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RESUMO: (Germinagdo de sementes e desenvolvimento in vitro de plantulas de Cattleya loddigesii Lindl. (Orchidaceae)).
A familia Orchidaceae esta entre as mais ameagadas do mundo e Cattleya loddigesii Lindl. encontra-se em franco declinio nas
florestas do estado de Sao Paulo. O presente trabalho analisou a influéncia de diferentes meios de cultura na germinagao e no
desenvolvimento in vitro de Cattleya loddigesii. Foram utilizados os meios Knudson C (KC), Vacin & Went (VW), Murashige
& Skoog (MS), e 0o meio MS com metade da concentragdo de nutrientes (MS/2), todos suplementados com 2% de sacarose e
micronutrientes do meio MS. Foram avaliados a percentagem de sementes viaveis, por meio do teste de tetrazolio, a percentagem
de sementes germinadas, o desenvolvimento inicial e o crescimento de plantas apos 180 e 360 dias. A analise da viabilidade
mostrou que aproximadamente 68% das sementes estavam vidveis. Vinte dias ap6s os primeiros indicios da germinagao, o
meio MS proporcionou a maior percentagem de germinagao (77%). No desenvolvimento inicial, verificou-se ap6s 180 dias de
cultivo in vitro que os meios VW e KC proporcionaram maior quantidade de plantulas com folhas e a0 menos umaraiz (93 e
91%, respectivamente), porém muitas plantulas morreram. A analise de desenvolvimento aos 540 dias mostrou que as plantas
cultivadas nos meios MS e MS/2 apresentaram maiores massas de matéria fresca e seca da por¢ao caulinar e mais folhas, por-
tanto gerando plantas mais vigorosas. Deste modo, verificou-se promogao diferencial dos meios de cultura em fases distintas
do desenvolvimento de C. loddigesii.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, meios de cultura, orquidea.

ABSTRACT: (In vitro seed germination and seedling development of Cattleya loddigesii Lindl. (Orchidaceae)). The orchid
family is among the world’s most endangered and Cattleya loddigesii Lindl. is in decline in the forests of the State of Sao Paulo.
This study examined the influence of different culture media on germination and in vitro development of Cattleya loddigesii.
Knudson C (KC), Vacin & Went (VW), Murashige and Skoog (MS), and MS media with half the concentration of nutrients
(MS/2) were tested and compositions were supplemented with 2% sucrose and MS micronutrients. The percentage of viable
seeds by tetrazolium test, the percentage of germinated seeds, the initial development and growth of plants after 180 and 360
days were the parameters evaluated. The viability test showed that approximately 68% of seeds were viable. Twenty days after
the first signs of germination, the MS media yielded the highest germination percentage (77%). In the early development, after
180 days of'in vitro culture the KC and VW media resulted in the largest number of seedlings with at least one leaf and root (93
and 91%, respectively), although many seedlings have died. At 540 days, the development analysis showed that plants in MS
and MS/2 media presented higher fresh and dry masses of stem and highest number of leaves as well, producing more vigorous
plants. Therefore, there was differential promotion of culture media at different stages of development C. loddigesii.

Key words: /n vitro culture, culture media, orchid.

INTRODUCAO trada no Sudeste do Brasil, em altitudes de 600 a 900 m.
Apresenta folhas elipticas de até 16 cm de comprimento,
pseudobulbos cilindricos, sendo que cada inflorescéncia
pode suportar até oito flores, que exalam um distinto
perfume ao entardecer (Braem 1984). As flores possuem
coloragdo que varia da tonalidade lavanda claro ao es-

curo, coerulea ou branca, podendo apresentar pequenas

As orquideas compreendem uma das familias vegetais
mais diversas do mundo, sendo a familia Orchidaceae
composta por aproximadamente 800 géneros ¢ 24.500
espécies (Chase et al. 2003, Dressler 2005). Além disso,
em meados de agosto de 2012 atingiu 152.600 hibridos
cultivados (RHS 2012).

Sua ampla distribuigao e capacidade de ocupar diversos
tipos de ambientes sdo decorrentes das adaptagdes para
sobrevivéncia, como por exemplo, o desenvolvimento
de pseudobulbos, a presenca de folhas carnosas e raizes
com velame (Pinheiro et al. 2004).

