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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar a propagagao in vitro
de orquideas nativas, em meio de cultura com formulagio
simplificada, a fim de se obter plantas com qualidade e custo reduzido.
Foram utilizados os meios de culturas MS, MS modificado com a
metade dos macronutrientes e meio simplificado com adubo comercial
de formulagdo NPK (6-6-8) 3 mL L™. Trés espécies nativas do Brasil
foram utilizadas: Oncidium  nanum, Laelia lundii e Cattleya
forbesii. Ap6s 8 meses de cultivo in vitro foram avaliados: altura da
parte aérea, comprimento da maior raiz, niUmero de raizes e massa
fresca total. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
com 10 repeti¢cdes por tratamento com oito plantulas por repeticdo. O
meio simplificado adicionado com adubo comercial de formulacdo
NPK (6-6-8), pdde ser utilizado na propagacgéo in vitro de Oncidium
nanum e Cattleya forbesii. Para a espécie Laelia lundii, os meios de
cultura mais indicados foram MS e MS modificado com a metade dos
macronutrientes.

Palavras- chave: Orchidaceae, micropropagacéo, crescimento,
meio de cultura.

ABSTRACT

This work aimed to accomplish the in vitro propagation of
Brazilian orchids on a simplified culture medium in order to acquire
quality and economical propagation. The culture media tested were:
MS, MS modified with half-macronutrients and a simplified culture
medium with commercial fertilizer formulation NPK (6-6-8) 3 mL L-".
Three Brazilian species were used: Oncidium nanum, Laelia lundii
and Cattleya forbesii. The following variables were evaluated after 8
months from the beginning of the experiment: canopy height, number
of roots, greatest root length, and a total fresh weight. A completely
randomized block experimental design was used with 10 replications
per treatment with 8 plants per replication. The simplified culture
medium supplemented with commercial fertilizer formulation NPK (6-6-
8) could be used to the in vitro propagation of the Oncidium nanum
and Cattleya forbesii. The most indicated culture medium for the
Laelia lundii were MS and MS modified with half-macronutrients.

Key-words: Orchidaceae, micropropagation, growth, culture
medium.

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais
apreciadas e de maior valor comercial. No Brasil, ja foram
identificadas mais de 3.500 espécies de orquideas, porém,
muitas destas estdo correndo risco de extingdo, devido a
destruicdo de seu habitat e as coletas predatérias (COLOMBO
et al., 2004).

Técnicas como a cultura de tecidos tém auxiliado na
preservacdo destas espécies, tendo como uma de suas

principais vantagens o manuseio de grande ndmero de
individuos em espaco reduzido e sob condi¢des assépticas.

A micropropagacdo ou propagacdo in vitro tem sido
utilizada no Brasil h4 pouco mais de 25 anos, para aumentar
principalmente a producdo de mudas, reduzindo seu custo e
contribuindo para salvar muitas espécies de orquideas da
extingdo (STANCATO et al., 2001).

A cultura assimbidtica ou semeadura in vitro de
orquideas constitui técnica relevante do ponto de vista
comercial e também ecolégico. As plantas produzidas desta
forma sdo altamente interessantes para programas de
reintroducdo de espécies nativas em areas de preservacao
ambiental. A cultura assimbidtica resulta em maiores
percentuais de germinagdo, em comparagdo com a
germinagdo em condi¢Bes naturais, a qual € dependente da
infec¢@o por fungos micorrizicos simbiontes (MARTINI et al.,
2001).

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células,
tecidos e d6rgdos vegetais fornecem as substancias essenciais
para 0 seu crescimento e desenvolvimento in vitro. As
mesmas vias bioguimicas e metabdlicas bésicas que
funcionam nas plantas ex vitro, sdo conservadas em material
vegetal in vitro. Por isso 0s meios nutritivos se baseiam nas
exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com
algumas modificagbes para atender as necessidades
especificas in vitro (CALDAS et al., 1998).

A partir dos trabalhos de Lewis Knudson em 1922, que
possibilitou a reproducdo de orquideas por sementes,
cultivando em meio de cultura, muitos autores, tém sugerido
diferentes formulagdes com a adicdo de sais minerais,
horménios e vitaminas, além da introdugdo de compostos
organicos visando otimizar o desenvolvimento in vitro dessas
plantas (CAMPOS, 2004). Trabalhos como o de RAMOS
(1969) e DRONK (2004), tém buscado desenvolver diferentes
formulagbes de meios de cultura, na tentativa de se obter
meios eficazes e de protocolo simplificado, através da adigdo
de substancias alternativas, como agua de coco e extratos de
frutas e legumes.

