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RESUMO

A familia Orchidaceae apresenta mais de 25.000 espécies e outros tantos milhares
de hibridos. Objetivou-se com este trabalho realizar a propagacao in vitro de Catleya
violacea em meios de cultura alternativos a fim de obter desenvolvimento de plantas.
As sementes desta espécie foram semeadas em sete meios alternativos em frascos
contendo 100 mL de meio, todos acrescidos de fertilizante, acucar, agar e agua e pH
5,5. Os frascos foram mantidos em sala climatizada, durante o processo de
germinacao das sementes foram avaliados, a constituicdo do meio, velocidade de
germinacao e desenvolvimento dos protocormos. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, nas analises foram realizadas cinco repeticdes de cada
meio de cultura destes em quatro meios foram medidos 20 protocormos da base
foliar até a base caulinar. Os resultados foram avaliados pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. Apds 40 dias de semeadura os meios de cultura 2, 3 e 5 iniciaram o
processo de germinacdo. No meio 4 a germinacdo das sementes iniciou apés 50
dias e 0 meio 1 apds 60 dias. As sementes do meio 8 germinaram apds 5 meses e
as dos meios 6 e 7 ndo germinaram. As avaliacbes das plantulas foram realizadas
apos 5 meses da inoculagdo das sementes nos meios de cultura. Os meios de
cultura 3 e 4 foram superiores a testemunha, sendo que 0s meios 2 e 5
apresentaram o0s melhores resultados. Os meios 6 e 7 ndo propiciaram o
desenvolvimento de plantulas ao final do experimento.

PALAVRAS- CHAVE: Cultura de tecidos, Orquidaceae, Sementes.
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GERMINATION AND DEVELOPMENT Cattleya violacea Rolfe IN VITRO
CULTURE OF ALTERNATIVE MEANS.

ABSTRACT
The orchid family features more than 25,000 species and as many thousands of
hybrids. The objective of this work is to realize the in vitro propagation of Catleya
violacea in alternative culture media in order to get development plans. The seeds of
this species were seeded into seven alternative means into flasks containing 100 ml
of medium added every fertilizer, sugar, water and agar and pH 5.5. The vials were
kept in a room during the process of seed germination were evaluated, the
constitution of the medium, rapid germination and development of protocorms. The
design was completely randomized in the analysis were five repetitions of each
culture medium of these four media were measured 20 protocorms leaf base to the
base stem. The results were evaluated by the Tukey test at 5% significance level.
After 40 days of sowing culture media 2, 3 and 5 have begun to germinate. In the
middle of 4 seed germination started after 50 days and the medium 1 after 60 days.
The seeds of the medium 8 germinated after 5 months and media 6 and 7 did not
germinate. Evaluations of plantlets were performed after 5 months of seed
inoculation in the culture media. Culture media 3 and 4 were higher than the control,
and the means 2 and 5 showed the best results. The means 6 and 7 did not promote
the development of seedlings at the experiment
KEYWORDS: Tissue culture, Orquidaceae, seeds.

INTRODUCAO

Orquideas sdo encontradas numa variedade muito grande de habitats, em
guase todos os tipos exceto nos oceanos. Suas formas biol6gicas podem ser
aéreas, epifiticas, rupicolas e terrestres, podendo ser também foliculas, mirmecofilas
ou completamente subterraneas (SILVA & SILVA, 2010).

A orquidea Cattleya violacea é uma espécie epifita nativa, ndo endémica do
Brasil, pode ser encontrada em Estados das regibes Norte (Amazonas, Pard,
Rondbnia e Roraima), Centro-Oeste (Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais)
(BARROS et al., 2011). Cresce sobre troncos em mata de terra firme ou inundavel, é
uma planta bifoliada com folhas coriaceas, possui pseudobulbo oblongo e a
inflorescéncia sai da base das folhas e pode conter até cinco flores (LUIZ &
FRANCO, 2012).