Cattleya loddigesii Lindl. ¢ uma espécie epifita encon-

manchas escuras, de formato circular e um halo branco
em seu labelo, gerando grande atrativo comercial.
Atualmente, C. loddigesii encontra-se em declinio
populacional nas florestas do estado de Sao Paulo. Assim
como outras espécies de orquideas, estd ameacada de
extingdo devido a devastacdo de seu habitat e pelo fato
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de possuir um ciclo de vida complexo que necessita da
associacdo com fungos micorrizicos para germinacao
de suas sementes na natureza. Além disso, apresenta
crescimento lento e um longo periodo vegetativo até
atingir a maturidade reprodutiva. Desta forma, o cultivo
in vitro representa uma ferramenta eficaz contra a extin-
¢do (Arditti 1967).

A germinago de sementes de orquideas in vitro vem
sendo realizada desde o inicio do século passado, quando
Knudson (1922) descreveu a germinagdo das mesmas
em meio de cultura assimbiotico, ou seja, na auséncia
de fungos simbiontes. Neste processo, sementes sdo
induzidas a germinar em recipientes de vidro contendo
meio de cultura, mantidas em condigdes assépticas, em
sala de crescimento onde fatores ambientais como luz e
temperatura sdo adequadamente controlados (Suzuki &
Ferreira 2007). As técnicas de cultivo in vitro tornaram-
-se bastante uteis no sentido de multiplicar as plantas
mais rapidamente. E uma ferramenta importante para a
conservacao de espécies vegetais, permitindo obter um
grande niumero de plantas em um tempo relativamente
curto e com alta qualidade fitossanitaria, contribuindo
para a redugdo do risco de extingdo (Arditti & Ernst
1992). A dificuldade apresentada pelo cultivo in vitro,
sem a associagdo simbidtica com fungos, esta nas dife-
rentes necessidades nutricionais de cada espécie, sendo
fundamental verificar nos meios de cultivo cldssicos
aqueles que atendem adequadamente os requerimentos
para cada espécie de orquidea.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influén-
cia de quatro diferentes meios de cultura na germinagéo
de sementes e no desenvolvimento in vitro de plantulas
de Cattleya loddigesii Lindl.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de cultivo
in vitro do Nucleo de Pesquisa - Orquidario do Estado.
Foram utilizadas plantas de Cattleya loddigesii (Fig.
1) selecionadas previamente para polinizacdo cruzada,
pertencentes a colegdo cientifica “Frederico Carlos
Hoehne” do referido Nucleo do Instituto de Botanica.
As sementes foram obtidas de quatro diferentes frutos
maduros, oito meses ap0s a polinizagdo das flores, para
realizar a germinag@o in vitro e estudos posteriores sobre
o desenvolvimento das plantulas.

A andlise da viabilidade das sementes foi efetuada
por meio do teste de tetrazolio, no qual sementes foram
imersas em 1 mL solu¢do aquosa de 0,5% de cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazélio durante 24 h, no escuro, sob tem-
peratura de 30 °C. Apos esse periodo, foram preparadas
trés laminas quadriculadas para analise em estereomi-
croscopio e a percentagem de viabilidade foi determi-
nada, sendo consideradas viaveis aquelas sementes que
apresentaram seu embrido corado em vermelho.

As sementes retiradas dos frutos passaram por um
processo de desinfestagdo de acordo com Suzuki ef al.
(2009), sendo embebidas em dgua deionizada esterilizada

Figura 1. Aspecto geral da flor de Cattleya loddigesii Lidley. Barra:
2 cm.

por 30 min e transferidas para solug¢do aquosa de hipo-
clorito de sodio comercial 15% (v/v; 2% de cloro ativo)
durante 10 min. Posteriormente, as sementes lavadas em
agua deionizada esterilizada, para realizar a semeadura
nos meios de cultura.

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram
semeadas em quatro meios de cultura: meio VW
(Vacin & Went 1949), modificado pela substituicao do
Fe,(C,H,0,), pelo Fe-EDTA; meio MS (Murashige &
Skoog 1962); meio MS com metade da concentracdo de
macro ¢ micronutrientes (MS/2) e meio KC (Knudson
1946), todos suplementados com 2% de sacarose ¢
micronutrientes do meio MS, e geleificados com 4 g.L-!
de 4gar bacteriologico. Ao meio KC, foi acrescentado
sulfato de manganés, devido a menor concentrago deste
em relagdo ao meio MS (Tab. 1). O pH dos meios foi
corrigido para 5,8+0,05 antes da adicdo do agar. Apds
homogeneizac¢do em temperatura de ebuligdo (=100 °C),
40 mL de cada meio foram distribuidos em frascos de
200 mL, sendo a esterilizagdo realizada em autoclave a
120 °C e 1,3 atm durante 15 min.

