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“MADAME POMPADOUR” CULTIVADAS EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA E NIVEIS DE PH
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RESUMO: Orquideas possuem um desenvolvimento vegetativo lento e necessidades
especificas, fato que eleva o seu custo de producio e torna indispensivel o
desenvolvimento de técnicas alternativas de reproducio, como a semeadura in vitro.
O presente trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento in vitro de Dendrobium
phalaenopsis “Madame Pompadour” no meio de cultivo /2MS e em 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, ap6s 180 dias de cultivo,
foram retiradas aleatoriamente vinte plintulas de cada frasco para avaliacio das
varidveis: altura das plintulas, comprimento da maior raiz, comprimento da maior
folha, nimero de raizes, massas das matérias fresca e seca. Os dados obtidos foram
submetidos 2 ANOVA e ao teste de Tukey a 5%. O meio de cultura mais eficiente no
crescimento de plantulas de Dendrobium phalaenopsis “Madame Pompadour” foi o
meio Kristalon Laranja® com nivel de pH de 6,3 que apresentou as maiores médias
para todas as varidveis analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Denphal; Orchidaceae; Propagacio.

IN VITRO GROWTH OF DENDROBIUM PHALAENOPSIS C.V.
“MADAME POMPADOUR” CULTIVATED IN DIFFERENT MEDIA AND
PH LEVELS

ABSTRACT: Since orchids have a slow vegetal development and specific needs,
their production costs are high and the development of alternative techniques for
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reproduction, such as in vitro seeding, are required. Current study assesses the
in vitro growth of Dendrobium phalaenopsis, ak.a. “Madame pompadour”, in
culture medium %2ms and two media based on commercial fertilizers hyponex®
(NPK 6.5-6-19) and Kcristalon Orange® (NPK 6-12-36), at three pH levels (5.3, 5.8
and 6.3). Seeds were placed in four flasks with each medium and 20 seedlings were
removed randomly after 180 days of culture from each flask to evaluate the following
variables: plant height, length of the greatest root, length of the greatest leaf, number
of roots, fresh and dry matter mass. Data were submitted to two-way ANOVA and
Tukey “s test at 5%. The most efficient culture medium in the growth of Dendrobium
phalaenopsis seedlings was kristalon orange® with pH 6.3 with the highest medium
rates for all variables analyzed.

KEY WORDS: Denphal; Orchidaceae; Propagation.

INTRODUCAO

Orquideas sao plantas ornamentais muito procuradas e de elevado valor
comercial (TRUJILLO; HERNANDEZ, 1999). Sua presenca ¢ marcante na floricultura,
sendo utilizadas tanto como flores de corte, na composicao de arranjos florais e
buqués de noivas, como plantas de vaso, com a longevidade mantida por virias
semanas (LORENZI; SOUZA, 1999; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2007a; PEDROSO-
DE-MORAES et al., 2007b).

Na familia, o género Dendrobium compreende cerca de 1500 espécies
e, atualmente, é considerado o mais produzido e comercializado, tanto no Brasil
quanto no exterior (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2007a).

Origindrias da China e do Himalaia, as plantas desse género necessitam de
local ventilado, temperatura de 15 - 25 °C, regas regulares na primavera e no verao e
mais espacadas no outono e inverno (SCHELPE; STEWART, 1990; LORENZI; SOUZA,
1999; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2011). As espécies que compoem esse geénero
sao consideradas plantas epifitas ou litofitas (SCHELPE; STEWART, 1990) e a grande
maioria delas floresce no final do inverno ao inicio da primavera (PEDROSO-DE-
MORAES et al., 2007b; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2011).

