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RESUMO: As orquideas se destacam tanto pelo valor ornamental quanto comercial.
Entre elas estd Phalaenopsis H-Sin Sunflower, uma espécie apreciada mundialmente
e com alto valor de mercado. Porém, as Orchidaceae possuem um desenvolvimento
vegetativo lento e necessidades especificas, fato que eleva o seu custo de producio
e torna indispensdvel o desenvolvimento de técnicas alternativas. Atualmente, a
semeadura in vitro constitui ferramenta importante para propagacio das principais
espécies de orquideas. O presente trabalho teve por objetivo estudar aspectos
do crescimento in vitro de Phalaenopsis H-Sin Sunflower mediante avaliacio do
efeito dos meios 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 e 6,3). Para tanto, sementes foram distribuidas em quatro
frascos de cada meio e, apos 180 dias de cultivo, foram retiradas aleatoriamente vinte
plantulas de cada frasco para andlise estatistica. Foram auferidos os dados referentes
a altura das plantulas (AP), comprimento da maior raiz (CMR), comprimento da
maior folha (CMF), nimero de raizes (NR), peso da massa fresca (PMF) e peso da
massa seca (PMS). Inferiu-se que o meio de cultura mais eficiente no crescimento de
plantulas de Phalaenopsis H-Sin Sunflower foi o meio Hyponex® com nivel de pH
de 5,3 que apresentou as maiores médias para todas as varidveis analisadas.
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IN VITRO GROWTH OF PHALAENOPSIS H-SIN SUNFLOWER IN
DIFFERENT MEDIA AND PH LEVELS

ABSTRACT: Orchids have significant ornamental and commercial values.
Phalaenopsis H-Sin Sunflower is a highly appreciated species, worldwide, with
significant market value. However, Orchidaceae have slow vegetative development
and require specific needs which raises their production costs due to alternative
technique employed in their growth. In vitro seeding is an important tool for main
orchid species. Current study analyzes in vitro growth aspects of Phalaenopsis H-Sin
Sunflower by evaluating the effects of culture medium %2MS and in two media based
on commercial fertilizers Hyponex® (NPK 6,5-6-19) and Kristalon orange® (NPK
0-12-30), at three pH levels (5.3, 5.8, 6.3). Seeds were distributed in four flasks with
different media. After 180 days, twenty seedlings were randomly removed from each
flask for statistical analysis. Data comprised height of plants (HP), length of larger
root (LLR), length of the biggest leaf (LBL), number of roots (NR), weight of fresh
mass (WFM) and weight of dry mass (WDM). Results show that the most efficient
medium in the growth of Phalaenopsis H-Sin Sunflower seedlings was Hyponex®,
at pH 5.3, with the greatest averages for all variables.

KEY WORDS: Agribusiness; Orchidaceae; In vitro propagation.

INTRODUCAO

Com utilidade comercial além do uso ornamental, a familia Orchidaceae
¢ considerada uma das maiores entre as angiospermas, apresentando 736 géneros
(CHASE et al., 2015) e 27.801 espécies (GOVAERTS, 2015). Com relagao ao Brasil,
o mercado de orquideas amplia-se cada vez mais, podendo ser enfatizada a procura
nacional de Phalaenopsis Blume, que desde a década passada destaca-se em vendas,
ano apos ano (CHONE; OLIVEIRA, 2005), com énfase a hibridos possuidores de
flores amarelas (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2007), como Phalaenopsis H-Sin
Sunflower.

Tais aumentos em relacdo a comercializacio de Phalaenopsis foram compro-
vados pela empresa Veiling Holambra, a qual registrou incremento de vendas de até
terceira ordem para a cultura, ou seja, em 2001 foram comercializados pelos associa-
dos 216.654 vasos da espécie, totalizando R$ 2,3 milhoes, e no ano de 2004, foram
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comercializados 486.000 vasos, gerando um faturamento anual de R$ 7,2 milhoes
(CHONE; OLIVEIRA, 2005).

A anilise do nimero de produtores e atacadistas de Phalaenopsis no Brasil
demonstra aumento nos ultimos cinco anos. Tais produtores juntos chegam a pro-
duzir mensalmente de 10 a 35 mil vasos. No entanto, a orquidicultura comercial
brasileira ainda é considerada pequena, mas promissora em relagdo a horticultura
intensiva em relacao aos agronegdcios nacionais (IBRAFLOR, 2013).