Para as sementes de orquideas germinarem, necessitam fazer associacao
com fungos micorrizicos, 0os quais tem a capacidade de fornecer os nutrientes
necessarios para germinagdo das sementes (RASMUSSEN, 2002). Porém em 1922
0 pesquisador Lewis Knudson conseguiu germinar sementes de orquideas em meio
de cultura assimbiético. O meio de cultura Knudson (KC) esta entre os meios mais
utilizados na micropropagacao de plantas e conforme STANCATO et al., (2008) é
um meio de cultura mundialmente conhecido, empregado na micropropagacao de
orquideas epifitas e terrestres, proporcionando crescimento vigoroso a maioria das
espécies de orquideas, com pequenas concentracfes de macro e micronutrientes.

Segundo SU et al., (2012), meios de cultura alternativos sdo uma das
estratégias para reduzir os custos de producdo e serem técnicas viaveis para o
crescimento e desenvolvimento de orquideas, pela simplicidade de sua utilizacao.
Muitos autores utilizam polpa de frutas na micropropagacao de orquideas, como a
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polpa de banana (PASQUAL et al., 2009; VIEIRA, et al., 2009; SU et al., 2012),
polpa de tomate (BRAHM et al., 2006; STANCATO et al., 2008) e a agua de coco
em sua composi¢cdo (ARAUJO et al., 2006; KAUR & BHUTANI, 2012; MIRANDA et
al., 2014), visando aumentar a eficiéncia da propagacdo de orquideas in vitro e
tornar o meio de cultura mais acessivel economicamente.

SUZUKI et al., (2009), citam que existem varios estudos que visam melhorar a
propagacdo de orquideas e o dominio de seu cultivo, ja que muitas de suas
espécies estdo ameacadas de extincdo, preservando-as, evitando assim sua
extincao.

O trabalho objetivou avaliar o desempenho dos meios de cultura alternativos
em relagdo ao meio Knudson para germinacdo e desenvolvimento in vitro de
Cattleya violacea.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade do Estado de Mato Grosso— Campus de Alta Floresta —
MT. Foram utilizadas sementes de uma cépsula (fruto) da espécie de orquidea
Cattleya violacea.

A capsula foi brevemente esterilizada com hipoclorito de sodio (2,5%) durante
cinco minutos. Apds a capsula foi aberta na capela de fluxo laminar e retiradas as
sementes colocando-as em becker com 100 mL de agua destilada estéril com
hipoclorito a 0,5%. Os frascos utilizados para o cultivo in vitro foram do tipo pote com
capacidade de 500 mL fechados com papel aluminio, estes continham 100 mL de
meio. Todos os meios de cultura foram ajustados para pH 5,5 e autoclavados por 25
min a 120°C e 1,5 atm. As sementes desta capsula foram semeadas com auxilio de
uma seringa estéril em sete meios alternativos e um meio Knudson (1922) nos
frascos e foram fechados com esparadrapo micropore e vedados com filme plastico
PVC. Os frascos foram mantidos em sala climatizada acondicionados em prateleiras
de metal. Durante o processo de germinacdo das sementes foram avaliados, a
constituicdo do meio, velocidade de germinagdo e desenvolvimento dos
protocormos. Os meios utilizados estéo relacionados no quadro 1.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, nas
analises foram realizadas cinco repeticbes de cada meio de cultura. Destes em
qguatro meios foram medidos 20 protocormos da base foliar até a base caulinar com
auxilio de um paquimetro digital. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia por meio do programa SISVAR (FERREIRA, 2011), e as médias
submetidas ao teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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QUADRO 1. Composicdo dos meios de cultura alternativos e o Meio KC (Knudson
C. 1946). Alta Floresta, MT.

Componentes utilizados em todos 0os meios de cultura ma/L, g/L ou mL/L

Adubo B & G 39

Acucar 309

Agar 39
Meio 01

Banana 100 g
Meio 02

Banana 100 g

Carvao ativado 29
Meio 03

Agua de coco 200 mL
Meio 04

Suco de tomate 100 mL
Meio 05

Suco de tomate 100 mL

Carvao ativado 20
Meio 06

Agua de coco 200 mL

Carvao ativado 29
Meio 07

Suco de tomate 200 mL

Agua de coco 200 mL

MEIO 08 KC (Knudson C, 1946)

