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RESUMO

O maior entrave no processo de micropropagagdo de orquideas est4 relacionado ao
tempo necessario para a produgdo de mudas a partir de espécies hibridas selecionadas e a
obten¢do de meio de cultura adequado para cada espécie. Objetivou-se identificar a melhor
concentragdo do meio de cultura Knudson e de sacarose para o crescimento in vitro de
plantulas de orquideas oriundas de sementes do cruzamento entre Cattleya labiata e Laelia
itambana. Plantulas com aproximadamente 1,5 cm de comprimento e desprovidas de raizes
foram inoculadas em frascos de 250 ml de capacidade contendo 50 ml de meio de cultura
Knudson (0, 50, 100, 150 e 200% da formulagdo original) e sacarose (0, 10,20,30e40gL™"). O
meio foi acrescido de 2 g L' de carvdo ativado, solidificado com 6 g L' de 4gar e seu pH
ajustado para 35,8, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Apés 90 dias em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e 32 uM m™ s’ de intensidade luminosa,
avaliaram-se comprimento da parte aérea, nimero de raizes e peso da matéria fresca da
plantula. O meio de cultura Knudson, em sua concentragdo original (100%) com 20 gL' de
sacarose, proporciona crescimento satisfatério de plantulas de orquidea.
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ABSTRACT

GROWING in Vitro OF ORCHID PLANTLETS ORIGINATED FROM
THE Cattleya labiata x Laelia itambana HYBRIDIZATION

The difficulty in the process of orchid micropropagation is related to the necessary
- time needed for the plant production from the selected hybrids and to obtaining appropriate
culture medium to each species. This work aimed to identify the best concentration of
Knudson culture medium and sucrose for the growing in vitro of orchid plantlets originated
from seeds of the Cattleya labiata x Laelia itambana cross. Plantlets with approximately
1.5 cm length and without roots were inoculated in a bottle of 250 ml capacity with 50 ml
of Knudson culture medium (0 50, 100, 150 and 200% of original formulatlon) and sucrose
(0, 10, 20, 30 and 40 g L ). To the medium was added 2 g L™ of activated charcoal,
solidified with agar 6 g L' and with pH adjusted to 5.8 before sterilization at 121°C and 1
atm for 20 min. After 90 days In a growing chamber with 16 hours of photoperiod and

luminous intensity of 32 uM m™ s, the length of aerial part, root number and fresh matter
weight of the plantlets were evaluated. The Knudson culture medium in its original
concentration (100%) with sucrose (20 g L") provides a satisfactory growing of orchid
plantlets,
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INTRODUCAO

As orquideas sao consideradas as mais antigas espécies ornamentais.
Pertencem a familia Orchidaceae, a maior entre as monocotiledéneas e
também entre as plantas ornamentais, com 600 a 800 géneros e 25.000 a
35.000 espécies (7, 14, 15), totalizando 7% das plantas ornamentais do
mundo (20).

Sao plantas herbaceas perenes, bastante diversificadas quanto ao
tamanho, forma e cor das flores, e comercialmente cultivadas tanto para
producdo de plantas de corte como de vaso (/8). Alguns géneros com
elevado valor econémico, como Cattleya e Laelia, sio apreciados nos
mercados brasileiro e internacional, evidenciando a potencialidade do Pais
no cultivo de orquideas (/6).

A propagagdo de orquideas pode ser tanto vegetativa quanto por
meto de sementes. Estas, embora produzidas em grande quantidade, ndo
possuem endosperma funcional, sendo incapazes de germinar na natureza,
tornando-se necessdria a associa¢ao simbidtica com fungos micorrizicos
(13, 15, 17).

A hibridacdo entre géneros e/ou espécies é freqiientemente baixa e,
similarmente ao que ocorre com a propagacdo sexuada, uma baixa taxa de
multiplicag@o € obtida com os métodos convencionais, como divisdo de
bulbos, brotagdes e keikis (estruturas de propagacio), ndo atendendo is
necessidades comerciais. Assim, a clonagem in vivo de orquideas é um
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processo muito lento, exigindo, as vezes, dez anos para se obter um novo
clone (12).

