Faria
(2005) observaram maior quantidade de raizes em
Catasetum fimbriatum no meio MS, enquanto que em
Cyrtopodium paranaensis o maior numero de raizes
foi obtido no meio KC.

No que diz respeito a massa da matéria
fresca dos caules, observou-se que o meio MS foi
significativamente favoravel (76,6 mg) seguido pelos
meios VW (73,3 mg) e KC (57,1 mg). Por sua vez, as
raizes apresentaram massa fresca maior em plantulas
cultivadas sob o meio VW (49,6 mg), seguida do meio
MS (42,6 mg). O meio KC produziu raizes de menor
matéria fresca (38,1 mg). Os resultados obtidos para a
massa de matéria seca das plantas de C. bicolor apds
180 dias de cultivo in vitro (figura 3B) mostraram
que os caules apresentaram significativamente maior
matéria seca nos meios MS (5,4 mg) e VW (5,8
mg) comparativamente ao meio KC (4,6 mg). Para
as raizes, o meio MS (4,2 mg) foi o que promoveu
significativamente o maior acumulo de matéria seca
em relacdo aos meios KC (3,5 mg) e VW (3,7 mg).

Rego-Oliveira & Faria (2005), estudando o
cultivo in vitro de Cyrtopodium paranaensis, também
detectaram que o meio MS foi o mais favoravel para
o acimulo de matéria seca caulinar. Entretanto,
em Catasetum fimbriatum o melhor resultado foi
observado no meio KC. No que diz respeito a
massa seca radicial, esses autores verificaram que
o meio VW e o MS foram os mais favoraveis para
Cyrtopodium paranaensis e Catasetum fimbriatum,
respectivamente. No caso da espécie H. tenebrosa,
Suzuki et al. (2009) observaram que o maior acimulo
de matéria seca caulinar ocorreu no meio MS,
enquanto que o VW favoreceu significativamente
o acimulo de massa de matéria seca das raizes,
sendo que para este ultimo pardmetro o meio MS foi
extremamente inibitorio.

Para melhor entender os resultados apresentados
em relacdo ao crescimento inicial das plantas de
C. bicolor nas condi¢des do presente estudo, ¢é
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Figura 2. Efeitos de diferentes meios de cultura no comprimento médio de caules e da raiz maior (A) e no numero de folhas e raizes
(B) de Cattleya bicolor apos 180 dias de cultivo in vitro. Barras seguidas de letras diferentes apresentam variagao significativa entre os
tratamentos, segundo teste de Tukey (P < 0,05). Barras seguidas de “ns” ndo apresentaram variagao significativa entre os tratamentos. (n
= 40).

Figure 2. Effects of different culture media on average of shoot and longest root length (A) and on the number of leaves and roots (B) of
Cattleya bicolor after 180 days of in vitro culture. Vertical bars with different letters are significantly different, according to the Tukey (P
< 0.05). Vertical bars with “ns” did not show significant variation between treatments. (n = 40).
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Figura 3. Efeitos de diferentes meios de cultura sobre o acumulo médio da massa de matéria fresca (A) e seca (B) de caules e raizes

de Cattleya bicolor ap6s 180 dias de cultivo in vitro. Barras seguidas de letras diferentes apresentam variagdo significativa entre os
tratamentos, segundo teste de Tukey (P < 0,05). (n = 40).

Figure 3. Effects of different culture media on average increase of shoot and root fresh matter (A) and on dry matter (B) of Cattleya
bicolor after 180 days of in vitro culture. Vertical bars with different letters are significantly different, according to the Tukey test (P <
0.05). (n = 40).
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Figura 4. Morfologia geral das plantas de Cattleya bicolor cultivadas in vitro durante 180 dias nos meios KC, MS e VW. Escala = lcm.

