PRODUGAO /N VITRO DE MUDAS DE Cattleya walkeriana e Cyrtopodium
palmifrons A PARTIR DE SEMENTES!
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IN VITRO PRODUCTION OF SEEDLINGS OF Cattleya
walkeriana AND Cyrtopodium palmifrons FROM SEEDS

Secds of Cattleya walkeriana and Cyriopodium
palmifrons (Orchidaceac) were asceptically transferred to culture
medium Knudson, MS (Murashige & Skoog) and MS supplemented
with IAA (1, 15 and 30 mg L ") and kinetine (0.25, 5and 10 mg L
1) for getmination. They were kept at room temperature (23+2°C)
under fluorescent light for 30 to 45 days. The seedlings were
transferred to pots containing culture medium Knudson and
incubated for four months at room temperature and transferred to
fresh culture medium until the seedlings attained approximately
1.0t0 2.0 cm size for climatization. The in vifro cultivation of both
plant species was considered viable. However the performance
of the two orchids differed in relation to protocorms oxidation levels
and in vitro growth. The results showed that less concentrated
culture medium such as Knudson can be utilized without the addition
of growth rcgulators for the production of Cattleya walkeriana
as well as Cyrtopodium palmifrons.

Sementes de Cartleya walkeriana e de Cyrtopodium
palmifrons (Orchidaceae) foram transferidas assepticamente para
meios de cultura Knudson, MS (Murashige & Skoog) e MS
suplementado com IAA (1, 15 ¢ 30 mg L ') ¢ cinetina (0.25,5 e
10 mg L 1), para germinag#io. Elas foram incubadas 4 temperatu-
rade 23+2°C, sob luz fluorescente por um periodo de 30t a 45 dias.
As plantulas obtidas foram repicadas para meio Knudson, perma-
necendo em incubagfio por quatro meses e, em seguida,
transferidas para meio fresco, até atingirem tamanho para
aclimatagio. O cultive in vitro de ambas as espécies foi conside-
rado vidvel, havendo comportamento diferente entre as espécies,
em relaglio 4 produgfio de protocormoides, niveis de oxidacio e
crescimento i vitro. Os resultados mostraram que um meio me-
nos concentrado como Knudson pode ser utilizado sem adigio de
reguladores de erescimento para produgfic de mudas tanto para
Cattleya walkeriana quanto para Cyrtopodium palmifrons.
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INTRODUCAO

As Orchidaceae constituem uma das maiores
familias de plantas com flores ¢ uma das mais alta-
mente evoluidas (Berg 1998). De acordo com esti-
mativas, existem 700 géneros ¢ 25.000 espécies,
extremamente diversificadas, sendo encontradas em
todo o mundo, desde o Artico até 0 Antértico
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(Kerbauy 1995). Das milhares de espécies existentes,
a maioria & originiria de regides tropicais e
subtropicais, predominando as formas epifiticas e
rupicolas, enquanto, fora dos tropicos, predomina a
forma terrestre (Kerbauy 1995).

Catleya walkeriana e Cyrtopodium palmifrons
sdo espécies nativas do Brasil, muito ornamentais e
se adaptam bem ao cultivo em vasos (Jim & McQueen
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1993). Como as demais espécics, clas sdo propaga-
das naturalmente, através de sementes muito peque-
nas, sem endosperma, as quais requerem associagio
COm Mmicorrizas para germinagdo natural. Isto faz com
que, apesar das milhares de sementes produzidas por
capsula, apenas algumas cheguem a germinar e que
as densidades em populagdes naturais sejam relativa-
mente baixas (Berg 1998). Contudo, em 1922, o pes-
quisador Lewis Knudson obteve a germinagio
assimbiotica das sementes de orquideas in vitro (Fa-
ria & Stancato 1998), o que vem possibilitar a expan-
sdo da propagagéo comercial.

A semente de orquidea contém um embrido
de, aproximadamente, 0,1 mm, que, durante a germi-
nagio, ditata-s¢ para formar uma pequena estrutura
denominada protocormo ou protocorméide (Hoffmann
et al. 1998). Para a obtengio dos protocormoides in
vitro, 0 meio de cultura € dependente da espécie, cul-
tivar ou hibrido, pois, sob a denominagio genérica de
orquidea, insere-se uma imensa diversidade
taxondmica, estrutural, bioguimica, fisioldgica e ge-
nética (Kerbauy 1993). Os meios de cultura imalmente
empregados foram o de Knudson e de Vacin & Went;
atualmente se utiliza também o meio de Murashige &
Skoog (1962). Thompson (1977) recomenda a utili-
zacdo dos meios de Knudson ou o meio MS, ambos
suplementados com | a 30 mg L ! de acido
mdolacético (IAA) e 0,04 a 10 mg L * de cinetina.