Hibridagoes no geénero Dendrobium visam a producio de cultivares de
interesse comercial (PRAKASH; GOH, 1996), ou seja, sio realizadas para propiciar
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floragio precoce, estender a época de floracio, expandir o nimero de flores,
obtencio de novos padroes de cores e formas (DAVIDSON, 1994) e de espécimes
mais vigorosos, capazes de sobreviver a intensas variacoes ambientais (PIMENTA,
2006; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2007b). Para a propagagio em larga escala
de cultivares obtidas por meio de hibridacio no género, como tentativa de se
minimizar o tempo de obtencio de mudas, é comum no melhoramento genético a
autofecundacio artificial entre plantas selecionadas (KERBAUY, 1995).

Uma das cultivares de maior expressio comercial do género é Dendrobium
phalaenopsis c.v. “Madame Pompadour”, que apresenta flores rosas-escuras de
tamanho médio, pétalas planificado-arredondadas, labelo encompridado de dpice
arredondado com micula roxo-escura na base, pseudobulbos vigorosos e folhas
verde-escuras. Por suas caracteristicas epifiticas, necessita principalmente de elevada
umidade, luminosidade e excelente drenagem ao redor das raizes para um bom
desenvolvimento em viveiro (SCHELPE; STEWART, 1990).

Para a propagacio e producao de orquideas em larga escala, além da selecao
de gendtipos, ¢ fundamental o estabelecimento e adequagio de meios de cultivo
para a germinacdo e crescimento em condicdes laboratoriais (ARDITTI; ERNEST,
1992; KERBAUY, 1995; KAMEMOTO et al., 1999). Sendo que diversos trabalhos
sobre a germinacio in vitro de espécies do género sio conflitantes em relagio ao
meio de cultivo utilizado, fonte de carbono e pH (PEDROSO-DE-MORAES et al.,
2000; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2007b).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento in vitro
de Den. phalaenopsis c.v. “Madame Pompadour” cultivadas em diferentes meio de
cultura e niveis de pH.

2 MATeRIAL E METODOS

Para a realizacio do trabalho, cinco flores de plantas diferentes (PEDROSO-
DE-MORAES et al., 20092; PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009b; CORDEIRO et al.,
2011; CUNHA et al., 2011; DEZAN et al., 2012) da espécie Dendrobium phalaenopsis
c.v. “Madame Pompadour” foram autopolinizadas artificialmente em setembro de
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2013, no viveiro de mudas do Centro Universitirio Herminio Ometto - Uniararas,
Araras (SP). Seis meses ap6s a autopolinizagio foram coletadas sementes dos frutos
maduros, as quais foram levadas ao Laboratério de Botdnica e Andlises Ambientais
institucional para o inicio do cultivo in vitro.

O experimento foi realizado em delineamento experimental 3 x 3 (meio x
pH) em delineamento experimental inteiramente casualizado.

Foram preparados trés tipos de meios de cultura, sendo o primeiro composto
por meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentragao
de macronutrientes (controle), e dois por meios compostos pelos fertilizantes
Hyponex® (NPK 6,5-6-19) e Kristalon Laranja® (NPK 6-12-36) a 2 g L'. Nos meios a
base de fertilizantes, nao houve quaisquer acréscimos de micronutrientes. 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 e 6,3 antes da adi¢ao de 7 g ! de 4gar. Logo
apos, 50 mL de cada meio foram vertidos em quatro frascos de 250 mL e esterilizados
em autoclave a 121 °C e 1 atm de pressio durante 20 minutos (ARDITTI; ERNEST,
1992).

As sementes foram desinfestadas por imersio em hipoclorito de sédio
a 5%, sendo submetidas a agitacio na solucio durante cinco minutos, em tubos
Eppendorf® (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a; PEDROSO-DE-MORAES et al.,
2009b). Posteriormente, os tubos foram mergulhados em dlcool 70% e levados a
camara 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 cultura (ARDITTI; ERNEST, 1992).

Foram semeados quatro frascos por tratamento sendo inoculadas, por
recipiente, 1g de sementes. Os frascos semeados foram fechados com tampa pléstica
transparente e mantidos durante 180 dias em camara climitica (B. O. D. MA 403),
a temperatura de 25 = 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz com intensidade
luminosa de aproximadamente 40 wmol m*s™* (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a;
PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009b).

