
49

55(1): 049-053, 2008 r e v i s t a Ceres

Crescimento in vitro de orquídeas: quantidade de meio e número de explantes

ABSTRACT

RESUMO

A propagação vegetativa utilizando técnicas de cultura de tecidos é um valioso instrumento na propagação rápida
de mudas de orquídeas, uma vez que o processo convencional não atende às necessidades de mercado. Foram
realizados dois experimentos com duas espécies de orquídea: Cattleya loddigesii e C. percivaliana, com o objetivo de
avaliar a influência exercida pela quantidade de meio de cultura Knudson C e pelo número de explantes por frasco de
cultura, sobre o crescimento de ambas in vitro. Plântulas oriundas de sementes germinadas in vitro, com aproximada-
mente 1,0 cm de comprimento, foram inoculadas em frascos contendo 25, 50, 75 ou 100 mL de meio e 3, 6, 9 ou 12
explantes por frasco. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com irradiância em torno de 35 µmol m-² s-¹,
temperatura de 25±1ºC e fotoperíodo de 16 horas. Ao final de 90 dias foram avaliados número de folhas, número de
brotos, número de raízes, comprimento de parte aérea e massa seca de plântulas. Melhores resultados para o cresci-
mento in vitro de C. percivaliana e de C. loddigesii podem ser obtidos com a utilização de 12 explantes e com 25 e 75
mL de meio de cultura Knudson C, respectivamente.

Palavras chave: Orchidaceae, Cattleya loddigesii, C. percivaliana, cultura in vitro.

In vitro orchid growt: amount of culture medium and number of explants per flask
Vegetative propagation by tissue culture provides a valuable tool for rapid clonal propagation of orchid seedlings,

since the conventional method does not meet market demand. Two experiments using the two orchid species Cattleya
loddigesii and C. percivaliana were carried out to test different volumes of Knudson C culture medium and evaluate
the ideal number of orchid explants for in vitro multiplication. Seedlings obtained from in vitro germinated seeds,
measuring approximately 1.0 cm in length, were transferred into flasks with 25, 50, 75 or 100 mL of medium and 3, 6, 9 or
12 plantlets per flask. The cultures were maintained in culture rooms under a 35 ìmol.m-2.s-1 irradiance, temperature at
25±1°C and 16 h photoperiod. After 90 days, the following traits were evaluated: number of leaves, shoots and, roots,
length of aerial part and dry mass of plantlets. For best results of in vitro growth Cattleya percivaliana and C.
loddigesii, it is recommended 12 explants/flask and 25 and 75 mL of culture medium per flask, respectively.
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renças significativas apenas para o fator número de
explantes/frasco (Timbó & Carvalho, 2003). As taxas de
multiplicação obtidas nos frascos contendo 4 explantes
(6,21) e 5 explantes (6,22) foram superiores aos tratamen-
tos com 6 explantes (4,59). Ainda segundo tal estudo,
para as cultivares de gérbera testados, não foram obser-
vadas diferenças significativas, obtendo-se as taxas de
multiplicação de 5,73 para a cultivar Telly e 5,61 para a
cultivar Igor.

Ao se estudar o efeito de diferentes volumes (10, 20,
30 e 40 mL) de meio MS + 1,5 mg L-1 de BAP, na multiplica-
ção de Psychotria ipecacuanha (ipeca) em condições in
vitro, foi observado que os volumes de 30 e 40 mL foram
significativamente melhores (com aproximadamente 7 e 8
brotos/frasco, respectivamente) na indução de brotações
nesta espécie, quando comparados com os volumes de 10
e 20 mL (Reis et al., 2003).

Um fator relevante na redução de custos para produ-
ção de mudas in vitro é a utilização do volume adequado
de meio de cultivo e bem como ótimo número de plântulas
por frasco que, conseqüentemente, irão favorecer a dimi-
nuição dos custos finais.

Neste contexto, objetivou-se determinar a melhor quan-
tidade de meio de cultivo Knudson C e o número ideal de
plântulas por frasco, que proporcionem melhor crescimen-
to in vitro para as plântulas de C. loddigesii e C.
percivaliana.

MATERIAL E MÉTODOS
Plântulas de C. loddigesii e C. percivaliana, obtidas

através de germinação de sementes, oriundas de
autofecundação, foram submetidas à uniformização em
meio Knudson C (Knudson, 1946) durante três meses.
Após este período, em cada frasco com capacidade de
250 mL, contendo 25, 50, 75 ou 100 mL do mesmo meio
Knudson C, foram inoculadas 3, 6, 9 ou 12 plântulas com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, sob condições
assépticas em câmara de fluxo laminar. O meio teve seu
pH ajustado para 5,8 ± 0,1 e foi solidificado com 5% de
ágar antes do processo de autoclavagem a 121ºC, 1 atm
durante 20 minutos.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 25±1ºC e fotoperíodo de 16 horas
diárias, com intensidade luminosa de 35 ìmol m-2 s-1. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4x4, com quatro repeti-
ções de um frasco cada. Decorridos 90 dias da instala-
ção, avaliou-se o número de folhas, número de brotos,
número de raízes, comprimento de parte aérea e massa
seca das plântulas. Os dados foram comparados por meio
de regressão polinomial empregando-se o programa
Sisvar (Ferreira, 2000).