A potencialidade do mercado brasileiro pode ser comprovada por dados for-
necidos pela IBRAFLOR de que no més de outubro de 2011, a empresa Veiling Ho-
lambra produziu cerca de 302.520 vasos de Phalaenopsis o que corresponde a2 39,9%
a mais do que no mesmo meés no ano de 2010. E a mesma empresa, em novembro
de 2012, teve a sua producdo ainda mais aumentada em 41,7% quando comparado
ao més de novembro de 2011, o que equivale a 379.799 vasos (IBRAFLOR, 2013).

Com relagio a producdo em larga escala, para orquideas, os métodos de
germinacdo in vitro sio os mais usuais. Entretanto, as técnicas existentes necessitam
de aperfeicoamento, pois as respostas as condicoes do cultivo variam fortemente
entre géneros, espécies e até mesmo plantas de um mesmo gendtipo cultivadas
sob diferentes condi¢oes ambientais (CORDEIRO et al., 2011; CUNHA et al.; 2011;
DEZAN et al., 2012). O sucesso da semeadura in vitro de orquideas ¢ dependente
do gendtipo utilizado (MASSARO et al., 2012), das condi¢oes do meio de cultivo,
enfatizando-se niveis de pH e nutrientes (CORDEIRO et al., 2011; CUNHA et al.,
2011; GUSSON et al., 2012) e de fatores abidticos (PEDROSO-DE-MORAES et al.,
2010). Dessa forma, para um desenvolvimento adequado das orquideas, objetivando
reducio de custos e alta produtividade, faz-se necessiria a combina¢do 6tima entre
tais fatores, definindo assim a tecnologia empregada na cultura in vitro (STANCATO
et al., 2001).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes meios de
cultura e niveis de pH, no desenvolvimento in vitro do hibrido Phalaenopsis H-Sin
Sunflower, visando melhoria no protocolo de propagacio massal do hibrido.
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2 MATERIAL E METODOS

Para a realizacio do trabalho, cinco flores de plantas diferentes do hibrido
Phalaenopsis H-Sin Sunflower foram autopolinizadas artificialmente em setembro
de 2011. Seis meses apds a autopolinizacdo, foram coletadas sementes dos frutos
maduros, as quais foram levadas ao Laboratério de Botdnica e Andlises Ambientais
do Centro Universitirio Herminio Ometto - Uniararas, Araras (SP), para o inicio do
cultivo in vitro.

Foram preparados trés tipos de meios de cultivo, sendo o primeiro
composto por MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentracio
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
0-12-36) 22 g.L". Os meios a base de fertilizantes nao sofreram quaisquer acréscimos
de micronutrientes. Todos os meios de cultivo foram acrescidos de 1 g.L! de carvio
ativado, 30 g.L! de sacarose e tiveram seus pH ajustados para 5,3, 5,8 e 6,3 antes da
adicao de 7 g.L'! de dgar-banana. Logo ap6s, 50 mL de cada meio foram vertidos em
quatro frascos de 250 mL e esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm de pressao
durante 20 minutos (ARDITTL; ERNEST, 1992).

As sementes foram desinfestadas por imersio em solu¢io de hipoclorito
de sodio a 5%, sendo submetidas a agitacio na solucio durante cinco minutos, em
tubos Eppendorf® (PEDROSO-DE-MORAES et al., 20092; 2009b). Posteriormente,
os tubos foram mergulhados em dlcool 70% e levados a cimara de fluxo laminar,
onde as sementes foram lavadas quatro vezes em dgua destilada com o auxilio de
seringa de 1 mL. Ainda utilizando-se da seringa, as sementes juntamente com 1
mL de dgua destilada foram depositadas nos frascos contendo os meios de cultivo
(ARDITTI; ERNEST, 1992).

Foram semeados quatro frascos por tratamento sendo inoculadas, por re-
cipiente, 1g de sementes. Os frascos semeados foram fechados com tampa pléstica
transparente e mantidos durante 180 dias em cimara climdtica (B.O.D. MA 403), a
temperatura de 25 =+ 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas com intensidade luminosa de
aproximadamente 40 wmol.m-*s".

Para andlise estatistica, foram utilizados vinte individuos de cada frasco,
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retirados aleatoriamente dos meios de cultura (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009b;
CUNHA et al., 2011).