A cultura de tecidos é uma metodologia que proporciona a produgao
de plantas uniformes e sadias, velocidade superior de crescimento, em
relacio aos métodos convencionais de propagacdo, maior produg¢ao em
menor tempo e espago fisico e a obtencdo de plantas livres de virus e
outros patégenos (J).

Knudson (9) desenvolveu um método de cultura ndo-simbiético,
mostrando que as sementes podem germinar em meio de cultura contendo
apenas sacarose. Posteriormente, ele aperfeigoou esse meio, sendo,
atualmente, o mais utilizado comercialmente na germinagdo e
"desenvolvimento de orquideas (/). Entretanto, ndo ha uma formulagao-
padrio para o meio Knudson que possibilite mator sucesso na
micropropaga¢do de todas as espécies ou variedades. Embora esse meio
seja 0 mais comumente utilizado para a propagacado de orquideas, torna-se
necessdrio determinar a concentragao Otima de nutrientes para cada
variedade.

A concentragdo de sacarose também é um fator determinante na
promogdo de crescimento e é dependente do tipo de explante (3). Estudos
comprovaram que 75 a 85% do aumento da biomassa deve-se a
incorporagio de carbono pela adig¢do de sacarose (6). A concentrac;ao mais
utilizada no preparo do meio de cultura Knudson € de 20 g L, entretanto,
modifica¢Oes nesse valor podem beneficiar o cultivo in vitro.

Por outro lado, o excesso de sacarose pode ser prejudicial, pois inibe
a sintese de clorofila e, portanto, reduz a capacidade fotossintética das
culturas, mesmo sendo essencial ao crescimento (/9). Foi observado
aumento na taxa de fotossintese, em subculturas sucessivas, quando a
concentracio de sacarose foi reduzida de 20 0u 40 g L' para 10 gL (10).
Embora o agilicar nao seja 0 componente de maior custo no preparo do
meio de cultura, a redugdo da sua concentragdo pode ser economicamente
favordvel, especialmente para produgao comercial de mudas (8).

O maior entrave no processo de micropropaga¢ao de orquideas esta
relacionado ao tempo necessdrio para a producdo de mudas a partir de
espécies hibridas selecionadas e a utilizagdo de meio de cultura adequado
para cada espécie. Assim, objetivou-se testar diferentes concentragdes do
meio de cultura Knudson e de sacarose no desenvolvimento in vitro de
plintulas de orquidea oriundas da hibridacdo entre Cattleya labiata e
Laelia itambana.

MATERIAL E METODOS

Plantulas oriundas de sementes germinadas in vitro do cruzamento
entre Cattleya labiata e Laelia itambana, com aproximadamente 1,5 cmde
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comprimento e desprovidas de raizes foram inoculadas em frascos de 250
ml de capacidade contendo 50 ml de meio de cultura. |

Os tratamentos consistiram de diferentes concentragées do meio de
cultura Knudson (0, 50, 100, 150 e 200% da formulagdo original) e
sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L'). O meio foi acrescido de 2 g L' de
carvio ativado, solidificado com 6 g L™ de 4gar, tendo o pH ajustado para
5,8, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.
Posteriormente a inoculacdo, os explantes foram transferidos para sala de

crescimento com temperatura de 27 £ 1°C, fotoperiodo de 16 horas e 32

uM m™ s™' de intensidade luminosa. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 5, com quatro
repeticOes e 16 plantulas por repeti¢ao.

Ap6és 90 dias, as plantas foram avaliadas quanto ao comprimento da
parte aérea, nimero de raizes e peso da matéria fresca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comprimento da parte aérea aumentou até a concentragdo maxima
de sacarose no meio de cultura Knudson em sua concentracdo original
(100%), atingindo 4,2 cm (Figura 1). Porém, houve pequeno incremento
nessa varidvel, com o aumento da concentracio de O para 40 g L de
sacarose. Essa resposta, provavelmente, foi devida ao fato de que o meio
Knudson possui baixa concentragdo de sais, e embora seja muito utilizado
na germinacdo de sementes de orquideas, parece ndo propiciar condigoes
satisfatérias para o desenvolvimento das plantulas. Mesmo que o
comprimento da parte aérea tenha sido pouco incrementado com o
aumento das concentragdes de sacarose, pode-se notar sua influ€ncia no
desenvolvimento das plantulas.

