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RESUMO: Arundina graminifolia é uma orquidea apreciada mundialmente pelo
seu valor ornamental, possuindo também uso medicinal. Entretanto, os baixos
investimentos relacionados a melhorias das atuais técnicas de cultivo in wvitro,
ferramenta importante para propagacao de diversas espécies de orquideas, impedem
a diminuicao dos custos de propagacio. O presente trabalho teve por objetivo
avaliar os efeitos do meio de cultura ¥2MS e de dois meios a base dos fertilizantes
comerciais Hyponex® (NPK 6,5-6-19) e Kristalon laranja® (NPK 6-12-36), submetidos
a trés niveis de pH (5,3, 5,8 € 6,3), sobre o crescimento in vitro de A. graminifolia.
Para tanto, sementes foram distribuidas em quatro frascos de cada meio e, apds 180
dias de cultivo, foram retiradas aleatoriamente vinte plantulas de cada frasco para
andlise estatistica. O meio de cultura mais eficiente foi o meio 2MS com nivel de pH
de 5,8, que apresentou as maiores médias para todas as varidveis analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Arundina bambusifolia; Orchidaceae; Orquidea bambu;
Propagacao in vitro.

GROWTH OF ARUNDINA GRAMINIFOLIA (D. DON.) HOCHR. IN
DIFFERENT CULTURE MEDIA WITH DIFFERENT pH LEVELS

ABSTRACT: Arundina graminifolia is an orchid, widely appreciated for its beauty,
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also used as medicine. Low investments in the improvement of current in vitro
culture techniques, an important tool for the propagation of species of orchids,
impairs decrease in costs. Current analysis assesses the effects of culture medium
12MS and two media based on commerecial fertilizers Hyponex® (NPK 6.5-6-19) and
Kristalon orange® (NPK 6-12-36), at three pH levels (5.3, 5.8 and 6.3), on the in vitro
growth of A. graminifolia. Seeds were placed in four flasks with each medium and
20 seedlings were removed randomly after 180 days of culture from each flask, for
statistical analysis. The most efficient culture medium was %2MS at pH level 5.8, with
the greatest media for all variables analyzed.

KEY WORDS: Arundina bambusifolia; Orchidaceae; Bamboo orchid; In vitro
propagation.

INTRODUCAO

Entre as espécies ornamentais e medicinais comercializadas, as orquideas se
destacam, principalmente, no oriente. Contudo, tais plantas apresentam alto custo
de producio (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2011), principalmente devido aos baixos
investimentos relacionados a melhorias das atuais técnicas de cultivo in vitro e ex
vitro, que propiciem aumento de velocidade e reducio de custos de propagacio
(PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a).

Arundina graminifolia (D. Don) Hochr constitui uma das espécies de
orquideas terrestres utilizada na medicina tradicional oriental (SIGH; DUGGAL,
2009) e, ornamentalmente, apresenta destaque no agronegécio floricola nacional
e mundial como planta de jardim, devido a caracteristicas intrinsecas a espécie, tais
como beleza, resisténcia a altas intensidades luminosas e tamanho de flores e partes
vegetativas (LORENZI; SOUZA, 1999).

Conhecida popularmente como orquidea-bambu, A. graminifolia é
origindria da Asia Tropical desde a India, Nepal, Tailindia, Maldsia, Singapura, China
Setentrional, Indonésia as Ilhas do Pacifico, onde ¢ utilizada como bactericida e
cicatrizante topico e estomacal (SIGH; DUGGAL, 2009; MEDHI; CHAKRABARTI,
2009; ACHARYA; ROKAYA, 2010). Nos neotropicos, foi primeiramente introduzida
em Porto Rico, Costa Rica e Panamd, de onde se irradiou para os demais paises
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latinos. Devido a coleta indiscriminada, esta orquidea se apresenta ameacada de
extincdo em Bangladesh, um de seus paises de origem (BADRHA; BHOWMIK, 2005).