Para andlise estatistica, foram utilizados vinte individuos de cada frasco,
retirados aleatoriamente dos meios de cultura (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009b;
CUNHA et al., 2011).
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Ao final do trabalho foi avaliada a altura das plantulas (AP), comprimento
da maior raiz (CMR), comprimento da maior folha (CMF), nimero de raizes (NR),
massa da matéria fresca (MMF) e massa da matéria seca de plantulas (PMS) (CUNHA
etal, 2011).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e a médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as avaliagoes, os dados foram
transformados em arcsen/(X +0,5) 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 Dendrobium phalaenopsis
c.v. “Madame Pompadour”, cultivadas em meio de cultura Kristalon Laranja® e pH
0,3, apresentaram as maiores médias para todas as varidveis analisadas quando
comparadas aos outros meios de cultivo associados aos demais niveis de pH (Tabela
1). O meio de cultivo ¥2MS com nivel de pH ajustado para 5,3 foi o que obteve as
menores médias dentre as interacoes analisadas estatisticamente.

O desenvolvimento de sementes de orquideas in vitro varia de acordo com
a cultivar, o meio de cultivo utilizado e o pH ideal para a espécie reproduzida. Sob tal
6tica, para um desenvolvimento adequado das orquideas, objetivando reducio de
custos e alta produtividade, faz-se necessiria a combinacio 6tima entre tais fatores,
definindo assim a tecnologia empregada no cultivo in vitro (STANCATO et al., 2001).

A maior parte das espécies de orquideas germinam bem em pHs entre 4,8 e
5,2, com amplitude entre os pHs 3,6 € 7,6 (ARDITTI; ERNST, 1984). Entretanto, para
um crescimento adequado da maioria das espécies de orquideas, a faixa que revela o
melhor desenvolvimento de plintulas é a de 5,0 a 6,5 (PIERIK, 1987; KAMPF, 2000),
0 que corrobora com o fato de que orquidicultores especializados em orquideas do
género Dendrobium ajustam seus niveis de pH para 6,0, enquanto os produtores
de diversos géneros utilizam o nivel de pH 5,8 em suas biofibricas como forma de
facilitar a producio in vitro de orquideas em geral (PEDROSO-DE-MORAES, 2000).
Contudo, pHs entre 5,8 e 0,0 apresentam os melhores resultados culturais para os
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representantes da familia, sejam eles terrestres, litofitos ou epifitos (CHIU et al.,
2011; CUNHA et al., 2011; KEEL et al., 2011; LIAO et al., 2011; ROY et al., 2011).
Mesmo com a discordancia entre as faixas de pH ideal entre autores, existe
consenso no fato de que substratos levemente dcidos favorecem o desenvolvimento
de orquideas (ARDITTI, 1977). Porém, vale ressaltar que pHs mais dcidos, ou seja,
abaixo de 5,0, geram deficiéncias nutricionais relacionadas a incorporacio de
nitrogénio, potassio, cilcio, magnésio e boro (KAMPF, 2000).

Tabela 1. Médias obtidas para as varidveis: nimero de raizes (NR), altura das plintulas (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 Dendrobium phalaenopsis
“Madame Pompadour”, cultivadas em trés diferentes meio de cultura e niveis de pH. CV(%)

