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RESUMO

A Cattleya tigrina A. Richard é uma espécie ameacada de extingdo por conta de sua
beleza e exuberancia, necessitando assim de métodos de conservacdo como a
producdo in vitro. Essa técnica € interessante visto que permite a sua propagacao
em um curto periodo de tempo. Este trabalho teve como objetivo a andlise do
crescimento dessa espécie em diferentes meios de cultura, sendo eles: Murashige &
Skoop (MS), Knudson (K); Orchid Maintenance (OM) e Vacin & Went (VW). O
experimento utilizou o cultivo in vitro para a interpretacdo das caracteristicas
morfolégicas das plantulas. Para a obtencdo de dados foi realizada a caracterizacao
morfométrica, com o intuito de definir qual meio de cultura é o mais adequado no
desenvolvimento da espécie. Os resultados obtidos nesta pesquisa mostraram um
crescimento em altura maior no meio de cultura Orchid Maintenance, seguido do
meio de cultura Murashige & Skoop, sendo que o primeiro meio apresentou uma
taxa de mortalidade das mudas de C. tigrina menor do que o segundo meio citado,
onde as mudas cultivadas em meio OM foram de qualidade superior. Trabalhos

como este auxiliam na producgéo e conservagdo de orquideas in vitro.

Palavras chaves: Cultivo in vitro. Orquideas. Produg&o de Mudas.



ABSTRACT

Cattleya tigrina A. Richard is a species threatened with extinction because of its
beauty and exuberance, thus requiring conservation methods like in vitro production
that allows its propagation in a short period of time.

This work had to analyze the growth of this species in different culture environments
such as: Murashige & Skoop (MS), Knudson (K); Orchid Maintenance (OM) and
Vacin & Went (VW).

The experiment used the in vitro culture for the interpretation of the morphological
characteristics of the seedlings. A morphometric characterization was performed to
obtain the data need to determine what culture environment is the most suitable for
the development of the species. The results obtained in this research were an
increased height growth and a smaller total mortality of the C. tigrina seedlings in the
Orchid Maintenance culture environment followed by the Murashige & Skoop, being
that the first half showed a mortality rate of the C. tigrina seedlings smaller than the
second medium mentioned, where the seedlings grown in OM were of superior

quality. Works like this help in the production and conservation of orchids in vitro.

Keywords: In vitro culture. Orchids. Seedling production.
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1. INTRODUCAO

Dentro da familia Orquidaceae pode-se encontrar cerca de 899 géneros e
aproximadamente 27.801 espécies. As orquideas possuem um padrdo de
apresentar trés sépalas e trés tépalas, geralmente da mesma cor. Em determinadas
espécies estas estruturas podem ser fundidas ou reduzidas. Uma das pétalas é
sempre diferente das outras, sendo frequentemente maior, mais colorida ou
estruturada, na qual assume a forma de labio ou labelo. Prolongando-se do centro
da flor, existe uma estrutura denominada coluna que contém os 6rgéos reprodutores
masculino e feminino (MARTINI et al., 2001; THE PLANT LIST, 2016).

Este sistema reprodutor referido acima é caracteristico das orquideas, ja que
nas outras flores, os 6rgdos reprodutores se apresentam separados. Uma estrutura
no topo da coluna, chamada de antera, envolve o pélen que na maioria dos géneros,
encontra-se agrupado de dois até oito massas compactas e pegajosas denominadas
polinias, logo abaixo dessas estruturas localiza-se o estigma (parte feminina da
coluna) na qual a polinia deve ser depositada durante a fertilizacdo. O ovario,
situado na base da coluna, transforma-se em uma cépsula podendo conter mais de
um milhdo de sementes, que por serem muito pequenas assemelham-se a um po
(BLACK, 1984).

Apesar das orquideas apresentarem caracteristicas em comum, existe entre
0s géneros, uma enorme variedade de cor, tamanho, formas, habitos e habitats.
Podendo ser epifitas, hemiepifitas, rupicolas, sapréfitas, terricolas e aquaticas.
(BLACK, 1984; FLORA DO BRASIL, 2020 em construgao).