A multiplicagdo e a producdo de mudas de orquideas
sdo realizadas principalmente em laboratérios em vista da
exigéncia de condicbes assépticas durante  seu
desenvolvimento. A demanda crescente por plantas e flores de
orquideas tem obrigado os produtores a comprar mudas de
laboratérios especializados. Os investimentos em material,
infra-estrutura e méao-de-obra especializada, obrigam esses
laboratérios a minimizar as perdas e a maximizar a utilizacéo
dos fatores envolvidos na producéo (STANCATO et al., 2001).
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Este estudo teve como objetivo realizar a propagacao in
vitro de orquideas nativas do Brasil, em meio de cultura com
formulacdo simplificada, a fim de se obter plantas com
qualidade e menor custo.

O experimento foi realizado na Universidade Estadual de
Londrina, Parana. As orquideas utilizadas foram Oncidium
nanum Lindl., Laelia lundii Rich f. e Cattleya forbesii Lindl.,
todas epifitas nativas do Brasil.

As céapsulas fechadas destas plantas, contendo as
sementes maduras foram coletadas e desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sddio a 20% (v/v), por 30 minutos.
Transcorrido este tempo, foram lavadas trés a quatro vezes
em agua destilada e autoclavada. Em seguida, as sementes
foram retiradas da cépsula e germinadas in vitro em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), modificado com metade dos
macronutrientes e acrescido de 1,0 g L? de carvdo ativado,
30,0 g L" de sacarose e 7,0 g L™ de agar. O pH do meio foi
ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da inclusédo do agar.

Os frascos contendo as sementes foram transferidos
para sala de crescimento e mantidos sob temperatura de 26 +
2 °C, 2.000 lux de luminosidade e fotoperiodo de 16 horas.
ApOs obtencdo das plantulas por germinacao in vitro, foram
selecionadas para 0 experimento as que apresentavam
aproximadamente 0,8 + 0,2 cm de altura. Em seguida,
transferidas para os tratamentos: (T1) - meio MS, (T2) - meio

MS modificado com a metade dos macronutrientes, e (T3) -
meio com formulacdo simplificada, contendo apenas adubo
comercial de formulagdo NPK (6-6-8) na concentragdo de 3,0
mL L. A todos estes meios foram adicionados sacarose, agar
e carvao ativado, nas mesmas concentracdes descritas para o
meio de germinacao.

As plantulas, depois de repicadas em camara de fluxo
laminar, foram novamente acondicionadas em sala de
crescimento. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 10 repeticbes contendo oito plantulas por
repeticdo.

Oito meses apds o inicio do experimento, avaliou-se a
altura da parte aérea, comprimento da maior raiz, nimero de
raizes e massa fresca total de cada plantula. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e complementados
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Apo6s as medi¢Oes, as mudas foram lavadas em agua
corrente e transplantadas em vasos de cerémica, contendo
fibora de coco como substrato e transferidas para casa de
vegetacao.

Os resultados da Tabela 1 mostram o efeito dos
diferentes meios de cultura sobre as variaveis: altura da parte
aérea, comprimento da maior raiz, nUmero de raizes e massa
fresca na propagacdo in vitro das espécies Oncidium nanum,
Laelia lundii e Cattleya forbesii.

Tabela 1 - Valores médios de altura da parte aérea (cm), comprimento da maior raiz (cm), nimero de raizes e massa fresca (g),
de Oncidium nanum, Laelia lundii e Cattleya forbesii, ap6s 8 meses do inicio do experimento.

Orquideas Tratamento Altura da parte Comprimento da NUmero de Massa fresca

aérea (cm) maior raiz (cm) raizes (9)

T1 1,79 b 1,24 a 0,16 b 250 b

O.nanum T2 2,10 ab 1,57 a 0,19 ab 2,93 ab

T3 239 a 1,78 a 024 a 3,56 a

CV (%) 26,02 31,15 49,03 39,17

T1 159 a 0,58 a 0,09 a 142 a

L. lundii T2 171 a 050 a 010 a 158 a
T3 * * * *
CV (%) - - - -

T1 2,25 190 b 0,15 b 1,76 b

C. forbesil T2 248 a 2,28 a 0,17 ab 1,86 a

T3 257 a 245 a 0,19 a 195 a

CV (%) 20,26 30,12 30,43 17,8

"Médias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. T1- meio MS;
T2 — meio MS com metade dos macronutrientes; T3 — meio simplificado com adubo comercial NPK 6-6-8.