= Coeficiente de variagio
(continua)
pH
Meio de cultivo 53 5,8 6,3 5,3 5,8 6,3
NR AP (cm)
MS %2 macro
A 1,11Ac 1,31Bb 1,98Ba 1,02Cc 1,26Cb 1,45Ca
nutrientes
Hyponex 1,12Ac  1,32Bb 1,81Ca 1,14Bc  1,45Bb  2,03Ba
Kristalon 1,14Ac  1,69Ab  221Aa 1,39Ac  1,72Ab  2,68Aa
F - Mc 17,1% 17,3+
F-pH 12,7%+ 8, 1%+
F - Mc x pH 13,9%# 8,7%%
CV(%) 48 9,4
CMR (cm) CMF (cm)
1
MS %2 macro 061Cc  0,71Cb  1,03Ca 1,09Bc  1,17Bb  1,25Ca
nutrientes
Hyponex 0,73Bc  0,94Bb  1,14Ba 1,08Bc  120Bb  144Ba
Kristalon 0,92Ac  1,16Ab  132Aa 153Ac  1,68Ab  1,82Aa
F-Mc 4,2 9,9%+
F-pH 4,5%% 6,4%*
F - Mc x pH 2,5% 11,3%
CV(%) 6,48 13,24
PMF (g) PMS (g)
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(conclusio)
pH
Meio de cultivo 5,3 5,8 6,3 5,3 58 6,3

NR AP (cm)

Kristalon 0,17Ac  0,42Bb  0,54Aa 0,0Ab 0,06Ab 0,92
F-Mc 5,8%%* 17,1*
F-pH 2,54 19,3
F - Mc x pH 1,9+ 16,8
V(%) 13,76 17,91

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 2 p < 0,01; ns = ndo significativo.

Com relagao aos meios de cultivo, os resultados analisados (Tabela 1)
se apresentam de acordo com os obtidos para as espécies de orquidea Cattleya
loddigesii (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009a), C. tigrina (PEDROSO-DE-MORAES
et al., 2009b), C. amethystoglossa x (C. dupreana x Laelia purpurata) (CORDEIRO
et al., 2011), Brassavola perrinii x C. loddigesii (CHIAPIM et al., 2013) e para
Artemisia absinthium (Asteraceae) (CAVALINI et al., 2014), para as quais houve
incremento nas médias obtidas para as varidveis fitotécnicas: altura das plantulas
(AP), matéria fresca (MF), matéria seca (MS), comprimento da maior raiz (CMR) e
comprimento da maior folha (CMF), sob mesmas condigoes experimentais nas quais
foi desenvolvida a presente investigacio.

Resultados intermedidrios para as varidveis fitotécnicas avaliadas foram
obtidos pelo uso do meio de cultivo de MS (Tabela 1). Mesmo o meio MS tendo sido
desenvolvido inicialmente para o uso em cultivo de tecido de tabaco (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), o mesmo demonstra-se efetivo como substrato nutritivo para
muitas espécies de orquideas (MASSARO et al., 2012). Este apresenta altos niveis de
nitrogénio e potdssio em concentragoes superiores a de outros meios utilizados, além
de ser o tinico a possuir nitrogénio em forma de nitrato de amonio (RODRIGUEZ et
al., 2005). Contudo, caracteriza meio de cultivo mais dispendioso para o produtor
(PEDROSO-DE-MORAES, 2000).

As avaliacoes realizadas em dois meios de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), KC (KNUDSON, 1946), RL (ROSA; LANERI, 1977) e VW (VACIN; WENT, 1949),
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para germinacao e desenvolvimento de plantulas de Den. cripidatum, evidenciaram
diferentemente do obtido neste trabalho, que o meio nutritivo MS apresentou 0s
melhores resultados para desenvolvimento vegetativo da espécie (REDDY et al.,
1992).

Para L. cinnabarina em trabalho desenvolvido com diferentes composicoes
de meio de cultura e para Schomburgkia gloriosa em meio MS composto por
metade da concentracdo de macro nutrientes e, em meios a base dos fertilizantes
Hyponex® e Kristalon Laranja®, foram obtidos bons resultados no cultivo in vitro
em meio MS %2 macro nutrientes (STANCATO; FARIA, 1996; DEZAN et al., 2012).