O género Catlleya merece destaque, sendo considerado por Arditti & Ernst
(1992) como um sinénimo de orquidea e por Menezes (1987), como a rainha das
orquideas pela sua exuberancia e tamanho da flor (PEDROSO et al., 2009). Esse
pode ser um dos fatores associado ao extrativismo indiscriminado.

Entre as orquideas desse género vulneraveis a extingdo no estado de S&o
Paulo est4 a Cattleya tigrina (BIOTA, 2009). Essa espécie, anteriormente conhecida
como Cattleya guttata, habita trechos de matas ribeirinhas, caracterizados pela alta
umidade, estando distribuida pelo litoral atlantico, desde o sul do Brasil até o estado
do Rio de Janeiro (PRIDGEON et al., 2005). Seu periodo de floragdo ocorre em

janeiro, época da alta temporada turistica no litoral brasileiro, tornando-a alvo
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constante de coleta por mateiros, que exploram os lucros de sua venda (VENTURA
et al., 2002).

A C. tigrina apresenta pseudobulbos de até 1 metro, de coloracdo purpura, do
mesmo modo que seus brotos, onde suas hastes sustentam maior nimero de flores
(10-30 flores). Frequentemente, a tonalidade da flor € de um marrom chocolate com
pintas em marrom terra, com intenso perfume e duragdo em torno de 10 dias, tendo
seu labelo mais largo e plano na cor purpura, trilobado e cobrindo a coluna,
possuindo duas ou trés folhas largas, de quinze a vinte centimetros (ROCHA, 2008).

A propagacdao in vitro de orquideas além de acelerar a taxa de germinacéo de
espécies naturais e hibridas, permite a obtencdo de uma maior quantidade de
mudas com maior aproveitamento de sementes (MARTINI et al.,, 2001). A
propagacéao in vitro tem sido utilizada no Brasil para aumentar a produ¢do de mudas
de alta qualidade genética e consequentemente reduzir o custo. Esta técnica tem
igualmente contribuido para salvar muitas espécies que se encontram ameacgadas
(STANCATO et al., 2001).

Diante disto, este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento em altura
das plantulas de C. tigrina em diferentes tipos de meios de cultura comerciais,
examinando também morfologicamente a coloracdo, numero de folhas e o
desenvolvimento em geral das mudas.

O conhecimento e a formulagdo de meio de cultura é essencial para o cultivo
in vitro de orquideas, pois possibilita a presen¢a dos constituintes necessarios para
o seu desenvolvimento, podendo ser formulado de acordo com os requerimentos de

cada espécie.

12



2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em laboratorio na chicara S&o José, localizada no
municipio de Bauru-SP (22° 18' 55" Sul, 49° 3' 41" Oeste), no periodo de fevereiro a
outubro de 2016.

A espécie escolhida foi a C. tigrina (Figura 1) onde foi utilizada uma amostra
de 25 a 30 recipientes por meio de cultura, contendo quinze plantulas em cada um.
Os exemplares foram concedidos pelo laboratério Rodrigo Antonio de Agostinho
Mendonca - El para realizacéo da repicagem.

Figura 1 - Foto da espécie Cattleya tigrina A. Richard.
Fonte: Acervo pessoal das autoras.

Foram utilizados quatro meios de cultura comerciais diferentes, sendo eles:

Knudson C (K); Murashige & Skoop (1992) (MS); Orchid Maintenance (OM); Vacin &
Went (VW) (Tabela 1).
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Tabela 1- Composigdo dos meios de cultura Murashige & Skoop, Knudson C, Orchid

Maintenance e Vacin & Went.

