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RESUMO: A semeadura in vitro constitui ferramenta indispensavel para
propagacio das principais espécies de orquideas comerciais, como, por exemplo,
Epidendrum secundum, espécie de grande importancia na obtenc¢ao de hibridos.
O presente trabalho teve por objetivo estudar aspectos do desenvolvimento
in vitro desta espécie mediante a avaliagio do efeito do meio de cultura MS
com metade da concentracio de macronutrientes ¢ de dois meios a base de
fertilizantes, Hyponex e Kristalon laranja. Os meios de cultura foram esterilizados
em autoclave a 121°C e 1 atm de pressio durante 20 minutos. As sementes foram
desinfetadas por meio da agitacio em tubos eppendorf®, contendo hipoclotito
de sédio 5%, durante cinco minutos; posteriormente foram lavadas e inoculadas
nos frascos juntamente com 1 mL de agua destilada. Foram semeados quatro
frascos por tratamento contendo 1 g de sementes cada. Apos 180 dias de cultivo,
inferiu-se que o meio de cultura mais eficiente para o desenvolvimento in vitro
de plantulas foi 0 meio MS com metade da concentragdo de macronutrientes,
que apresentou as maiores médias para todas as variaveis biométricas avaliadas,
podendo, dessa forma, ser utilizado comercialmente por pequenos produtores
por apresentar menor custo de produgio.
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IN VITRO DEVELOPMENT OF Epidendrum secundum Jacq. IN
SIMPLIFIED GROWTH MEDIA

ABSTRACT: The i vitro seeding is an indispensable tool to propagate the main
commercial species of orchids, such as Epidendrum secundum, a species of great
importance in obtaining hybrids. The present work aimed to study aspects of
the 7 vitro development of this species by assessing the effect of MS medium
with half of its concentration of macronutrients and two media based on
fertilizers, Hyponex and Kiristalon Laranja. The culture media were autoclaved
at 121 © C and 1 atm pressure for 20 minutes. The seeds were disinfected by
being stirred in Eppendorf ® tubes, containing 5% sodium hypochlorite, for five
minutes. Subsequently, they were washed and inoculated in flasks with 1 ml of
distilled water. Four flasks were seeded per treatment with 1 g of seeds each.
After 180 days of cultivation, the most efficient medium for the development of
in vitro plantlets was inferred to be the MS medium with half of its concentration
of macronutrients, which had the highest means for all the biometric variables
assessed. Therefore, it can be commercially used by small producers since it
presents a lower production cost.

KEYWORDS: Otrchid, I vitro propagation; Growth medium, Crop production.

INTRODUGAO

Orchidaceae abrange uma das maiores familias de plantas floriferas e
representa o grupo mais derivado da superordem Liliiflorae (DRESSLER, 1993).
A maioria de seus representantes ocorre em ambientes tropicais, sendo o Brasil
um dos maiores detentores de biodiversidade de espécies epifitas (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007). No entanto, muitas espécies apresentam-se
ameagadas de extingdo devido a destruicdo de habitats e as coletas predatorias
(BIOTA, 2005), principalmente orquideas de elevado interesse comercial.

O género Epidendrum caracteriza-se ecoldgica e horticulturalmente
como um dos mais importantes da familia, sendo possuidor de 1.000 espécies,
distribuidas pelas Américas Central e do Sul (CHEN, L.; CHEN, J.; CHANG,
2002). Apresenta-se muito varidvel morfologicamente e mal resolvido

taxonomicamente, devido a sua delimitacdo genérica e a posicao sistematica de
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muitas de suas espécies, as quais tém sido alvo de controvérsias (DRESSLER,
1967; BRIEGER, 1977; DRESSLER, 1984; HAGASTER, 1993; WITHNER;
HARDING, 2004). Infelizmente, apesar de toda a importincia ornamental do
género, produtores de Epidendrum encontram problemas, como custos elevados
e lenta taxa de propagacido sexual e vegetativa para a produ¢do em larga escala
(CHEN, L.; CHEN, J.; CHANG, 2002).

Epidendrum secundum Jacq. representa uma das mais populares espécies
do género, impulsionando o agronegocio floricola nacional, pois é amplamente
comercializada como flor de corte e de vaso, além de ser utilizada na produgio
de hibridos multifloros. Tal orquidea foi recentemente considerada apenas uma
espécie altamente polimérfica, apresentando alta variacdo morfologica continua
entre suas populacoes (PINHEIRO; BARROS, 2007).