Em mercados internacionais, principalmente nos Estados Unidos, mudas
dessa espécie sio vendidas entre US$ 7,00 a US$ 15,00 (BARRIENTOS; ALFARO,
2002). No Brasil, o valor de mercado da planta florida varia de R$ 10,00, quando
adquiridas diretamente do produtor, a R$ 55,00 quando compradas em floriculturas
(TOMAZELA, 2006). Portanto, nacionalmente, tal planta também apresenta alto
potencial mercantil, sendo apenas a melhoria das taxas de propagacio da espécie
uma das barreiras para o aumento de seu uso como ornamental, medicinal e sua
ampla comercializacio.

A semeadura in vitro € ferramenta para a propagacao massal de espécies
de orquideas ameacadas de extincio (SANTOS et al, 2006; PEDROSO-DE-
MORAES et al., 2009a; b). Entretanto, orquidicultores, por falta de conhecimento e
indisponibilidade de informacdes em relacio a nutricio destas plantas, empregam
meios de cultivo complexos, com diversos nutrientes, vitaminas e reguladores de
crescimento (VENTURA, 2002), elevando os custos desta forma de propagacio
(PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a; b).

Estudos in vitro realizados por Stancato et al. (2001) demonstram que a
diminuicio de custos é possivel, somente pela simplificacio dos meios de cultura
atuais, onde as condicoes de cultivo sio especificas para algumas espécies. Dessa
forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento de plintulas
pos-germinacdo de Arundina graminifolia (D. Don) Hochr. em meio de cultura
experimental MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentragio de
macronutrientes e em outros dois meios compostos pelos fertilizantes Hyponex® e
Kristalon Laranja®, em trés diferentes niveis de pH, durante um periodo de 180 dias
de cultura in vitro, a fim de otimizar a producio de mudas dessa espécie.

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizagio do trabalho, cinco flores de plantas de gendtipos
diferentes da espécie Arundina graminifolia, cultivadas a céu aberto nos jardins
do Centro Universitirio Herminio Ometto - UNIARARAS, Araras, Sao Paulo, foram
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autopolinizadas. Seis meses ap6s a autopolinizacdo, foram coletadas sementes dos
frutos maturos, as quais foram homegeneizadas e levadas ao Laboratorio de Botanica
e Andlises Ambientais da institui¢ao, para o inicio do cultivo in vitro.

Foram preparados trés tipos de meios de cultura, sendo o primeiro o meio
MS (Murashige & Skoog, 1962), modificado para conter metade da concentragio
de macronutrientes, o qual foi usado como controle, e os outros dois, por meios
compostos pelos fertilizantes Hyponex® (NPK 6,5-6-19) e Kristalon Laranja® (NPK
6-12-36) a 2 g.L'' (Tabela 1).

Tabela 1. Formulacio dos fertilizantes utilizados para o cultivo in vitro de Arundina
graminifolia (D. Don) Hochr.

Hyponex Kristalon Laranja

Sais % Sais %

Nitrato de potdssio 2 Nitrato de potdssio 4,5

Nitrato de am6nio 45 Nitrato de amo6nio 1,5

Pentéxido de fosforo 6 Pentéxido de fosforo 12

Oxido de potssio 19 Oxido de potissio 36

Sulfato de magnésio 2,5 Sulfato de magnésio 8

Sulfato de zinco 0,5 Sulfato de zinco 18
Sulfato de cobre 0,025 Sulfato de cobre 0,01
Sulfato ferroso - Sulfato ferroso 0,07
Sulfato de manganés 0,03 Sulfato de manganés 0,04
Acido bérico 0,05 Acido bérico 0,025
Molibdato de s6dio 0,025 Molibdato de s6dio 0,004

Todos os meios de cultivo foram acrescidos de 1 g L de carvao ativado, 30
g L'* de sacarose e tiveram seus pH ajustados para 5,3, 5,8 € 6,3 ap6s a adicio de 7 g
L! de dgar-banana. Logo ap6s, 50 mL de cada meio, com cada um dos niveis de pH
foram vertidos em quatro frascos de 250 mL e esterilizados em autoclave a 121 °Ce
1 atm de pressio durante 20 minutos (ARDITTI; ERNEST, 1992).