Orchid

Nutrientes Murashige & Knudson i tenance Vacin &
Skoop (MS) C (K) Went (V)
(OM)
Nitrato de Amobnia 1650,0 Mg/L -- 825,0000 --
Mag/L
Sulfato de Amobnia -- 500,0 -- 500,0000
Mg/L Mg/L
Acido Bérico 6,2 Mg/L - 3,1000 Mg/L -
Cloreto de Célcio 332,2 Mg/L -- 166,0000 --
Mag/L
Fosfato de Célcio, -- -- -- 200,0000
Tribasico Mg/L
Nitrato de Calcio -- 0,001 -- --
Mg/L
Cloreto de Cobalto 0,025 Mg/L -- 0,0120 Mg/L --
Sulfato Cuaprico 0,025 Mg/L -- 0,0120 Mg/L --
Na-EDTA 37,26 Mg/L 25,0 37,3000 Mg/L 37,2600
Mg/L Mg/L
Sulfato Ferroso 27,8 Mg/L - 27,8500 Mg/L 27,8000
Mg/L
MES - -- 1000,0000 --
Mag/L
Sulfato de Magnésio 180,7 Mg/L 250,0 90,3500 Mg/L 122,1000
Mg/L Mg/L
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Sulfato de 16,9 Mg/L 7,5 Mg/L 8,4500 5,0900 Mg/L
Manganés
Peptona -- -- 2000,0000 --
Mag/L
Acido Molibdico (Sal 0,25 Mg/L -- 0,1300 Mg/L --
de Sdédio)
Mio-Inositol -- 100,0000 --
Mag/L
Acido Nicotinico - - 1,0000 Mg/L -
lodeto de Potassio 0,83 Mg/L -- 0,4200 Mg/L --
Nitrato de Potéassio 1900,0 Mg/L -- 950,0000 525,0000
Mag/L Mg/L
Fosfato de Potassio 170,0 Mg/L -- 85,0000 Mg/L 250,0000
Monobasico Mg/L
Dihidrogenofosfato -- 250,0 -- --
de potéssio Mg/L
Piridoxina e -- -- 1,0000 Mg/L --
Cloridrato
Tiamina e Cloridrato -- -- 10,0000 Mg/L | 0,4000 Mg/L
Sulfato de Zinco 8,6 Mg/L -- 5,3000 Mg/L --

Fonte: Elaborada pelas autoras.

Para a preparacdo da base dos meios de cultura foi adicionado agar (50,5 g),
sacarose (200 g), vitaminas (100 ml), carvao ativado em p6 (20 g). Em seguida, o ph

dos meios de cultura foi ajustado para 5,7.
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Todos os frascos com meios de cultura foram auto clavados a uma
temperatura de 120°C por aproximadamente 25 minutos, e posteriormente envoltos
com pléstico parafilme até o momento do uso.

O trabalho ocorreu de modo in vitro utilizando uma camara de fluxo vertical,
higienizada com &lcool 70%, intercalado com hipoclorito de sddio, antes e depois do
uso. Os potes com 0s meios de cultura prontos para a inser¢éo das plantulas foram
introduzidos dentro da mesma, que também foram higienizados com alcool 70%,
além dos instrumentos manipulados, como pingas e bisturi, mantidos no esterilizador
até seu uso, trocados a cada 10 minutos de utilizacao.

Utilizou-se por volta de 23 recipientes por meio de cultura, contendo 15 mudas
cada. ApOs a insercdo das plantulas, os potes sdo embalados com plastico
parafime e dispostos em prateleiras de aluminio com luminosidade artificial e
ambiente climatizado com temperatura em torno de 23°C e fotoperiodo de 16 horas.

O crescimento em altura (mm) foi obtido quinzenalmente com o auxilio de um
paquimetro convencional (Mitutoyo 150 mm), obtendo-se a medida da ponta da folha
até o comeco da raiz. A coloracdo das plantulas e o desenvolvimento em geral
foram feitas por analise visual, medindo cinco plantulas de cada recipiente, no
periodo de 09 de junho até 03 de outubro de 2016, contabilizando 7 medi¢des no
total. Posteriormente calculando-se a média entre os meios de cultura, para que,
dessa maneira, possamos obter o crescimento. A andlise estatistica foi feita pela