Foram realizadas quatro repeti¢cdes para cada meio
de cultura, para cada um dos quatro frutos utilizados; os
frascos contendo as sementes foram mantidos em sala
de cultura com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo
de 12 h, com lampadas fluorescentes que fornecem 30
umol.m™2.s! de radiagéo fotossinteticamente ativa.

Decorridos 30 dias da semeadura, quatro amostras
foram retiradas de cada meio, sendo duas de cada frasco,
para a andlise da percentagem de germinagdo. A andlise
foi realizada em laminas quadriculadas e observadas sob
estereomicroscopio, sendo consideradas germinadas as
sementes em estagio de protocormo que apresentaram
embrido intumescido e clorofilado (Fig. 2A).

A0s 90, 120 e 180 dias apods a inoculagdo das sementes
foram realizadas analises de desenvolvimento inicial,
levando em consideragdo os pardmetros de crescimento
mostrados na Figura 2B-E. Para tanto, foram retiradas
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Tabela 1. Composi¢do dos nutrientes (em mmol.L') dos meios de cultura utilizados para a germinagdo ¢ desenvolvimento de plantulas de

Cattleya loddigesii.

Nutrientes KC MS vw
(Knudson 1946) (Murashige & Skoog 1962) (Vacin & Went 1949)

Amonia (NH,") 7,57 20,62 7,57
Nitrato (NO,’) 8,47 39,43 5,20
Fosfato (PO,~) 1,84 1,25 3,13
Potassio (K) 1,84 20,06 6,97
Sulfato (SO47) 4,84 1,50 4,90
Calcio (Ca™) 4,24 3,01 1,93
Magnésio (Mg'?) 1,02 1,50 1,02
Cloro (CI) - 6,03 -

Nitrogénio total 16,04 60,06 12,77
Relagdo NH,""NO 0,89 0,52 1,46

quatro amostras aleatorias de cada um dos frascos dos
meios de cultura. A avaliagdo de crescimento inicial foi
realizada também aos 120 e 180 dias.

Apbs 180 dias de cultivo as plantas foram transferidas,
para frascos de cultura de 400 mL contendo 80 mL de

Figura 2. Sementes germinadas ¢ estagios de desenvolvimento ini-
cial de plantulas de Cattleya loddigesii. A. Sementes germinadas
apresentam-se clorofiladas, sementes que ndo germinaram apresen-
tam coloragdo branca ou marrom. B. Protocormo (Estagio I). C. Pro-
tocormo com a formacao da primeira folha (Estagio II). D. Protocor-
mo apresentando duas ou mais folhas (Estagio III). E. Plantula com
folha e presenca de raiz (Estagio IV). Barras: 10 mm.

meio para cada tratamento (os meios VW, MS, MS/2 e
KC), e mantidas nas mesmas condi¢des ambientais utili-
zadas para a germinagao das sementes. Foram utilizados
sete frascos (repetigdes), contendo 15 plantulas para cada
tratamento. Ao final de 360 dias de cultivo, 18 plantas
de cada tratamento foram retiradas aleatoriamente e
analisadas em relagdo ao numero de folhas e raizes for-
madas, quanto ao comprimento caulinar, comprimento da
maior raiz, além das massas de matéria fresca e seca de
caule e raiz, 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.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de va-
riancia (ANOVA- germinagdo/MANOVA- desenvolvi-
mento e analises biométricas). Quando houve diferenca
significativa, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de viabilidade, verificada pelo teste de
tetrazélio, mostrou que 68 + 4% das sementes estavam
viaveis. Outras orquideas epifitas desse mesmo género

100 -
L T ab
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40
20 -
0
KC VW MS MS/2

Figura 3. Percentagem de germinacdo de Cattleya loddigesii nos
diferentes meios de cultura. Colunas com barras representando erro
padrio e letras diferentes demonstrando variac@o significativa entre
os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05). (n=3).

Germinagao (%)
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apresentaram viabilidade maior do que 80%, como em C.
intermedia Graham ex Hook, com 99% (Alvarez-Pardo
et al. 2006).