A espécie caracteriza-se morfologicamente por apresentar caule cilindrico
pendente, rizoma curto, folhas disticas, coridceas, ovadas a lanceoladas e planas
de apice arredondado a agudo. As inflorescéncias apresentam de 16 a 57 cm de
comprimento e sio do tipo corimbo ou racemo, possuindo de 12 a 80 flores.
As flores apresentam pétalas e sépalas de coloracdo variavel entre lilds e rosa. O
labelo, também lilds ou réseo, apresenta-se delgado, plano, trilobado, possuidor de
lobos laterais suborbiculares a deltoide de margem recortada com lobo mediano
retangular a deltoide de margem denticulada e apice levemente mucronulado,
apresentando coloracao alva e/ou amarela (STANCIK; GOLDENBERG;
BARROS, 2009).

Umas das ferramentas indispensaveis a propagacdo de espécies de
orquideas é a semeadura 7z vitro, uma vez que as metodologias empregadas
proporcionam a producdo de plantas uniformes, sadias, velocidade supetior
de crescimento em relacio aos métodos convencionais de propagacio, maior
producdo em menor tempo e espago fisico e a obtencdo de plantas livres de
virus e outros patégenos (SANTOS et al., 2006). Além disso, o cultivo 7 vitro
tem sido utilizado para aumentar a produc¢io de mudas de alta qualidade genética
e para reducio de custo de producio, pela simplificagio de meios de cultura
(STANCATO, 2001; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a).
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As plantas cultivadas iz vitro possuem alto vigor fisiolégico devido
a nutricao balanceada nas fases inicias de desenvolvimento. Isto se traduz em
rapido crescimento e maior tolerancia as condi¢oes adversas do meio ambiente,
bem como ao ataque de doengas e pragas. Assim sendo, a composi¢ao do meio
de cultura ¢ importante para a germinagdo das sementes ¢ o crescimento da
planta (KERBAUY, 1997).

O uso de fertilizantes comerciais tem se intensificado como forma
de facilitagdo para a preparacdo de meios de cultura e reducio de custos de
producio em varias espécies de orquideas (PEDROSO-DE-MORAES et al.,
2009a; 2009b). Tal constatacdo ocorreu no trabalho realizado por Oliveira e Faria
(2005), em estudo comparativo entre os meios MS, Knudson C, Vacin & Went
e meios a base de adubos NPK (10-5-5) e NPK (10-30-20) na concentracio de
3,0 g L-1, no qual obtiveram as melhores médias para comprimento da maior
raiz nas espécies Catasetum fimbriatum e Cyrtopodium paranaensis quando utilizaram
o meio a base do adubo NPK (10-5-5). O meio a base do fertilizante NPK (10-
30-20) apresentou a melhor média em nimero de raizes para Catasetum fimbriatum.
Em relacdo a massa da matéria seca da raiz e massa da matéria seca da parte aérea,
os dois meios a base de fertilizantes se destacaram para a espécie Cyrtopodinm
paranaensis.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de meios de
cultura simplificados a base de fertilizantes comerciais Hyponex e Krislalon laranja
em compara¢do ao meio MS com metade da concentracio de macronutrientes,

no desenvolvimento de plantulas de Epidendrum secundum.

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, cinco flores de diferentes individuos de
habito terrestre de Epidendrum secundum toram autopolinizadas artificialmente em
setembro de 2008. Seis meses apos a autopolinizagao, foram coletadas sementes
dos frutos maduros, as quais foram levadas ao Laboratorio de Botanica e Andlises
Ambientais do Centro Universitario Herminio Ometto — UNIARARAS.
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Foram preparados trés tipos de meios de cultura, sendo o primeiro
composto por metade da concentragio de macronutrientes e totalidade de
micronutrientes do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), o qual foi usado
como controle, e os outros dois pelos meios Hyponex (NPK 6,5-6-19) e Kristalon
laranja NPK 6-12-36) a 2 g, acrescidos de 1 g.I." de carvio ativado, 30 gL' de
sacarose com pH ajustado para pH 5,8 antes da adicio de 7 gL' de agar-banana.
Em seguida, 50 mL de cada meio de cultura foram vertidos em quatro frascos
de 250 mL e esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm de pressao durante 20
minutos (ARDITTI; ERNEST, 1992).