As sementes foram desinfestadas por imersio em hipoclorito de sédio a
0,5%, sendo submetidas a agitacio na solucio durante cinco minutos em tubos
Eppendorf® (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a; b). Posteriormente, os tubos
foram mergulhados em dlcool 70% e levados a cimara de fluxo laminar, onde as
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sementes foram lavadas quatro vezes em dgua destilada autoclavada com o auxilio
de seringa de 1 mL, também autoclavada. Ainda utilizando-se de seringa estéril, as
sementes, juntamente com 1 mL de dgua destilada autoclavada, foram depositadas
nos frascos contendo os meios de cultura (ARDITTL; ERNEST, 1992). Foram semeados
quatro frascos por tratamento, sendo inoculadas, por recipiente, 1 mg de sementes.
Os frascos semeados foram fechados com tampa pléstica transparente e mantidos
durante 180 dias em camara climatica (B.0.D. MA 403), a temperatura de 25 * 2
°C, sob fotoperiodo de 12 horas com intensidade luminosa de aproximadamente 40
umol m? s,

Para analise estatistica, foram utilizados vinte individuos de cada frasco,
retirados aleatoriamente dos meios de cultura (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009b;
CUNHA etal., 2011). Foram auferidos os dados referentes a altura das plantulas (AP),
comprimento da maior raiz (CMR), comprimento da maior folha (CMF), nimero de
raizes (NR), massa da matéria fresca (PMF) e massa da matéria seca (PMS). Para a
andlise estatistica dos dados foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com quatro repeticoes, constituido em um esquema fatorial 3x3 (trés meios
de cultura x trés niveis de pH, em triplicata). A comparacio entre as médias foi
feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as avaliacoes, os dados foram
transformados em Log visando a estabilizacio da varidncia e favorecimento da
homogeneidade das amostras (SANTANA; RANAL, 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que as plantulas de Arundina graminifolia,
cultivadas em meio de cultura MS composto por metade da concentragio de macro
nutrientes e pH 5,8, apresentaram as maiores médias para todas as varidveis analisadas
quando comparadas aos outros meios de cultivo associados aos demais niveis de pH
(Tabela 2). Estes sio corroborados pelos encontrados para a orquidea Epidendrum
secundum, cultivada nos mesmos meios de cultura e potencial hidrogenionico
(MASSARO et al., 2012), e vao de encontro a afirmacio de Rodriguez et al. (2005),
de que mesmo o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) tendo sido desenvolvido
inicialmente para o uso em cultivo de tecido de tabaco, demonstra-se muito efetivo
como substrato nutritivo para muitas espécies de orquideas.
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Tabela 2. Médias obtidas para as varidveis: Numero de raizes (NR), Altura das plantulas
(AP), Comprimento da maior raiz (CMR), Comprimento da maior folha (CMF), Massa da
matéria fresca (PMF) e Massa da matéria seca (PMS), de plantulas de Arundina graminifolia
(D. Don.) Hochr., cultivadas em trés diferentes meios de cultura e niveis de pH. CV (%) =
Coeficiente de variacio