* Plantulas mortas.

Para a espécie Oncidium nanum, as plantas dos
tratamentos T2 e T3 apresentaram as maiores médias em
altura da parte aérea. As plantas cultivadas em meio a base
de adubo NPK (6-6-8) (T3), apresentaram um maior
desenvolvimento de parte aérea em relagdo ao meio MS (T1).
Ndo foi possivel verificar diferengas significativas no
comprimento da maior raiz para 0s trés tratamentos. Em
estudos comparativos entre os meios MS, Knudson C, Vacin &
Went e meios a base de adubo NPK (10-5-5) na concentracédo
de 3,0 g L' e NPK (10-30-20) na concentracio de 3,0 g LY,
OLIVEIRA & FARIA (2005), obtiveram as melhores médias de
comprimento da maior raiz em meio com NPK (10-5-5), para
as orquideas Catasetum fimbriatum e Cyrtopodium
paranaensis. Para as variaveis massa fresca total e nimero
de raizes, as plantas cultivadas em meio a base de adubo
NPK (6-6-8) (T3), apresentaram médias superiores em
relacdo as plantas cultivadas em meio MS (T1). OLIVEIRA &

FARIA (2005), estudando a espécie Catasetum fimbriatum,
obtiveram maior formagdo de numero de raizes em meio MS
modificado com a metade dos macronutrientes e com 0 meio a
base de adubo NPK (10-30-20).

Os resultados para a espécie Laelia lundii mostram que
as plantas tiveram um bom desenvolvimento nos tratamentos
Tl e T2, sendo que todas as variaveis analisadas nao
apresentaram diferengas significativas. STANCATO & FARIA
(1996), em estudos com a espécie Laelia cinnabarina Batem,
obtiveram plantas mais vigorosas, quando cultivadas em meio
de cultura MS modificado com a metade dos macronutrientes.

As plantulas de Laelia lundii que foram cultivadas em T3
ndo sobreviveram, morrendo aproximadamente 40 dias apés o
inicio do experimento. Tal resultado sugere que esta espécie
requer um meio de cultura com maior complexidade de
elementos, como os oferecidos pelo meio MS.
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Para a espécie Cattleya forbesii, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos T2 e T3, em todas as
variaveis analisadas, porém, as plantulas do T1 (meio MS),
apresentaram as menores médias para todas as variaveis
testadas. DA SILVA (2003), obteve melhores resultados, na
propagacéo in vitro de Cattleya tigrina. Utilizando um meio de
cultura com fertilizante Dyna-Gro® (7-9-5), tomate e agua de
coco, quando comparado ao meio MS. DRONK (2004),
também obteve melhores resultados na propagacdo de
Cattleya amethistoglossa Linden & Rchb.f., utilizando meio de
cultura com adubo Dyna-Gro® (7-7-7), acrescido de banana e
agua de coco.

Para as espécies, Oncidium nanum e Cattleya forbesii, o
meio MS (T1) foi o tratamento em que as plantas
apresentaram um desenvolvimento vegetativo mais lento e
cuja concentracdo de macronutrientes era maior em relagao
aos tratamentos T2 e T3.

O meio simplificado com NPK (6-6-8) (T3), apresentou,
com excecdo a espécie L. lundii, resultados semelhantes ao
T2 (MS modificado com a metade dos macronutrientes). O
meio simplificado, utiliza uma quantidade reduzida de
elementos e de facil acessibilidade. Além da facilidade do
preparo e baixo custo dos componentes utilizados, outro fator
favoravel é a néo utilizacdo dos compostos, nitrato de aménia
e nitrato de potassio, utilizados no meio MS e cuja obtencao é
controlada pelo Ministério de Defesa que consta em Lei
Federal n° 3665 de 20 de novembro de 2000 (BRASIL, 2000).

O meio simplificado com adubo foliar NPK (6-6-8) pode
ser utilizado na propagac¢do in vitro de Oncidium nanum e
Cattleya forbesii. Para a espécie Laelia lundii, os meios de
cultura mais indicados s&o MS e MS modificado com a metade
dos macronutrientes.
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