plataforma R (pacote gréficos).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultura Vacin & Went foi 0 que mais apresentou plantulas mortas
dentro do tempo de pesquisa, demonstrando maior crescimento do sistema radicular
a nivel visual, considerando os outros meios analisados. Esses dois aspectos podem
ser justificados pelo fato de conter hormonios ja presentes na composi¢do do meio,
visto que se comprovou mais eficaz para germinacdo de sementes, segundo a
proposta de Gamborg (1970) que aponta que a presenca de amonia € mais eficiente
na germinacao de sementes de orquideas do que o nitrato, pois o Vacin & Went é o
meio que apresenta maior relagdo amonia:Nitrato (SUZUKI et al., 2010).

Os resultados foram feitos a partir da média de crescimento de cinco das vinte

mudas contidas em cada recipiente de meio de cultura (Figura 2).
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Figura 2 - Média de crescimento das mudas de Cattleya tigrina A. Richard por

recipiente do meio de cultura Vacin & Went.
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O meio de cultura Knudson C teve 12 mudas plantulas no total. As folhas
manifestaram uma coloragcdo amarelada, jA o crescimento de raizes, foi inibido se
comparado com os demais. De acordo com SILVA et al., 2009, o0 meio Knudson nao
promove aumento no sistema radicular.

O meio em questdo manifestou média de crescimento reduzida em alguns
recipientes (Figura 3), levando em considera¢cdo que 0 mesmo possui baixos teores
em sais nutritivos, quando comparados com outros meios, como o MS (GEORGE et
al., 2008).
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Figura 3 - Média de crescimento de cinco plantulas de Cattleya tigrina A. Richard

por recipiente do meio de cultura Knudson.

O Murashige & Skoop é o meio comercial mais utilizado entre os laboratérios,
por ter um bom custo beneficio, o que foi confirmado por esse estudo, ja teve o
segundo melhor resultado entre os quatro meios analisados, podendo ser justificado

pela maior concentracdo de nitrogénio presente no meio MS. Esse nutriente,
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7

juntamente com a sacarose € um dos principais componentes em quantidade no
meio de cultura, contribuindo de forma efetiva, tanto no metabolismo celular, como
na regulacéo do seu potencial osmético (NAGAO et al., 1994).

Tal meio apresentou um desenvolvimento do sistema radicular adequado,
pois concentragbes de vitaminas do meio MS influenciaram de maneira positiva o
crescimento das raizes (SILVA et al., 2009), assim como um aspecto esverdeado
nas folhas e também uma eficiéncia superior de crescimento (Figura 4), com médias

maiores que 0s meios citados acima.

25
I

Crescimento(mm)
15

10

I N A N N N N N N N N N O Y O I O
1 3 o ¢ 9 11 13 1 1 19 21 23 25 27 29

Potes

Figura 4 - Média de crescimento de cinco plantulas de Cattleya tigrina A. Richard

por recipiente do meio de cultura Murashige & Skoop.

O meio de cultura Orchid Maintenance foi o que apontou um melhor resultado,
visto que foi 0 mais eficaz no desenvolvimento. Estes dados corroboram com Ruiz,
et al., (2008) onde as mudas cultivadas em meio OM foram de qualidade superior e

observou-se um crescimento mais rapido. Os resultados mostraram crescimento
19



mais elevado dentre os quatro meios de cultura analisados (Figura 5). N&o
apresentando mortalidade das plantulas, apesar de parecer ser mais suscetivel a
contaminacdes, visto que no periodo de pesquisa foram encontrados trés recipientes

com fungos.
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Figura 5 - Média de crescimento de Cattleya tigrina A. Richard por recipiente do

meio de cultura Orchid Maintenance.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O meio de cultura Orchid Maintenance demonstrou maior eficacia no
crescimento in vitro de plantulas de C. tigrina, considerando a altura da planta,
morfologia externa e a taxa de mortalidade. Contudo, o crescimento apresentado
pelas plantulas cultivadas no meio de cultura Murashige & Skoop pode ser

considerado satisfatorio.
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