pH
Meio de cultivo 53 58 6,3 5,3 58 6,3
NR AP (cm)
1,MS 123Ac  1,84Aa 143 Ab 132Ac  254Aa  1,82Ab
Hyponex 121Ac 150Ba 1,33 Bb 1,19Bc 190Ba 154 Bb
Kristalon 0,96Bb 1,19Ca 1,01Cb 0,99Cc 156Ca 1,23Cb
F-Mc 16,4* 13,6%
F-Ph 10,2%# 9,28
F - Mc x pH 10,5%* 9,9%%
v (%) 48 3,1
CMR (cm) CMF (cm)
1,MS 0,83Ac 14242 1,03Ab 113Ab 16542 1,12Ab
Hyponex 033Ab 087Ba 0,85Ba 1,01Bb 1,20Ba 1,04Bb
Kristalon 0,68Ba 0,72Ca 0,69 Ca 0,64Cb 0,74Ca 0,62Cb
F-Mc 2,5% 7,8
F-pH 3,5" 5,9%*
F - Mcx pH 1,5% 14,6*
CV (%) 2,26 9,35
PME () PMS (g)
2MS 0,09Ac 056Aa 0,23 Ab 0,4Ac 0,09Aa 0,7Ab
Hyponex 0,06Bb 0,25Ba 0,24Aa 0,3Ab 0,07Ba 0,4Bb
Kristalon 0,06Bc 0,18Ca 0,15Bb 0,1Bc 0,06Ba 0,4Bb
F-Mc 5,2 13,3*
F-pH 2,8%+ 12,4%
F-Mcx pH 1,2%% 14,2+
CV (%) 10,85 19,85

Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas representam andlise nas colunas e minudsculas nas linhas. *significativo a p < 0,05;
**significativo a p < 0,01.

Reddy et al. (1992) avaliaram os meios de cultura MS, KC (KNUDSON,
1958), RL (ROSA; LANERI, 1977) e VW (VACIN; WENT, 1949), para germinacio e
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desenvolvimento de plantulas de Cymbidium aloifolius, Dendrobium cripidatum e
Epidendrum radicans, sendo que, assim como para todas as varidveis deste trabalho,
o meio nutritivo MS apresentou os melhores resultados para desenvolvimento
vegetativo das espécies analisadas. Também, para a orquidea rupestre Laelia
cinnabarina, em trabalho desenvolvido com diferentes composicoes de meio de
cultura, foram obtidos resultados satisfatorios no cultivo iz vitro em meio MS com
metade da concentracdo dos macronutrientes (STANCATO; FARIA, 1996).

Tais resultados em relacio aos meios de cultura podem ser explicados
pela presenca de uma relacio quadritica entre varidveis analisadas em plantulas
submetidas a doses balanceadas de nitrogénio nitrico € amoniacal, em que se obtém
principalmente o aumento de matéria seca e da altura de plantulas, como observado
tanto para orquideas terrestres do geénero Cymbidium quanto epifitas do género
Cattleya (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a; b). Da mesma forma, os resultados
encontrados para os meios a base de fertilizantes para todas as varidveis estio de
acordo com os encontrados para a bromélia Aechmea blanchetiana (KANASHIRO
et al., 2007) e para a orquidea Cattleya loddigesii (PEDROSO-DE-MORAES et al.,
2009a), nas quais o numero de raizes decresceu linearmente com o aumento da
concentracio de nitrogénio nos meios de cultivo modificados.

A mesma tendéncia para a varidvel NR foi encontrada para Arundina
graminifolia cultivada em meio de cultura MS suplementado com 15 g L' de
sacarose (BHADRA; BHOWMIK, 2005), em que foi constatado maior nimero de
raizes na concentragio 50% de nitrato de amonio contido no meio MS e tendendo
a0 decréscimo nas maiores concentragoes. Tal resultado leva a constatacio de que
as maiores percentagens de nitrogénio amoniacal encontradas nos fertilizantes
Hyponex® e Kristalon Laranja®, em compara¢io a do meio MS com metade da
concentracio de macronutrientes, podem ter sido as responsiveis pela melhor
média apresentada para a varidvel, fato este corroborado pelos resultados obtidos
em experimento com as orquideas Cattleya loddigesii e C. tigrina, onde meios de
cultivo a base dos mesmos fertilizantes foram analisados (PEDROSO-DE-MORAES et
al., 2009a; b).