As informagdes quanto ao cultivo in vitro de
Cattleya walkeriana ¢ Cyrtopodium palmifrons sio
escassas, sendo necessano o desenvolvimento de um
protocolo apropriado para germinagio e crescimento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas neste trabalho sementes de
duas espécies de orquidea, Cattleya walkeriana ¢
Cyrtopodium palmifrons. As capsulas contendo as
sementes foram coletadas no inicio da maturagio.

Inicialmente, as capsulas foram lavadas em
agua corrente €, em seguida, submetidas ao tratamento
de descontaminagio, em cAmara de fluxo laminar, uti-
lizando-se NaOCl 1,5%, durante 30 minutos. Apds
lavagem em agua esterilizada por trés vezes, as cap-
sulas foram cortadas, longitudinalmente, com auxilio
de bisturi, para, em seguida, retirar as sementes ¢
coloca-las sobre o meio de cultura.

Foram utilizados dois meios de cultura basi-
cos, ou sgja, o0 Knudson e o MS e nove modifica-
¢oes do meio MS, em que se¢ variaram as concentra-
¢oes de acido indolacético - IAA (1, 15e30mg L )

e cinetina (0,25; 5 e 10 mg L ). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com qua-
tro repetigdes. A incubagio foi realizada em uma sala
de crescimento com temperatura ambiente (23+£2°C)
sob luz florescente por um periodo de 30 a 45 dias
(Tabela 1).

Avaliaram-se tanto a contaminagio quanto a
oxidagio aos 17 dias apos a semeadura, sem, no en-
tanto, descartar as placas que se apresentavam parci-
almente oxidadas; as contaminadas e totalmente oxi-
dadas foram desprezadas.

A germinagio foi avaliada aos 30 dias da se-
meadura para C. walkeriana ¢ aos 45 dias para C.
palmifrons, época em que ocorren o inicio da forma-
¢do dos protocormoides. Para a germinagio, consi-
deraram-se fraca (+) e boa (++), quando menos que
50% e entre 50 a 100% da superficie do meio de
cultura estavam cobertas por sementes germinadas,
respectivamente.

As plantulas obtidas de C. walkeriana foram
transfendas para meio Knudson e subcultivadas por
duas vezes, permanecendo em incubagdo por oito
meses. O crescimento, apds quatro meses de cultivo,
foi considerado: a) fraco (+) para uma ocupagio me-
nor que 30% da superficie do meio de cultura por
protocormoides ¢ plantulas e nos casos ems que a
maioria das plantulas apresentava altura em torno de
0,3 c¢m; b) moderado (++) para uma ocupagio entre
50 a 80% da superficie do meio de cultura por
protocormoides e plantulas, sendo que a maioria des-
tas apresentava altura em torno de (0,5 cm; ¢) bom
(+++) para uma ocupagio maior que 80% da superfi-
cie do meio de cultura por protocorméides e plantulas,
sendo que a maiona das plantulas apresentava altura
em torno de 0,8 cm. Aos oito meses de cultivo in
vitro, as plantulas que apresentavam raizes foram
selecionadas ¢ transplantadas para vasos de barro con-
tendo pedagos de telha (tergo inferior) e pé de xaxim
(dois tergos superiores). Em seguida, foram
conduzidas e mantidas em casa-de-vegetagdo com
sombreamento de 60% ¢ temperatura ambiente. A
umidade relativa do ar foi aumentada através de
umidificadores. Os vasos, contendo as plantulas, fo-
ram colocados em bandejas de plastico, em cujo inte-
rior se mantinha constantemente uma camada de 5
cm de agua.

A comparagdo de germinagdo e crescimento
for feita apenas entre os tratamentos, ou seja, ndo
foram atribuidas notas comparativas entre as duas
espécies trabalhadas.



Tabela 1. Composig¢do dos meios MS ¢
Knudson modificados e utilizados nas fases de ger-
minagio de sementes e crescimento de plintulas de
Cattleya walkeriana e Cyrtopodium palmifrons (em
mg L ).

Substincias Meio MS Meio Knudson
NHNO, 1650 -
KNO, 1900 -
KH,PO, 170 250
MgS0,1H,0 370 250
CaCL.2H,O 440 -
Ca(NO,), H,0 - -
(NH,),.,H,O - 500
FeS0,7H,0 27.8 25
Na -EDTA ~ 373 -
MnSO, 4H,0 23 -
ZnSO, TH,0 106 -
H,BO, 62 -
KI 083 -
Na,MoQ,.2H,0 025 -
CuS0,5H,0 0,025 -
CeCl,.6H,0 0,025 -
Tiamina 10 -
Piridoxina 05 -
Acido nicotinico 05 -
Glicina 20 -
Sacarose 30000 30000
Agar 6000 6000
pH 58 60
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo & contaminagio observou-se um
indice de 2,2%, ou seja, apenas uma placa se apre-
sentou contaminada, o que pode ser considerado bai-
xo. Contudo, maiores cuidados com a assepsia na
fase de semeadura em cimara de fluxo laminar po-
dem reduzir esse indice para zero, resultado esse ob-
tido em trabalhos anteriores.