Esses resultados estdo de acordo com outros, constatando que a
utilizaciio de 20 g L' de sacarose proporcionou melhor desenvolvimento
foliar de hibridos de Phalaenopsis (2). Maior incremento na taxa de
crescimento ¢ desenvolvimento de plantulas de Microtis parviflora foi
obtido com a suplementag¢ao de sacarose no meio de cultura (17).

Maior nuimero de raizes (4,5) foi1 obtido com 100% do meio de
cultura Knudson, seguido de 150 (4,04) e 200% (3,5), associados a 27,38;
21,2; ¢ 19,87 g L' de sacarose, respectivamente (Figura 2). Resultados
stmilares foram obtidos quando se observou melhor crescimento do
sistema radicular de plantulas de Bletilla striata utilizando 30 g L' de
sacarose no meio de cultura (4). Os mesmos autores também verificaram
que nao houve desenvolvimento do sistema radicular na auséncia de
sacarose, evidenciando a essencialidade dessa fonte de carbono no meio de
cultura para orquideas.
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Semelhantemente ao comprimento da parte aérea, os resultados
evidenciam que a concentra¢do de 100% ¢€ satisfatéria para a formagao e
desenvolvimento de raizes.

Y, =274-0,0216x R*=0,97
Yz = NS
Y, =3,46 +0,0202x R*=0,78

Y, = 2,7686 + 0,0668x - 0,0012x> R*=0,97
Ys=ns
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FIGURA 1 - Efeito da sacarose e concentracdes do meio de cultura
Knudson no comprimento da parte aérea de plantulas de
uidea do hibrido Cattleya labiata X Laelia itambana.

Y, = 3,371 - 0,0194x R’=0,75

Y;=ns

Y, = 3,5161 + 0,0712x - 0,0013x¢ R'=0,77
11 Y, = 3,1446 + 0,0848x - 0,002¢ R*=0,76
Y= 2,1229 + 0,1391x - 0,0035¢ R’ = 0,64
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FIGURA 2 -Efeito da sacarose e concentracdes do meio de cultura
| Knudson no nimero de raizes de plintulas de orquidea do
hibrido Cattleya labiata x Laelia itambana.
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A utilizacdo de 100% do meio de cultura proporcionou maior peso
da matéria fresca de plantulas (0,41 g) com o aumento de sacarose até a
concentracio de 26,25 g L' (Figura 3).

Quando se utilizaram 200% do meio de cultura houve incremento
linear com o aumento da sacarose, proporcionando 0,40 g de peso de
matéria fresca da plintula. Embora a alta concentrag@o de sacarose tenha
elevado o potencial osmoético, a absor¢do de nutrientes pelos explantes
possivelmente nado foi prejudicada, devido a alta concentracdo de sais no
meio de cultura com 100% a mais da sua concentrag@o original.

E importante notar o peso da matéria fresca da plantula obtido com
o meio Knudson 0% (auséncia de sais) ¢ na auséncia de sacarose, pois O
bom resultado, em relacdo as demais variagOes, indica que este meio nao
supre as necessidades para o desenvolvimento de plantulas de orquidea.

Com o aumento da concentracdo de sacarose no meio de cultura
Knudson 0% (auséncia de sais) houve decréscimo no comprimento da
parte aérea, nimero de raizes e peso da matéria fresca da plantula (Figuras
1, 2 e 3). E possivel que o aumento da concentracdo osmoética do meio de
cultura causado pelo incremento nas concentragées de sacarose tenha
dificultado a absor¢ao de agua e nutrientes pelos explantes.

Em contrapartida, quando o meio foi utilizado em concentragoes
maiores, mesmo com o aumento das concentracdes de sacarose houve
incremento em todas as varidveis, indicando que o aumento na
concentragdo de sais pode compensar o aumento do potencial osmoético do
meio. A concentragcdo de sacarose que proporcionou melhores resultados,
de maneira geral, foi a normalmente utilizada no meio Knudson, 20 g L™
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FIGURA 3 - Efeito da sacarose e concentragdes do meio de cultura
Knudson no peso da matéria fresca de plantulas de
orquidea do hibrido Cattleya labiata x Laelia itambana.
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CONCLUSAO

O meio de cultura Knudson em sua concentragdo original (100%)
adicionado de 20 g L' de sacarose proporciona crescimento satisfatério de
plantulas de orquidea.
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