Para a orquidea epifita Oncidium baueri e para a terrestre Epidendrum
secundums, as andlises biométricas relativas  altura da parte aérea indicaram melhores
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resultados com a utilizacio do meio de cultura MS com metade da concentracio de
macronutrientes (SORACE et al., 2008; MASSARO et al., 2012), corroborando com os
resultados encontrados neste trabalho para a varidvel altura das plantulas (AP) e para
comprimento da maior folha (CMF). Além disso, para a orquidea Cattleya nobilior
e para as bromélias Pitcairnia flammea e Vriesia philippocoburgii (MERCIER;
KERBAUY, 1991; ARAUJO et al., 2005) foi verificado que concentracoes crescentes
de amoénio favoreceram o desenvolvimento do sistema radicular, o que concorda
com os resultados referentes a varidvel analisada comprimento da maior raiz (CMR)
obtida neste trabalho (Tabela 2).

Em relagdo aos demais macronutrientes que compdem os meios de cultura,
deve-se ressaltar que a absor¢io de um dado nutriente pode ser influenciada
por outro, sendo tal absor¢io altamente influenciada pelo pH. Tal observacio
foi comprovada em bromélias, pela correlagio linear existente entre 0 aumento
nas concentracdes de potdssio e o consumo de nitrato por células vegetativas,
promovendo um maior incremento nas caracteristicas fitotécnicas (KANASHIRO et
al.,, 2007). A combinagio de KCl com K,SO,, ambos na concentragio de 500 mg L,
também promoveu maior crescimento in vitro em plantulas de Cattleya loddigesii,
exceto para a varidvel comprimento da raiz, que apresentou melhores resultados
com 500 mg L* de KCI na auséncia de K SO, (FIGUEIREDO et al., 2008).

Em virias espécies de orquideas a taxa de incorporagio de ions fosfato
depende do gendtipo e da concentracio de sais de potdssio presentes no meio de
cultivo, que € usualmente constante e proporcional a taxa de crescimento da cultura
(CHEN et al., 2000). Dessa maneira, assim como exposto acima, em conjunto €
da mesma forma que para o nitrogénio amoniacal, a maior concentragao de sais
fosfatados e sais contendo potdssio no meio MS com metade da concentragio de
macronutrientes propiciaram incrementos nas varidveis biométricas analisadas
principalmente em relacio ao sistema radicular.

Nesse interim, os maiores indices de massa da matéria fresca e seca, e
comprimento de plantulas pela utilizacio de meio de cultura contendo MS com
metade da concentracio de macronutrientes em comparacio a0s meios a base de
fertilizantes NPK, para a orquidea epifita Catasetum fimbriatum e para a terrestre
Epidendrum secundum (REGO-OLIVEIRA; FARIA, 2005; MASSARO et al., 2012), vem
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de encontro com os resultados encontrados para as mesmas varidveis analisadas
neste trabalho (Tabela 2).

O efeito do pH nos meios nutritivos in vitro tem merecido atengdo especial
de pesquisadores por sua atuacio direta sobre a disponibilidade de nutrientes
neles contidos (CHAPIA et al., 2009). Orquideas cultivadas assimbioticamente sio
extremamente sensiveis a mudancas em seus niveis normais de pH, apresentando,
em alguns casos, intolerincia a variacoes da ordem de 0,05, como no caso de
representantes do genero Encyclia, e tolerdncia em relacio a maiores variacoes, até
1,5, como em plantas do genero Cattleya (PEDROSO-DE-MORAES; 2000).

Segundo Arditti e Ernst (1984) a maior parte das espécies de orquideas
germina bem em pHs entre 4,8 ¢ 5,2, com amplitude entre os pHs 3,6 e 7,6.
Entretanto, Kimpf (2000) sugere que para um crescimento adequado da maioria
das espécies de orquideas, a faixa que revela o melhor ajuste é a de 5,0 2 6,5.