INTRODUÇÃO
A família Orchidaceae apresenta-se com aproximada-

mente 35.000 espécies e vários híbridos, sendo conside-
rada a mais evoluída e a maior família do reino vegetal
(Suttleworth et al., 1994). A flor do gênero Cattleya, deno-
minada “rainha” dentro desse reino, engloba cerca de 70
espécies e inúmeras variedades e híbridos (Silva, 1986).
Constitui um dos mais belos ornamentos das matas tropi-
cais e subtropicais da América, tornando-se o mais popu-
lar e o mais cultivado gênero da família das orquídeas
(Raposo, 1993).

Cattleya loddigesii Lindley encontra-se distribuída
por diversas regiões tropicais das Américas do Sul e Cen-
tral. Possui de 3 a 6 flores, entre 8 a 11 cm de envergadura
e com espata na base. São plantas epífitas (raízes aéreas)
de regiões elevadas e de matas com elevado grau de umi-
dade (Miller & Warren, 1996).

Cattleya percivaliana é nativa dos Andes Venezuela-
nos nos estados de Lara, Trujillo, Tachira e Mérida. De
hábito rupícola, possui de 2-5 flores com um diâmetro de
10-18 cm. Esta espécie prefere locais com maior intensida-
de luminosa (ou mais ensolarados) e menor quantidade
de água do que outras espécies do gênero Cattleya (Info
jardim, 2008).

A micropropagação permite que uma planta de in-
teresses desejáveis possa ser multiplicada por vários
subcultivos, havendo a possibilidade de que uma
nova cultivar esteja disponível mais rapidamente para
uso comercial (Pasqual, 2000). A propagação in vitro
vem sendo utilizada em inúmeras espécies vegetais,
pela alta qualidade fitossanitária das plantas produzi-
das, em curto espaço de tempo, independente da épo-
ca do ano e pela possibilidade de manutenção da iden-
tidade genética dos indivíduos (Guerra et al., 1999;
Kozay et al., 1997).

Para o sucesso de um projeto biotecnológico deve-
se levar em conta qual ou quais os produtos a serem
desenvolvidos, escolhidos em função da demanda e dos
seus preços finais, buscando-se sempre uma baixa rela-
ção custo/benefício. A demanda crescente por plantas e
flores de orquídeas tem obrigado os produtores a com-
prar mudas de laboratórios especializados, os quais ten-
dem a diminuir seus custos de produção. O investimen-
to em material, infra-estrutura e mão de obra treinada,
obriga esses laboratórios a minimizar perdas e maximizar
a utilização dos fatores envolvidos na produção
(Stancato, 2001).

Para multiplicação in vitro de gérbera (Gerbera
jamesonii) foi observado que os explantes colocados
em 30 mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962) acres-
cidos de 3,0 mg L-1 de BAP (6-benzilaminopurina) e 1,0
mg L-1 de AIA (ácido indol acético) apresentaram dife-
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RESULTADOS E DISCUSSÃO
Número de folhas

Para C. percivaliana não houve significância dos fato-
res estudados em relação ao número de folhas formadas,
enquanto para C. loddigesii encontrou-se significância da
interação (número de plântulas e quantidade de meio nutri-
tivo). Melhores resultados para esta variável (9,5 folhas)
foram observados com a utilização de 75 mL de meio de
cultura Knudson C e 3 plântulas/frasco (Figura 1), embora
a quantidade ótima de meio de cultura esteja em 82,7 mL
apresentando 9,6 folhas, segundo a curva de regressão.

Número de raízes
Nas culturas de C. loddigesii observou-se uma

interação significativa para número de raízes. Melhores
respostas (6,30) foram verificadas com a utilização de 75
mL de meio nutritivo (com ótimo em 77,8 mL, registrando-
se 6,31 raízes) e 3 plântulas por frasco (Figura 2). Resulta-
dos semelhantes foram observados em mudas micropropa-
gadas de bananeira cv. Maçã, com maior enraizamento de
plântulas com a utilização de 5 explantes por frasco e 30
mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) +
0,01 mg L-1  de ANA (Costa & Carvalho, 2003).