Ao final do trabalho, foram auferidos os dados referentes a altura das plan-
tulas (AP), comprimento da maior raiz (CMR), comprimento da maior folha (CMF),
numero de raizes (NR), peso da massa fresca (PMF) e peso da massa seca (PMS). Para
a andlise estatistica dos dados foram utilizadas quatro repeticoes, constituido em um
esquema fatorial 3 x 3. A comparagio entre as médias foi feita pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Para as avaliagoes, os dados foram transformados em arcsen
J(x +0,5) visando a estabilizacio da variancia e favorecimento da homogeneidade
das amostras (SANTANA; RANAL, 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que as plantulas de Phalaenopsis H-Sin Sun-
flower, cultivadas em meio Hyponex® e pH 5,3, apresentaram as maiores médias
para todas as varidveis analisadas quando comparadas aos outros meios de cultivo
associados aos demais niveis de pH (Tabela 1).

Tabela 1. Médias obtidas para as varidveis: NUmero de raizes (NR), Altura das plantulas (AP),
Comprimento da maior raiz (CMR), Comprimento da maior folha (CMF), Peso da massa
fresca (PMF) e peso da massa seca (PMS), de plantulas de Phalaenopsis H-Sin Sunflower,
cultivadas em trés diferentes meios de cultura e niveis de pH. CV (%) = Coeficiente de

variacao (Continua)
pH
Meio de cultivo 5,3 5,8 6,3 5,3 58 6,3
NR AP (cm)
1,MS 2,11Ba 2,13Ba 1,72Bb  4,02Ba 345Bb 3,19 Bc
Hyponex 3,14Aa 2,81 Ab 279Ab  451Aa 411 Ab 3,93 Ac
Kristalon 1,19Ca 1,21Ca 1,11Cb  3,87Ca 3,14 Cb 3,03 Cc
F-Mc 17,8+ 20,1%*
F-pH 12,9% 14,6%+
F - Mc x pH 12,4%+ 12,7%
CV (%) 93 11,2
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(Conclusio)
pH
Meio de cultivo 53 5,8 6,3 53 5,8 6,3
NR AP (cm)
CMR (cm) CMF (cm)

M8 1,63 Ba 1,49 Bb 1,36 Bc 1,43 Ba 1,31Bb 1,19 Bc
Hyponex 1,75 Aa 1,61 Ab 1,52Ac 1,54 Aa 1,41 Ab 1,31 Ac
Kristalon 1,32 Ca 1,21Cb 1,04 Cc 1,43 Ba 1,32 Bb 1,07 Cc

F-Mc 12,4* 18 3%+

F-pH 13,9% 12,5+

F - Mc x pH 5,2 10,6*
CV (%) 8,12 11,45
PMF (g) PMS (g)

1;MS 0,41 Ba 030Bb  0,19Bc 0,20 Ba 0,11Bb  0,03Bc
Hyponex 0,54 Aa 0,43 Ab 0,30 Ac 0,32Aa 0,21Ab 0,09 Ac
Kristalon 0,29 Ca 0,19 Cb 0,18 Bb 0,21 Ba 0,12 Bb 0,04Bc

F - Mc 12,6 14,8%+

F-Ph 11,3* 11,3%

F-Mcx pH 11,9% 17,1%
CV (%) 17,32 11,93

Médias seguidas por letras iguais nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras maitsculas representam andlise nas colunas e minusculas nas linhas. * significativo a p < 0,05;
#* significativo a p < 0,01; ns = ndo significativo.

As sementes de orquideas podem germinar e/ou se desenvolverem bem em
valores de pH entre 3,6 e 7,0 (ARDITTI; ERNST, 1984; LEIFERT et al., 1992a). En-
tretanto, a faixa que revela o melhor ajuste € a de 5,0 a 6,5 para um crescimento
adequado da maioria das espécies pertencentes aos géneros Cattleya, Cymbidium,
Laelia e Oncidium (PIERIK, 1987; KAMPF, 2000). Dessa forma, existe consenso no
fato de que meios de cultivo levemente dcidos tém favorecido o desenvolvimento de
orquideas (ARDITTI, 1977; LEIFERT et al., 1992b).