Sulfato de Amodnia — (NH4)2 SO4 5.1g

Sulfato de Magnésio — MgSO,. 7H,0 7449

Nitrato de Célcio — Ca(NO3)2. 4H2PO4 10g

Fosfato de Potassio — KH,PO,4 25¢g

Sulfato de Ferro — FeSOg4. 7H,PO,4 25¢

Sulfato de Manganés — MnSO,4. H,O 759

Glicose 10 g

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 40 dias de semeadura os meios de cultura com banana + carvao
ativado, agua de coco e suco de tomate + carvado ativado, iniciaram o processo de
germinacao. No meio contendo apenas suco de tomate a germinagédo das sementes
iniciou apods 50 dias e 0 meio contendo banana apos 60 dias. As sementes do meio
Knudson germinaram apés 150 dias e as dos meios com agua de coco + carvao
ativado e suco de tomate + agua de coco ndo germinaram. O meio Knudson,
segundo FERREIRA (2011), possibilitou a germinacdo das sementes de Cattleya
aurantiaca apos 30 dias de germinacdo. Para a orquidea Brassocattleya Pastoral
alba ‘Innocence’ em meio Knudson e B&G, ambos com e sem carvao ativado,
apenas o meio B&G possibilitou a germinacdo, desenvolvimento de protocormos e
plantulas apés 120 dias da semeadura (NASCIMENTO et al., 2010). O meio
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Knudson possibilitou a germinacao das sementes no referido trabalho apos 120 dias,
concordando com os resultados obtidos.

Percebe-se uma alta diferenca entre os resultados no periodo de germinacgao
em cada meio de cultura, evidenciando que a espécie reage de forma diferenciada,
tais resultados concordam com o que FORTES & PEREIRA (2001) afirmaram, os
mesmos mencionam que as técnicas de cultivo in vitro devem ser adaptadas para as
diferentes espécies, ja que, estas sao geneticamente diferentes, podendo apresentar
resultados diferentes sob as mesmas condigdes de cultivo.
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FIGURA 1. Tempo de germinacao (dias) de Cattleya violacea em diferentes
meios de cultura. Alta Floresta, MT.

Houve diferenca significativa entre os meios de cultura testados quanto ao
desenvolvimento (Tabela 1). Os meios de cultura contendo banana + carvao ativado,
agua de coco, suco de tomate e suco de tomate + carvao ativado foram superiores a
testemunha, sendo que o meio com suco de tomate + carvao ativado apresentou o
melhor resultado. Os meios acrescidos de agua de coco + carvao ativado e suco de
tomate + agua de coco nao propiciaram o desenvolvimento de plantulas ao final do
experimento.

TABELA 1. Avaliacdo do desenvolvimento de Cattleya violacea das plantulas apés 5
meses de germinacdo em cinco meios alternativos. Alta Floresta, MT.

Tratamentos Média do protocormo (mm)
Meio 1 - banana 0,55e
Meio 2 - banana e carvéo ativado 5,98 b
Meio 3 - 4gua de coco 4,04 c
Meio 4 - suco de tomate 2,21d
Meio 5 - suco de tomate e carvao ativado 6,95 a
Meio 6 - agua de coco e carvao ativado 0,00 e
Meio 7 - suco de tomate e 4gua de coco 0,00 e
Meio 8 - meio KC 0,00 e
Valor de F (%) 216,16~
DMS 0,91
CV (%) 15,73

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ** significativo pelo teste F a

5%. DMS: Diferenga minima significativa. C.V.: Coeficiente de variacéo.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.11 n.21; p.1144 2015



A provavel razdo para o meio 5 apresentar melhores resultados pode ser
decorrente da adicdo do tomate, sendo que este tem em sua composi¢ao diversas
substancias tais como manganés (0,07 mg), fosforo (20 mg), ferro (0,2 mg), célcio (7
mg), magnésio (11 mg), vitamina C (21,2 mg) entre outros elementos. O potassio é o
mais abundante com cerca de 222 mg em 100 gramas de tomate (NEPA- NUCLEO
DE ESTUDOS E PESQUISAS EM ALIMENTACAO, 2011). Este elemento ¢é
essencial na promocao da germinacédo e divisdo celular (FIGUEIREDO et al., 2007).
O meio de cultura com banana + carvao ativado foi o segundo melhor meio e
conforme a NEPA (2011) a banana apresenta em sua composi¢ao varios elementos,
assim como o tomate ela € rica em potassio com cerca de 376 mg em 100 gramas
de polpa e outros elementos como manganés (0,14 mg), fosforo (27 mg), ferro (0,3
mg), calcio (3 mg), magnésio (28 mg), vitamina C (5,9 mg). Os resultados citados
concordam perfeitamente com os resultados encontrados por BRAHM et al., (2006),
verificando que o meio alternativo contendo 60 g L™ de tomate se sobressaiu para o
crescimento e desenvolvimento in vitro da orquidea Schomburgkia sp., seguido pelo
meio contendo banana na mesma concentracao.