Figure 4. General morphology of Cattleya bicolor plants cultivated in vitro for 180 days in the KC, MS and VW medium. Bars = lcm.

importante analisar os meios de cultura utilizados
sob o ponto de vista dos macronutrientes nitrogénio,
fosforo e potassio. Embora na maioria dos meios de
cultura o nitrogénio, sob a forma de amdnia, esteja
presente em menores concentragdes que sob a forma
de nitrato, alguns eventos morfogenéticos dependem
da presenca deste ultimo. Por exemplo, de modo
geral o crescimento radicial ¢ inibido pela presenga
de amoénia e promovido pelo nitrato (George et al.
2007). O comprimento das raizes de C. bicolor no
meio VW (figura 1A), que apresenta a maior relagdo
nitrato:amonia (tabela 1), reforca esta observacgdo
generalizada.

Emmuitas espéciesambas as formas de nitrogénio
(nitrato e amonia) sdo utilizadas na composicao de
diferentes meios de cultura. Para o crescimento in
vitro de plantulas de algumas espécies de Cymbidium
e Cattleya, o crescimento foi favorecido quando
a composi¢do de amoénia era superior (Curtis &
Spoerl 1948). Contrariamente, para Bletilla striata,
a presenca de maior teor de nitrato favorecia o
crescimento, quando este compreendia cerca de 90%
da concentracdao de anions no substrato (Ichihashi &
Yamashita 1977, Ichihashi 1978).

Possivelmente, C. bicolor apresenta capacidade
de assimilar ambas as formas de nitrogénio, uma vez
que pequenas diferencas foram observadas entre os
meios MS e VW, com relacdo ao desenvolvimento
das plantulas. O meio MS foi favoravel para a
formacao de folhas (figura 2B), a massa de matéria
fresca caulinar (figura 3A) ¢ a massa de matéria seca

radicial (figura 3B). E importante salientar que esse
meio possui a maior concentragao total de nitrogénio
e a maior concentragao relativa de nitrato em relacdo
aamonia (tabela 1). O meio VW foi o mais eficaz para
o crescimento caulinar (figura 2B), para o acimulo
de massa de matéria fresca radicial (figura 3A) e
para o acumulo de massa de matéria seca caulinar
(figura 3B); ele contém a menor concentragio total
de nitrogénio (12,77 mM) e a maior concentragdo
relativa de amonia em relagdo ao nitrato (1,46)
(tabela 1), dentre os meios de cultura testados. A
figura 4 apresenta plantas apos 180 dias de cultivo
nos diferentes meios de cultura.

Outro fator que deve ser considerado, é que a
provavel concentragao insuficiente de fosfato no meio
MS, conforme as opinides de MacCarthy ez al. (1980)
e Bister-Miel et al. (1985) deferidas em relagdo ao
cultivo in vitro de Carmine pratensis ¢ Catharanthus
roseus, respectivamente, ndo foi limitante para C.
bicolor, provavelmente devido ao crescimento mais
lento desta espécie de orquideas em relacdo aquelas
herbaceas estudadas pelos referidos autores.

Ainibi¢ao no acimulo de massa de matéria fresca
e de matéria seca em caules e raizes de C. bicolor
observado no meio KC (figura 3% B) poderia ser
resultante da reduzida concentragdo de potassio neste
meio de cultura (tabela 1), pois Lavee & Hoffman
(1971) verificaram em cultura de calos de macieira
que concentracdes de 1,4 mM eram insuficientes para
o crescimento vigoroso deste material.
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho,
recomenda-se a utilizagdo do meio VW para a
germinacdo das sementes € o crescimento inicial
de Cattleya bicolor. Posteriormente, antes da fase
de aclimatizagdo, ¢ interessante a transferéncia das
plantulas para o meio MS ou VW, uma vez que
eles promovem maior crescimento. Dessa forma,
por volta de 360 dias apos a semeadura, as novas
plantas estariam melhor preparadas para responder
as fortes mudangas impostas pela transferéncia para
o ambiente ex-vitro.
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