A cultura de C. percivaliana apresentou valores esta-
tisticamente significativos para os fatores isoladamente.
Melhores resultados para número de raízes foram obtidos
com a utilização de 12 plântulas por frasco, não diferindo
do tratamento onde se utilizou 9 plântulas (Figura 3). Po-
rém, para um aproveitamento ótimo do meio de cultura
recomenda-se a inoculação de 12 plântulas por frasco,
uma vez que os resultados obtidos foram equivalentes.
Nesta espécie de Cattleya, o melhor resultado, para o
fator quantidade de meio, foi obtido com a utilização de 25
mL de meio de cultivo (Figura 4).

Número de brotos
Para a variável número de brotos na cultura de C.

loddigesii não foram verificadas diferenças estatísticas
entre os fatores analisados isoladamente, nem quanto à
interação entre eles. Analisando-se a Figura 5 verifica-se
que as culturas de C. percivaliana apresentaram
significância apenas para o fator quantidade de meio,
obtendo-se maior número de brotos formados (1,53) com
a utilização de 25 mL de meio em cada frasco. Resultados
semelhantes foram obtidos por outros autores trabalhan-
do com Aechmea chantinii e Gerbera jamesonii (Sato-
Dias et al., 2003; Timbó & Carvalho, 2003).

Figura 1. Número de folhas nas culturas de Cattleya loddigesii
iniciadas com três plântulas/frasco em relação às diferentes
quantidades de meio Knudson C.

Figura 2. Número de raízes nas culturas de Cattleya loddigesii
iniciadas com três plântulas/frasco em relação às diferentes
quantidades de meio Knudson C.

Figura 3. Número de raiz nas plântulas de Cattleya percivaliana,
independente da quantidade de meio de cultura utilizado.

Figura 4. Número de raízes nas culturas de Cattleya percivaliana
iniciadas com três plântulas/frasco em relação às diferentes
quantidades de meio Knudson C.
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O fator número de explantes por frasco na cultura de
C. percivaliana não apresentou diferença significativa.
No entanto,Braga et al. (2003), estudando o efeito do nú-
mero de explantes/frasco, em abacaxi ornamental (Ananas
bracteatus), encontrou resultados significativos, regis-
traram maiores taxas de multiplicação in vitro em meio de
cultura com quatro explante por frasco apresentando 4,55
brotos.

Comprimento da parte aérea
Na análise do comprimento de parte aérea das plântulas

de C. loddigesii não foram observadas interações signifi-
cativas, nem significância dos fatores isolados. Entretan-
to, nas culturas de C. percivaliana verificou-se signifi-
cância apenas para o fator número de explante por frasco
registrando-se maior comprimento de parte aérea das
plântulas com a utilização de 3 explantes por frasco (1,8
cm). Embora o tratamento com 12 explantes por frasco
(1,66 cm) tenha diferido estatisticamente do tratamento
com 3 explantes por frasco (Figura 6), essa diferença pode
ser considerada pequena em níveis práticos, o que justifi-
ca utilizar maior quantidade de explantes/frasco para eco-
nomizar nos custos. A utilização de 4 plântulas/frasco não
causou efeito negativo quando comparado com 5 e 6
plântulas/frasco no desenvolvimento das bromélias
Aechmea chantinii e abacaxi ornamental (Sato-Dias et al.,

2003; Braga et al., 2003). Provavelmente, a orquídea tenha
menor competição, entre si, por nutrientes contidos no
meio de cultura em relação às bromélias. Fato esse cons-
tatado com melhores resultados encontrados com a utili-
zação de 12 em relação a 4 explantes para orquídeas e
bromélias, respectivamente.

Massa seca de plântulas
A variável massa seca de plântulas de Cattleya

loddigesii não apresentou efeito significativo para os fa-
tores estudados e nem para a interação dos mesmos. A
interação dos fatores (número de explante x quantidade
de meio) pode ser verificada nas culturas de C.
percivaliana que apresentaram maior massa seca de
plântulas com a utilização de 75 mL de meio Knudson C e
3 plântulas/frasco (Figura 7).

Nas culturas de banana cv Maçã (Costa & Carvalho,
2003), foram obtidos melhores resultados em relação à
massa seca das plântulas com a utlização de 4 ou 6
explantes por frasco, embora utilizando 12 horas de
fotoperíodo. Isto significa em uma redução dos custos de
produção dessa muda micropropagada (Costa & Carva-
lho, 2003).

Figura 5. Número de brotos nas culturas de Cattleya loddigesii
iniciadas com três plântulas/frasco em relação às diferentes
quantidades de meio Knudson C.

Figura 6. Comprimento da parte aérea das plântulas de Cattleya
percivaliana em relação ao número de explantes por cultura.

Figura 7. Massa seca das plântulas de Cattleya. percivaliana
nas culturas contendo 75 mL de meio de cultura Knudson C e
diferentes números de explantes.

CONCLUSÃO
Melhores resultados para o crescimento in vitro de C.

percivaliana e de C. loddigesii podem ser obtidos com a
utilização de 12 explantes e com 25 e 75 mL de meio de
cultura Knudson C, respectivamente.
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