O processo de autoclavagem e a estocagem sio fatores que acidificam os
meios de cultura. Dessa forma, uma das maneiras de se impedir tal acidificacio ¢é
a adicdo de carvao ativado, que estabiliza o pH do meio, serve de fonte alternativa
de carbono para a cultura (PEDROSO-DE-MORAES, 2000) e pode ser benéfico em
concentracgoes de 0,1 a 2%, pois, fisicamente, simula a condi¢ao de escuro, na qual
as raizes normalmente se desenvolvem melhor, tendo, devido a estes fatores, sido
usado neste ensaio. Varios sio os relatos na literatura que comprovam os beneficios
do uso do carvao ativado para a cultura in vitro de orquideas, principalmente
levando-se em consideragio dados biométricos (MORALES et al., 2006; MURDAD
et al., 2000; CHAPLA et al., 2009). Entretanto, mesmo com o uso do carvao ativado,
os meios de cultura ainda se alteram em relacio a acidez devido ao crescimento
celular (MURDAD et al., 2006). O pH de meios de cultura se modifica 2 medida
que diferentes ions sio absorvidos e os produtos metabdlicos sao excretados para
o meio, fato este principalmente causado pela absor¢io diferencial do amonio e do
nitrato (MURDAD et al., 20006).

Neste trabalho, os meios com pH ajustados para 6,3 assumiram valores
intermedidrios para as varidveis analisadas, o que corrobora com os resultados
obtidos para a orquidea epifita Baptistonia pubes cultivada em meio MS modificado
e em meio 2 base de banana nanica acrescido de fertilizante NPK 20-20-20 Plant
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Prood® (BAN), com pH ajudado para 6,2 (FERREIRA et al., 2010). J o nivel de pH
5,3 pode ser considerado o pior para todos os meios de cultura usados, mesmo
existindo uma tendéncia das orquideas terrestres germinarem em faixa de pHs mais
baixos que as epifitas (DIEZ, 2007), afirmagao esta discordante dos resultados obtidos
para Baptistonia pubes, em que os maiores valores para as varidveis analisadas foram
obtidos para os meios ajustados para 5,2 (FERREIRA et al., 2010).

O ajuste de pH dos meios de cultivos usados para 5,8 obteve os melhores
resultados para todas as varidveis quantitativas e biométricas analisadas, o que
corrobora com trabalhos recentes enfocando germinacio e regeneracio in vitro
de representantes da familia, sejam eles terrestres, litofitos ou epifitos, os quais
apresentam meios de cultivo ajustados para este nivel de pH (ARAUJO et al., 2009;
CHAPIA et al., 2009; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a; b; SUZUKI et al., 2009;
BESSON et al., 2010; GALES et al., 2010; SCHEIDT et al., 2010; SOARES et al., 2010;
SOUTO et al., 2010; CHIU et al., 2011; CUNHA et al., 2011; KEEL et al., 2011; LIAU
etal., 2011; ROY et al., 2011), com excecio dos geralmente utilizados para cultivo de
orquideas do género Phalaenopsis e Dendrodium, para os quais sio encontrados,
em geral, os niveis de 5,4 e 6,0 respectivamente (CHEN et al., 2000; MURDAD et al.,
2006; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2010).

4 CONCLUSAO

O meio de cultivo MS com metade da concentracio de macronutrientes
ajustado para pH 5,8 demonstrou ser o mais eficaz no crescimento in vitro de
plantulas de Arundina graminifolia como demonstrado para todas as varidveis
analisadas, em detrimento dos meios de cultivo a base dos fertilizantes Hyponex®
e Kristalon Laranja®. A obtencio de tais resultados aponta para a necessidade de
mais investigacoes em relagao ao uso de fertilizantes como base de meios de cultura
para propagacdo in vitro da espécie, uma vez que para outras orquideas, o uso de
fertilizantes constitui eficiente forma de reducio de custos de produgio.
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