As sementes foram desinfetadas mediante a agitacido em tubos eppendorf®
para centrifuga em soluc¢do de hipoclorito de sédio a 5% durante cinco minutos.
Posteriormente, os tubos contendo as sementes foram mergulhados em édlcool
70% por cinco minutos e levados a cimara de fluxo laminar, onde as sementes
foram lavadas quatro vezes em agua destilada com o auxilio de seringa de 1 mL.
Com a auxilio de seringa as sementes, juntamente com 1 mL de agua destilada,
foram depositadas nos frascos contendo os meios de cultura (ARDITTI;
ERNEST, 1992). Foram semeados quatro frascos por tratamentos sendo
inoculadas, por recipiente, 1g de sementes. Os frascos semeados foram fechados
com tampa pléstica transparente e mantidos durante 180 dias em camara climatica
(B.O.D. MA 403), a temperatura constante de 25°C, sob fotoperiodo de 12 horas
e intensidade luminosa de aproximadamente 116 umol.m™s™.

Ap6s 180 dias de cultivo foram avaliados os seguintes pardmetros de
crescimento: comprimento total da plantula (CTP), comprimento da parte aérea
(CPA), massa fresca da plantula inteira (MFP), massa seca da plantula inteira
(MSP), comprimento da maior raiz (CMR) e comprimento da maior folha (CMF)
utilizando paquimetro digital (Digimess 100A) e balanca analitica (Gehaka BG
400). Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o teste de Liliefors para
normalidade dos res{duos da ANOVA. Como essa pressuposicao foi atendida
para todas as medidas analisadas, a analise de variancia (ANOVA) foi realizada

seguida pelo teste de Tukey (a= 0,05) pela utilizacdo do aplicativo BioEstat 5.

Revista em Agronegocios e Meio Ambiente, v.5, n.2, p. 337-351, maio./ago. 2012 - ISSN 1981-9951



342 Desenvolvimento in vitro de Epidendrum secundum Jacq. em meios de cultivos...

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise de variancia foi possivel verificar que as plantulas
de Epidendrum secundum, cultivadas em meio de cultura MS com metade da
concentracio de macronutrientes, apresentaram as maiores médias para
todas as varidaveis biométricas analisadas quando comparado aos meios de
cultivo preparados com os fertilizantes Kristalon laranja e Hyponex. O meio
de cultura a base de Kristalon laranja proporcionou valores intermediarios de
crescimento das plantulas em relagdo ao meio MS com metade da concentragio
de macronutrientes e a0 Hyponex, com este tltimo apresentando os menores

valores médios para as variaveis analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 Valores médios para comprimento total da plantula (CTP), comprimento da
parte aérea (CPA) comprimento da maior raiz (CMR), comprimento da maior folha
(CMF), massa fresca da plantula inteira (MFP), massa seca da plantula inteira (MSP)
de Epidendrum secundum, ap6s 180 dias cultivo em trés meios de cultura: MS = MS com
metade da concentragdo de macronutrientes; HY = Hyponex; KR = Kiristalon. CV =
Coeficiente de Variacio; DMS = Desvio Padrao Médio.

Variaveis Biométricas Avaliadas

Meios de
CTPM CPA (cm) CMR (cm) CMF (cm) MFP (g) MSP (g)

Cultura
MS 233 Al 1.58 A 249 A 1.33 A 0.51A 024 A
HY 1.23C 1.07 C 0.74 C 0.71 C 0.17 C 0.04 C
KR 2.14B 1.13B 1.44 B 0.87 B 0.40 B 0.13 B

DMS 0.53 0.11 0.05 0.002 0.08 0.19
CV (%) 13.1 9.8 18.8 12.9 16.9 20

" Médias seguidas de letras ignais, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significincia.

Os resultados encontrados para o presente trabalho discordam dos
descritos por Pedroso-de-Moraes et al. (20092) para a orquidea epifita Cattleya
loddigesii, nos quais o meio de cultura a base de fertilizante Kristalon laranja

apresentou as maiores médias para as variaveis altura das plantulas (AP), matéria
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fresca (MF) e matéria seca (MS), comprimento da maior raiz (CMR) e maior
folha (CMF), quando comparados aos meios de cultivo Hyponex e MS com
metade da concentracio de macronutrientes.