A andlise pormenorizada de cada varidvel analisada permitiu, primeiramen-

te, a constatacio de que em relacio a varidvel nimero de raizes (NR), os maiores
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valores obtidos na interacdo entre o meio de cultivo a base de fertilizante Hyponex
e pH 5,3 estio de acordo com os resultados encontrados para a orquidea hibri-
da Cymbidium Swartz, para a qual o mesmo nivel de pH favoreceu a rizogénese e
consequentemente o aumento do NR por plantulas, por ter facilitado uma melhor
absorcdo de nutrientes (SILVA et al., 2006). Contudo, para Miltonia flavescens Lin-
dl. (Orchidaceae), diferentes niveis de pH nio apresentaram significincia estatistica
para a varidvel NR (STEFANELLO et al., 2009). Ainda, assim como para este trabalho,
¢ relatado que para as orquideas Cattleya loddigesii Lindl., Cattleya tigrina Lindl.,
Laelio cattleya schilleriana Rolfe e Schomburgkia gloriosa Lindl., plantas germina-
das em meio de cultivo a base de fertilizante Hyponex® apresentaram os melhores
resultados estatisticos para a NR devido a percentagem mais baixa de nitrogénio
amoniacal encontrada no fertilizante Hyponex, em relacio ao meio MS e ao ferti-
lizante Kristalon, permitir maior rizogénese (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a;
2009b; CUNHA et al., 2011; DEZAN et al., 2012).

Com relacio a varidvel comprimento da maior raiz (CMR), é vilido salientar
que mesmo que a interacdo supracitada tenha apresentado os maiores valores
médios na andlise estatistica realizada, tal incremento em comprimento pode ser
horticulturalmente indesejado, uma vez que o tipo do sistema radicial, obtido no
enraizamento in vitro também determina o sucesso do transplante, sendo as raizes
mais curtas as mais adequadas por se encontrarem em crescimento ativo, facilitando
a aclimatizacio da planta (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; STEFANELLO et al.,
2009). Nesse interim é importante a observacio de que a utilizacao do fertilizante
Hyponex® como base de meios de cultivo, assim como neste trabalho, permitiu
um maior crescimento de raizes em plantulas analisadas das orquideas hibridas Ca-
ttleya amethysto glossa X (Cattleya dupreana X Laelia purpurata) e Lc.schilleriana
(CORDEIRO et al., 2011; CUNHA et al., 2011).

A anilise da varidvel altura da plantula (AP) demonstrou que os resultados
encontrados na interacio diferem dos descritos para a orquidea M. flavescens, para
a qual nao houve significancia estatistica encontrada para os diferentes niveis de pH
utilizados em relacdo a AP (STEFANELLO et al., 2009). Entretanto, para o compri-
mento da maior folha (CMR), a interacido apresenta concordancia para hibrido de
Cymbidium (SILVA et al., 2006) em relacio ao exato nivel de pH e é corroborado
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pelos melhores resultados médios encontrados em niveis de pH mais baixos para
o desenvolvimento e crescimento in vitro da orquidea Nephrolepisbiserrata (Sw.)
Schott. (AMBROSIO; MELO, 2004). Além disso, o hibrido Lc. schilleriana também
apresentou as maiores médias para as duas varidveis supracitadas ao ser cultivado
em meio Hyponex® (CUNHA et al., 2011).

Os maiores valores para o peso de matéria fresca (PMF) e seca (PMS) sio
corroborados por trabalhos recentes enfocando germinacio e regeneracio in vitro
de representantes da familia Orchidaceae cultivados em meios com niveis de pH
variando de 5,0 a 5,8 (CHAPLA et al., 2009; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009;
SUZUKI et al., 2009; BESSON et al., 2010; SOUTO et al., 2010; CHIU et al., 2011;
CUNHA et al., 2011; LIAO et al., 2011), com excecio dos geralmente utilizados
para cultivo de orquideas do género Phalaenopsis Blume, para a qual é descrito
em metodologias a utilizacio de pH 5,4 (CHEN et al., 2000; MURDAD et al., 2010).
Com relagdo a0 meio de cultivo, assim como para este trabalho, o meio Hyponex®,
quando comparado com os demais, permitiu a obtencao de maiores valores médios
para as varidveis PMF e PMS para o hibrido Lc. Schilleriana (CUNHA et al., 2011).

4 CONCLUSAO

O meio de cultivo a base do fertilizante Hyponex®, associado ao nivel de
pH 5,3, mostrou-se mais adequado para o cultivo in vitro de Phalaenopsis H-Sin
Sunflower.
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