A polpa de banana, conforme SHIAU et al.,, (2002), foi excelente na
micropropagac¢do da orquidea Anoectochilus formosanus, adicionando 8% de polpa
de banana homogeneizada e 0,2% de carvdo ativado ao meio MS, contribuindo
principalmente em ganhos de massa fresca, com valor de 352% acima da
testemunha. Promoveu também bons resultados para a espécie Cattleya loddigesii
em meio de cultura Knudson para sua multiplicagdo in vitro, obtendo como dose
6tima a concentracdo de 128,42 g L™ de banana nanica (PASQUAL et al., 2009). Os
autores ainda citam o aumento da parte aérea da orquidea no meio de cultura KC
contendo 200 g L™ de polpa de banana e 6 g L™ de &gar. De acordo com VIEIRA et
al., (2009) o meio de cultura com 100 g L™ de polpa de banana em meio MS, foi
considerado um dos melhores meios em relagdo a matéria fresca in vitro do
cruzamento entre Cattleya labiata x Cattleya forbesii.

O carvao ativado junto a agua de coco influenciou negativamente a
germinacdo das sementes. ARAGAO et al., (2001), citam que 100 mL de &gua de
coco possui: 4,4 g de glicose; 0,37 mg de proteinas; 0,6 mg de fésforo; 175 mg de
potassio; 15,5 mg de calcio; 8,5 mg de magnésio; 10,5 mg de sddio; 0,06 mg de
ferro e 57 mg de vitamina C. Outros trabalhos relatam que o carvao ativado
beneficiou a germinacdo de algumas espécies de orquideas do género Catasetum
como C. saccatum (MIRANDA et al., 2013a), C. juruenense (MIRANDA et al., 2013b)
e C. spitzii (MIRANDA et al., 2013c), onde os meios de cultura acrescidos de carvao
ativado proporcionaram menor tempo de germinacdo das sementes e
desenvolvimento de protocormos na maioria dos pHs testados (4,5; 5,0; 5,5 e 6,0),
porém a quantidade utilizada de agua de coco foi a metade em todos os referidos
trabalhos.

Os resultados do meio com agua de coco + carvao divergem de SOARES et
al., (2013), os mesmos relatam que houve um bom crescimento da orquidea
Dendrobium nobile em meio de cultura alternativo em relacdo a testemunha,
verificando que a melhor concentracéo de agua de coco foi 200 mL L™, a mesma
quantidade utilizada nos meios de cultura contendo agua de coco. A agua de coco
na concentracdo de 100 mL L™ também foi benéfica para o maior desenvolvimento
in vitro de folhas da orquidea Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’
junto ao carvdo ativado (2g L™) em meio de cultura KC (ARAUJO et al., 2006).
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TOMAZ et al., (2001) relataram que o carvao ativado teve efeito negativo na
germinacado de embrides de citros de seleta vermelha. Neste estudo, os autores
observaram que o carvao ativado adsorve compostos que estdo envolvidos no
processo de germinacao. Parte dos meios de cultura alternativos apresentaram-se
melhores para a propagacédo de Cattleya violacea em relagdo ao meio Knudson,
constatando a eficiéncia de meios alternativos para propagacdo de espécies de
orquidaceas.

CONCLUSAO
Dentre os oito meios de cultura testados para germinacéo e crescimento
inicial de plantulas, o meio de cultura contendo 100 ml L™ de suco de tomate e 2g
L™ carvao ativado foi 0 mais satisfatério para tais variaveis.
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