Trinta dias ap6s a semeadura, foi possivel observar os
seguintes resultados em relagdo a percentagem de germi-
nacdo: no meio MS a germinagdo foi de 78%; no meio
VW, foi de 74%; no meio MS/2, 71% e apenas 58% no
meio KC. Diferenca significativa observada apenas entre
os meios KC e MS (Fig. 3), diferentemente dos resultados
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observados em Hadrolaelia tenebrosa (Rolfe) Chiron &
VP Castro (Suzuki et al. 2009), em que os meios basais
MS e VW resultaram em menor percentagem de germi-
nacdo, em relagdo ao meio KC.A maior percentagem
de germinacdo obtida com os meios MS e MS/2 pode
ser resultado da maior concentragdo de N total (60,06 e
30,03 mmol L', respectivamente) em relagdo aos demais
meios, além do maior teor de K (20,06 ¢ 10,3 mmol L,
respectivamente).

uMS mMS/2
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0 ==

Estagio |

Estagio Il

Estagio lll

Estagio IV c

Figura 4. Efeitos de diferentes meios de cultura no desenvolvimento inicial de Cattleya loddigesii. A. 90 dias ap6s a semeadura. B. 120 dias
apos a semeadura. C. 180 ap6s a semeadura in vitro. Colunas com barras representando erro padrio e letras diferentes demonstrando variagdo
significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05). (n=40).
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Apo6s 90 dias, o maior desenvolvimento inicial foi
observado nos meios VW e KC, apresentando 18 e
7%, respectivamente, de plantulas em estagio IV ja se
destacando pela presenca de folhas e pelo menos uma
raiz, ¢ a maior percentagem de protocormos em estagio
IIT (58%). Em relag@o as sementes inoculadas no meio
MS/2, verificou-se desenvolvimento mais lento dos pro-
tocormos, uma vez que a maior parte permaneceu como
protocormos no estagio 1 (79%), e plantulas no estagio
IV ndo foram observadas (Fig. 4A).

Apds 120 dias, os meios KC ¢ VW promoveram o
desenvolvimento mais rapido de C. loddigesii, pois 72
e 53%, respectivamente, apresentaram plantulas com
folhas e raiz. Os meios de cultura menos favoraveis foram
MS e MS/2 que promoveram a maior percentagem de
protocormos no estagio I (63 e 56%, respectivamente)
(Fig. 4B).

Decorridos 180 dias apds a semeadura, os meios VW e
KC foram os que promoveram melhor o desenvolvimento
inicial das plantulas, apresentando 93 e 91% de plantulas
no estagio 1V, respectivamente. Apesar desses meios
de cultura terem favorecido o desenvolvimento inicial,
notou-se elevada percentagem de protocormos e plantulas
mortas. Tais resultados podem ter sido decorrentes da

5,0
4,0
30

2,0

Comprimento (cm)

1,0

0,0
Caule Raiz

A

alta concentragdo de amonio, visando o balango de NH,*”
NO, dos meios KC e VW. Tanto o0 meio MS quanto MS/2
resultaram em baixa percentagem de plantulas no estagio
IV de desenvolvimento (ambos 8%); a maior parte dos
protocormos nestes dois meios de cultura encontrava-se
no estagio III (88 e 59%, respectivamente) (Fig. 4C).

Os resultados obtidos no desenvolvimento inicial de
C. loddigesii foram semelhantes aos apresentados por
Suzuki et al. (2010), em Cattleya bicolor Lindley, quan-
do o estimulo ao desenvolvimento inicial com os meios
VW e KC foi relatado. Esses autores propuseram que
tal resultado poderia decorrer da maior relacdo amonio/
nitrato presente nesses meios, comparada ao meio MS
(VW, KC e MS, respectivamente 1,45; 0,89 ¢ 0,52), Além
disso, a concentracdo de amdnio nos meios foi adequada
para a germinagdo das sementes até atingirem uma fase
de desenvolvimento na qual poderiam assimilar o N na
forma de nitrato, geralmente assimilada mais facilmente
pelas plantas (George et al. 2008).

Araujo et al. (2009) mencionam que a razdo entre
o amodnio e o N total deve ser de no maximo 0,33; a
alteragdo dessas concentragdes poderia ser prejudicial
ao crescimento in vitro de orquideas. O alto nimero de
plantulas mortas causado em C. loddigesii poderia ser

mKC
8 5 VW
a uMS
ab uMS/2

Numero

Folhas Raizes

Figura 5. Efeitos de diferentes meios de cultura no comprimento de caule e da raiz maior (A) e no numero de folhas e raizes (B) de Cattleya
loddigesii apos 360 dias de cultivo in vitro. Colunas com barras representando erro padrio e letras diferentes demonstrando variagdo significa-

tiva entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05). (n=12).
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Figura 6. Efeitos de diferentes meios de cultura sobre o acimulo de massa de matéria fresca (A) e de massa de matéria seca (B) de caules e
raizes de Cattleya loddigesii apos 360 dias de cultivo in vitro. Colunas com barras representando erro padrédo e letras diferentes demonstrando

variagdo significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05). (n=12).
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devido as altas concentragcdes de amodnio presente nos
meios VW e KC (0,59 e 0,47, respectivamente), em
relacdo ao N total.