As placas semeadas com a espécie C.
paimifrons apresentaram elevados indices de oxida-
¢do quando o meio de cultura continha niveis mais
baixos de auxina (1 ¢ 15 mg L ). Nos meios MS ¢
Knudson ¢ quando a concentragio de auxina adicio-
nada ao meio MS foi de 30 mg L ', ndo houve oxida-
¢do. A germinagdo ocorreu aos 45 dias apos a seme-
adura, sendo considerada boa nos meios MS ¢
Knudson (Tabela 2),

Placas contendo C. walkeriana nio apresen-
taram oxidagdo e a germinagdo foi boa em todos os
meios de cultura. Apos quatro meses de cultivo in
vitro, as plantulas de C. palmifrons apresentaram-sc
mais desenvolvidas em meio Knudson, engquanto as
plantulas de C. walkeriana, em meio MS acrescido
de 5 mg L "' de cinetina e 30 mg L - de IAA (Figura
1}. Plantulas de C. walkeriana nio se desenvolveram
bem em meio MS, sem o acréscimo de fitorreguladores
ou em baixos niveis de citocinina (0,25 mg L - de
cinetina) (Tabela 2).

Tabela 2. Oxidagfo, germinagio e crescimento in vitro de Cattleya walkeriana e Cyrtopodium palmifrons

em diferentes meios de cultura.

Mcio de Cinetina/ Oxidagdo Germinagio Crescimento?
cultura IAA
{mg 11y C. walke-  C. palmi- C. watke- C. palmi- C. walke-  C. palmi-
riana Jrons riana Jrons riana frons
MS 0/0 0 4] -+ ++ + ++
0,251 0 50 ++ + + +
0,25/15 0 50 ++ + + +
0,25/30 0 0 + + + +
51 0 100 ++ + + +
5/15 0 50 ++ + ++ ++
5/30 0 0 ++ + +++ ++
101 0] 100 ++ + + o+
10/15 0 100 + + + ++
10/30 0 0 ++ + + +
Knudson 00 0 0 +t i+ + e

1. + = Germinagdo fraca; ++ = Germinagfo boa.

2. + = Crescimento fraco; ++ = Crescimento moderado;, +++ = Crescimento bom.
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Os meios de cultura sem a adigdo de
fitorreguladores poderiam ser recomendados, na fase
inicial, para as duas espécies estudadas, ja que a pro-
dugdo de protocormoides € elevada, proporcionando,
assim, um bom rendimento na produgdo de mudas
(Figura 1). Além do mais, a ndo-adigdo de
fitorreguladores ao meio de cultura reduz o custo de
produgio da muda in vitro.

De acordo com os resultados obtidos consta-
tou-se uma diferenga de comportamento em relagdo
a oxidagio, a formagio de protocormdides € ao cres-
cimento in vitro das duas espécies estudadas, o que
vem de encontro as observagdes de Kerbauy (1995).
A melhor resposta a adiggo de fitorreguladores ao meio
de cultura.foi obtida pela espécie C. walkeriana, en-

Cvrtopodinm paimifrons

Cyriopodinm palmifrons
MS : Knndson

quanto C. palmifrons apresentou melhor germinagio
e crescimento em meios contendo sais minerais e subs-
tancias organicas, sem a adigdo de fitorreguladores.

O tempo de repicagem para meio fresco foi de
quatro meses, o que pode ter levado ao menor cresci-
mento das plantulas in vitro. Em relagio a metodologia
utilizada para a aclimatizagdo das mudas, a resposta
foi excelente, ja que houve 100% de pegamento. En-
tretanto, observou-se que as mudas apresentam vari-
abilidade em relagdo ao crescimento.

Sugere-se, para futuros trabalhos, que o perio-
do para subcultivo seja de dois ou trés meses, o que
poderia levar as plantulas a um crescimento mais ace-
lerado.
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Figura 1. Produgdo in vitro de mudas de orquideas. a) Semeadura de Cyrtopodium palmifrons; b)
Producdo de protocorméides de Cyrtopodium palmifrons, 30 dias apos a semeadura; ¢) Plantulas de
Cyrtopodium palmifrons obtidas a partir da semeadura em meio Knudson € MS; d) Plantulas de Cattleya
walkeriana obtidas a partir da semeadura em meio Knudson € MS.



CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se con-
cluir que a descontaminagdo das capsulas de Cattleya
walkeriana e de Cyrtopodium palmifrons pode ser
feita com NaOCl a 1,5 %. A oxidagido, a produgdo de
protocormoides e o crescimento in vitro variaram
com a espécie. A produgio de protocormdides de
Cattleya walkeriana e de Cyrtopodium palmifrons
se deu em meio MS e Knudson, sem a necessidade
da adigio de fitorreguladores.
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