Os resultados demonstram as diferencas adaptativas e nutricionais
existentes entre orquideas de habito estritamente epifitico, como C. lddigesii, e
orquideas que apresentam diferentes genétipos em relagdao ao seu habito, como
¢ o caso de E. secundum, que frequentemente é descrita como espécie terricola,
mas que também ¢é encontrada apresentando-se rupicula e raramente epifitica
(HOENE, 1938; PINHEIRO; BARROS, 2007). Exemplo da influéncia do
gendtipo no género Epidendrum foi encontrado por Vidoz et al. (2008) em
sementes oriundas de duas formas fenotipicas de Epidendrum ibaguense, amarelo
e laranja, hibridizadas com Brassavola perrinii, que apresentaram comportamento
germinativo diferenciado, quando cultivadas em meio Hyponex e MS com metade
da concentracio de macronutrientes. Sementes de Brassavola perrinii X Epidendrum
thaguense amarelo apresentaram 100% de germinacdo nos dois meios de cultura
utilizados; entretanto, sementes de Brassavola perrinii X Epidendrun ibagnense laranja
apresentaram 67% de germinac¢do no meio MS com metade da concentragio de
macronutrientes e 88% no meio Hyponex.

Tal constatacdo esta de acordo com as verificagdes de Singh (1992) e
McKendrick (2000), de que preferéncias de certas espécies de orquideas por um
meio de cultivo determinado variam amplamente de um gendtipo para outro
quanto as exigéncias nutricionais, sendo este o motivo pelo qual a mesma espécie,
por vezes, é capaz de proliferar muito bem em meios simples de cultura enquanto
outras necessitam de meios mais complexos para a germinagao.

O nitrogénio ¢ um dos principais nutrientes essenciais e ativos, sendo
absorvido, principalmente, na forma de nitrato (NO,) e amoénio (NH,”)
(SAKUTA; TAKAGIL KOMAMINE, 1987). O efeito destas diferentes formas
inorganicas sobre o crescimento e desenvolvimento de plantulas é marcante: o
nitrato, como unica fonte de nitrogénio, sustenta boa taxa de crescimento em
muitas espécies, sendo, também, a melhor forma de nitrogénio para algumas
culturas, como orquidea (REINERT; MOHR, 1967). Contudo, George (1990)
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observou que espécies de orquideas terrestres ndo germinam bem em meios de
cultura utilizados normalmente para orquideas epifitas e que, em certas ocasioes,
nao toleram altas concentragdes de sals e, em outras, apenas germinam na
presenca de nitrogénio organico ou inorganico.

Para bromélias e orquideas aumentos na concentracio de Nitrogénio
nitrico propiciam melhor desenvolvimento do sistema radicular enquanto que
maiores concentracoes de nitrogénio amoniacal incrementam a parte aérea
(RUSSOWSKI; NICOLOSO, 2003; KANASHIRO et al., 2007; PEDROSO-
DE-MORAES et al., 2009a). Para os meios analisados, de acordo com Pedroso-
de-Moraes e colaboradores (20092), aquele acrescido do fertilizante Hyponex
apresentamaior concentra¢ao de nitrogénio nitrico em relagdo aos meios Krystalon
laranja e MS com metade da concentracido de macronutrientes, que, por sua vez,
contém maiores concentra¢oes de nitrogénio amoniacal. Mercier e Kerbauy
(1991) verificaram o efeito da fonte de nitrogénio sobre o desenvolvimento de
Epidendrum fulgens Brongn. Neste caso, a forma e a concentragao do nitrogénio
tiveram uma influéncia significativa na sintese de citocininas enddgenas,
resultando em diferentes padrSes de crescimento vegetativo da espécie estudada.

Mesmo o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) tendo sido
desenvolvido inicialmente para o uso em cultivo de tecido de tabaco, o mesmo
demonstra-se muito efetivo como substrato nutritivo para muitas espécies de
orquideas. Este apresenta altos niveis de nitrogénio e potassio em concentragoes
superiores a de outros meios utilizados, além de ser o tnico a possuir nitrogénio
em forma de nitrato de aménio (RODRIGUEZ et al., 2005).

Reddy, Nanjan e Shanmugavelu (1992) avaliaram os meios de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), KC (KNUDSON, 1946), RL (ROSA; LANERI,
1977) e VW (VACIN; WENT, 1949), para germina¢io e desenvolvimento de
plantulas de Cymbidium aloifolins, Dendrobinm cripidatum e Epidendrum radicans, sendo
que, assim como para todas as variaveis deste trabalho, os meios nutritivos MS e
RL, respectivamente, apresentaram os melhores resultados para desenvolvimento
vegetativo das trés espécies analisadas.