Na analise de desenvolvimento das plantas aos 360
dias, o comprimento caulinar das plantas crescidas nos
meios KC, MS e MS/2 (3,0; 3,0 € 2,6 cm, respectivamen-
te) mostraram diferengas significativas apenas quando
comparadas ao meio VW (2,1 cm) (Fig. 6A). Diferen-
temente, em Catasetum fimbriatum (Morren) Lindl. os
meios MS e MS/2 resultaram em maior comprimento
caulinar quando comparados a KC e VW (Rego-Oliveira
& Faria 2005).

O comprimento da raiz foi maior em VW (3,6 cm),
diferentemente das raizes das plantas crescidas em KC
(2,4 cm) e MS/2 (2,6 cm) (Fig. 5A). Tais resultados
assemelharam-se aos apresentados por Suzuki et al.
(2009), em que o meio VW favoreceu o crescimento
radicial de Hadrolaelia tenebrosa, comparado a KC ¢
MS. Tais resultados se opdem ao preceito de George
et al. (2008) de que a relagdo amonio/nitrato deslocada
para o amodnio inibe o desenvolvimento das raizes. No
meio VW, essa relacdo ¢ de 1,46, e portanto inibiriam
o desenvolvimento de raizes, pois a formag¢ao de raizes
normalmente ¢ estimulada pelo nitrato (Sattelmacher et
al. 1993).

As plantas cultivadas no meio MS apresentaram maior
namero de folhas, , do que aquelas crescidas no meio
KC. Resultado semelhante foi relatado em plantas de
C. bicolor (Suzuki et al. 2010). O nimero de raizes das
plantas de C. loddigesii foi maior no meio KC, apesar de
nao apresentar diferenca estatistica (Fig. 5B).

As plantas cultivadas no meio MS apresentaram cau-
les com maior massa fresca caulinar do que nos demais
tratamentos. Por outro lado, maior massa fresca de raiz
foi observada no meio MS/2 (110,0 mg) e a menor, em
KC (58,2 mg) (Fig. 6A). A maior quantidade de massa
de matéria fresca caulinar nas plantas cultivadas no meio
MS poderia ser devido a concentragdo de K do meio, pois
tal nutriente possui, entre outras fungdes, a regulagio
osmotica e o controle hidrico (Figueiredo et al. 2008). A
influéncia do K no crescimento de C. loddigesii também
foi observada por Figueiredo et al. (2008), em que a
maior concentragdo deste nutriente (500 mg/L) no meio
KC foi a que proporcionou melhor desenvolvimento de
plantulas.

Quanto a massa de matéria seca dos caules, observou-
se que os meios MS e MS/2 foram significativamente
mais eficientes (8,1 e 7,1 mg, respectivamente), do que os
meios VW (4,1 mg) e KC (4,0mg) (Fig. 6B). No entanto
ndo houve efeito significativo dos meios de cultivo no
acimulo de massa de matéria seca nas raizes.

Contrario aos resultados aqui encontrados, plantulas
de Laelia longipes Rchb.f. cultivadas nos meios KC, VW
e MS apresentaram menor acumulo de matéria seca de
caule e de raiz no meio MS (Stancato et al. 2008).

Os resultados obtidos demonstram que a proporgao de
nutrientes presentes em cada meio de cultivo é de extrema
importancia em cada etapa do desenvolvimento da planta,

pois as sementes de C. loddigesii apresentaram maior
germinacao no meio MS e mais rapido desenvolvimento
de plantulas nos meios KC e VW. No entanto, se a repro-
ducdo da espécie for com intuito de conservagado, deve-se
priorizar o uso do meio MS, que apesar de maior tempo de
desenvolvimento, mantem um maior nimero de plantas
viaveis. Os resultados confirmam assim a importancia de
avaliacoes durante diferentes fases de crescimento desta
espécie e de outras espécies de orquideas, para que se
possa conhecer a reproducio e viabilizar de modo mais
rapido e eficiente a conservagdo dessas espécies.
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