Para Catasetum fimbriatum também foi verificado maiores indices de massa
fresca, massa seca e comprimento de plantulas pela utilizacio de meio de cultura MS
2 macro nutrientes em comparagao aos meios a base de fertilizantes NPK (REGO-
OLIVEIRA; FARIA, 2005). Em Oncidium baueri as anilises biométricas relativas a
altura da parte aérea indicaram melhores resultados com a utilizacio do meio de
cultura MS %2 macro nutrientes suplementado com 40 g.L! de sacarose (SORACE et
al., 2008).

Diferentemente do encontrado neste trabalho, para o hibrido Laeliocattleya
schilleriana os resultados das varidveis biométricas analisadas demonstraram que
o meio cultivo a base do fertilizante Hyponex® apresentou as maiores médias em
compara¢ao ao meio de cultivo a base de Kristalon Laranja® e a0 meio MS %> macro
nutrientes (CUNHA et al., 2011).

O efeito do pH nos meios nutritivos in vitro tem merecido atencao especial
dos pesquisadores por sua atuacio direta sobre a disponibilidade de nutrientes neles
contidos (CHAPILA et al., 2009). Orquideas sido extremamente sensiveis a mudancas
em seus niveis normais de pH, apresentando, em alguns casos, intolerdncia a
variagoes da ordem de 0,05, como no caso de representantes do género Encyclia,
e tolerancia em relacio a maiores variacoes, até 1,5, como em plantas do género
Cattleya (PEDROSO-DE-MORAES, 2000).

O pH de meios de cultivo se modifica 2 medida que diferentes ions
sao absorvidos e os produtos metabolicos sio excretados para o meio, fato este
principalmente causado pela absorcio diferencial do amoénio e do nitrato (MURDAD
et al., 2000).
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Mesmo que o nivel de pH 5,8 seja amplamente utilizado em biofébricas para a
reproducio de variadas orquideas, sabe-se que para o cultivo in vitro de Dendrobios,
o melhor nivel de pH para o desenvolvimento de espécies é 6,0 (PEDROSO-DE-
MORAES etal., 2010). Entretanto, informacoes sobre o desenvolvimento de plantulas
do género em niveis de pH acima de 6,0 sao praticamente inexistentes na literatura.
Contudo, dentre as orquideas de hdbito epifito, os representantes deste género
sdo 0s que mais apreciam meios nutritivos alcalinos. Tal sugestio é corroborada
pelo fato de que neste trabalho os meios com pH ajustados para 6,3 assumiram
os maiores valores para as varidveis fitotécnicas analisadas, diferentemente dos
resultados obtidos para Baptistonia pubes cultivada em meio MS modificado e em
meio a base de banana nanica acrescido de fertilizante NPK 20-20-20 Plant Prood®
(BAN), com pH ajustado para 6,2. Para esta espécie, tal ajuste de pH incorreu em
valores intermedidrios para as varidveis analisadas (FERREIRA et al., 2010).

O ajuste de pH dos meios de cultivo para 5,8 obteve resultados
intermedidrios para a maioria das varidveis fitotécnicas analisadas. Tal observacio
discorda de trabalhos recentes enfocando germinacio e regeneracio in vitro de
orquideas, para as quais os melhores resultados foram obtidos para meios de cultivo
ajustados para este nivel de pH (BESSON et al., 2010; GALE et al., 2010; SCHEIDT
et al., 2010; SOARES et al., 2010; SOUTO et al., 2010; CHIU et al., 2011; KEEL et al.,
2011; LIAO et al., 2011; ROY et al., 2011), ressaltando a sugestdo, anteriormente
citada, da preferéncia de representantes de Dendrobium a meios mais alcalinos
(PEDROSO-DE-MORAES et al., 2010). Assim, devido a tal preferéncia, evidencia-se o
porqueé do nivel de pH ajustado para 5,3 seja o que apresentou os piores resultados
para a espécie estudada.

4 CONCLUSAO

O meio de cultivo a base do fertilizante Kristalon Laranja® ajustado
para o nivel de pH de 6,3 mostrou-se 0 mais adequado para o cultivo in vitro de
Dendrobium phalaenopsis “Madame Pompadour”.
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