Para a orquidea rupestre Laelia cinnabarina, Stancato e Faria (1996),
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em trabalho desenvolvido com diferentes composicoes de meio de cultura,
obtiveram resultados satisfatorios no cultivo z vitro em meio MS com metade
da concentrag¢ao dos macronutrientes. Da mesma forma, Rego-Oliveira e Faria
(2005) verificaram maiores indices de massa fresca, massa seca e comprimento
de plantulas pela utilizagio de meio de cultura contendo MS com metade da
concentra¢ao de macronutrientes em comparac¢ao aos meios a base de fertilizantes
NPK, para a orquidea epifita Catasetum fimbriatum, o que vem de encontro com
os resultados encontrados para as mesmas variaveis analisadas neste trabalho
(Tabela 1).

Sorace e colaboradores (2008) constataram que, para Oncidinm baners,
as andlises biométricas relativas a altura da parte aérea indicaram melhores
resultados com a utilizacio do meio de cultura MS com metade da concentracio
de macronutrientes, com adicao de 40 g.I'! de sacarose, resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho para a varidavel comprimento da parte aérea (CPA) e
consequentemente para a variavel comprimento da maior folha (CMF), implicita
na analise da variavel anterior.

Para orquidea epifita Cattleya nobilior (ARAUJO et al., 2005) e para as
bromélias Pitcairnia flammea e Viriesia philippocoburgii (MERCIER; KERBAUY,
1991) foi verificado que concentragdes crescentes de amoénio favoreceram
o desenvolvimento do sistema radicular, o que corrobora com os resultados
referentes a variavel analisada comprimento da maior raiz (CMR), obtida neste
trabalho (Tabela 1).

Ainda, em relagdio aos demais macronutrientes que compdem o0s
meios de cultura, deve-se ressaltar que a absor¢io de um dado nutriente pode
ser influenciada por outro (MALAVOLTA; VITTIL, OLIVEIRA, 1997). Tal
observacio foi comprovada por Kanashiro et al. (2007), ao verificar correlacao
linear entre o aumento nas concentracdes de potissio e o consumo de nitrato
por células vegetativas, promovendo um maior incremento nas caracteristicas
fitotécnicas em bromélias. Também a combinagio de KCI com K SO,, ambos
na concentragio de 500 mgL™" promoveu maior crescimento iz vifro em

plantulas de Cattleya loddigesii, exceto para a variavel comprimento da raiz, que
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apresentou melhores resultados com 500 mg.l" de KCI na auséncia de K SO,
(FIGUEIREDO et al., 2008). Ainda, em relacio ao potassio, propde-se uma
correlacdo com o fésforo, sendo que sua deficiéncia no meio de cultura conduz
a hiperidricidade e ao decréscimo na taxa de absor¢ao de fosfato.

Altas concentracbes de fosfato de sédio diminuem o crescimento de
explantes de diferentes espécies vegetais, conforme ja citado por Pasqual (2001),
possivelmente porque o sodio e alguns microelementos sio precipitados na
solucdo ou sua absor¢io ¢ reduzida. Em varias espécies de orquideas a taxa
de incorporagao de fons fosfato depende do gendtipo e da concentragiao de
sais de potassio presentes no meio de cultura, que é usualmente constante e
proporcional a taxa de crescimento da cultura. Por exemplo, em estudos com a
orquidea Phalaenopsis nebula verificou-se melhor desempenho na regeneragio de
plantas, em cultura de calos, em baixa concentra¢io de fosfato de sédio presente
no meio MS (170 mg.L") (CHEN; CHANG, C.; CHANG, W, 2000).

Dessa forma, assim como exposto acima, em conjunto e da mesma forma
que para o nitrogénio amoniacal, a maior concentragdo de sais fosfatados e sais
contendo potassio no meio MS com metade da concentragido de macronutrientes,
propiciaram incrementos nas variaveis biométricas analisadas, principalmente em
relacdo ao sistema radicular. O resultado obtido ressalta que meios de cultura
deveriam ser determinados para cada espécie e que o uso de férmulas nutritivas
mais apropriadas podem otimizar a qualidade da planta produzida 7z vitro (REGO-
OLIVEIRA; FARIA, 2005).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O meio de cultura MS com metade da concentracio de macronutrientes
foi mais apropriado para desenvolvimento zz vitro de plantulas de Epidendrum
secundnm quando comparado aos meios contendo os fertilizantes Kristalon
laranja e Hyponex. Tal resultado foi provavelmente encontrado devido ao meio
de cultura 2MS apresentar maior riqueza em mactro e micronutrientes, enquanto

os fertilizantes comerciais usados possuem apenas NPK.
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