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Resumo

A utilizacdo de meios nutritivos formulados a partir de fertilizantes comerciais pode representar uma
alternativa simples e de baixo custo para a propagacdo de orquideas de interesse comercial. O
presente estudo objetivou avaliar o crescimento in vifro de plantulas de Caftleya trianaei nos meios
nutritivos MS reduzido e obtidos a partir do fertilizante Peters® NPK 10-30-20 em diferentes doses.
Protocormos de 90 dias de idade com dois foliolos foram fransferidos para cinco tratamentos (T1 -
MS reduzido; T2 — Peters® 1 g L'; T3 — Peters® 2 g L'; T4 — Peters® 3 g L' e T5 — Peters® 5 g L), dispostos
em um delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes contendo 25 plantulas para
cada tratamento e incubados durante 180 dias, com repicagens a cada 60 dias, quando foram
avaliados o nUmero de raizes, comprimento da maior raiz, nUmero de folhas, altura da parte aérea
e massa de matéria fresca da planta inteira. O meio de cultura simplificado com fertilizante Peters®
3 g LT apresentou resultados estatisticamente diferentes para as caracteristicas nUmero de raizes,
nUmero de folhas, altura da parte aérea e massa de matéria fresca da planta inteira e pode ser
recomendado para o crescimento in vitro desta orquidea ornamental.
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In vitro propagation of Cattleya trianaei (Linden & Reichenbach fil.) (Orchidaceae)
in culture media under commercial fertilizer concentrations

Abstract

The use of culture media produced with commercial ferfilizers can represent a simple and low cost
alternative for commercial orchid propagation. The aim of this study was to evaluate the in vitro
growth of plantlets of Catfleya trianaei in culture medium MS reduced and and formulated with
Peters® NPK 10-30-20 in different doses. 90 day-old plantlets with two leaflets were submitted to five
treatments (T1 —reduced MS; T2 — Peters® 1 g L'; T3 — Peters®2 g L'; T4 — Peters® 3 g L' and T5 — Peters®
5 g L') arranged in a completely randomized design with five replicates with 25 plantlets for each
freatment and incubated during 180 days, with subcultures at each 60 days, when the number
of roofts, root length, number of leaves, shoot length and shoot fresh matter were evaluated. The
simplified culture medium with fertilizer Peters®3 g L' presented results statistically different as for the
number of roots, number of leaves, shoot length and shoot fresh matter and it can be recommended
forin vitro growth of this ornamental orchid.
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Introdugdo

As orquideas sdo cultivadas
comercialmente no mundo inteiro como flores
de corte ou envasadas e representam cerca de
8% do comércio de plantas ornamentais (Chugh
et al., 2009). De grande beleza e importancia
comercial, Cattleya trianaei é uma orquidea
nativa da Colémbia e encontrada nas regides
de Cundinamarca, Tolima, Vertente Oriental
do Vale do Cauca, Caquetd Boyacd e Huila; é
amplamente apreciada por colecionadores e
base genética para grande nimero de hibridos
(Oliveira, 1988; Chadwick & Chadwick, 2006).

A multiplicacdo vegetativa de orquideas
é redlizada por meio de divisdo de rizomas, o
que representa uma maneira facil e segura
sob o ponto de vista genético, porém invidvel
comercialmente em razdo de uma capacidade
reprodutiva limitada e do grande periodo até a
aquisicdo de um individuo adulto o qual poderd
ser dividido (Faria et al., 2010). A reproducdo
via sementes ocorre naturalmente por meio da
infeccdo por micorrizas uma vez que esta familia
evoluiu para a producdo de grande nUmero de
sementes sem reservas nutritivas (endospermal,
tornando-a dependente da infeccdo destes
fungos para sua germinacdo (Roberts & Dickson,
2008).

Knudson (1922) propds a germinagcdo
das sementes de orquideas em meio nutritivo
relativamente simples composto de alguns sais
minerais e acUcar em uma cultura assimbidtica
de sementes de Cafttleya mossiae. A partir de
entdo, a propagacdo de orquideas em muito
evoluiu e esta metodologia tornou-se uma das
principais ferramentas para a propagacdo
comercial dessas plantas.

Assim, a cultura de células e tecidos
(micropropagacdo) configura-se como uma
ferramenta essencial para a propagacdo massal
dos principais géneros de orquideas comercidais.
Em decorréncia, diversas formulacdes quimicas
e subst@ncias complexas tém sido exploradas,
como componentes dos meios nutritivos a fim
de reduzir o tempo de cultivo in vitro e ampliar a
qualidade de plantas produzidas (Arditti & Ernst,
1984).

Todavia, tais formulacdes encarecem
essa  técnica de propagacdo vegetativa.
Stancato et al. (2008) propuseram que 0s meios
nuftritivos simplificados sGo de grande importancia
neste processo por representarem alternativas
de baixo custo e resultados satisfatdrios para
membros do género Cafttleya, que representam
um dos mais cultivados.

Meios nuftritivos simplificados
representam aqueles formulados a partir de
materiais corriqueiros e de baixo custo, quando
comparados as formulacdes estabelecidas, entre
esses tém-se as polpas de frutas (Stancato et al.,,
2008) e os fertilizantes comerciais, adicionados
ou ndo as polpas de frutas (Junghans et al,
2009; Moraes et al., 2009). Caracterizando uma

importante estratégia para a obtencdo de
orquideas com qualidade e reducdo de custos
para propdsitos de conservacdo ou comércio.

O meio de cultura mais utilizado para o
cultivoin vitro € o MS (Murashige & Skoog, 1962) e
para a propagacdo de orquideas a formulacdo
MS reduzida (com metade da dose dos
macronutrientes) tem apresentado vantagens
para o crescimento em relacdo & formulacdo
original (Stancato & Faria, 1996; Oliveira & Faria,
2005; Unemoto et al., 2007).

De posse destes fatos, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o crescimento
de Cattleya trianaei em meio de cultura MS
comparado com a formulacdo simplificada
obtida com diferentes doses de fertilizante
(NPK Peters®) para a propagacdo in vitro dessa
orquidea comercial.

Material e Métodos

O presente estudo foi desenvolvido no
Laboratério de Bioguimica de Microrganismos
e Plantas, pertencente ao Departamento de
Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrdrias
e Veterindrias da Universidade Estadual Paulista
“JUlio de Mesquita Filho” - UNESP, campus
Jaboticabal - SP.

Cdpsulas  fechadas com sementes
maduras obtidas por polinizacdo artificial da
espécie Cattleya ftrianaei, com nove meses
apds a fecundacdo, foram superficialmente
desinfestadas em etanol 70% por 5 minutos e
hipoclorito de sédio com 1% de cloro ativo durante
30 minutos, com posterior enxdgue em dgua
destilada, procedimento repetido trés vezes, e
autoclavada em cé@mara de fluxo (Faria, 1998).
Cerca de 100 mg de sementes foram inoculadas
em frascos de vidro de 580 mL contendo 50 mL
de meio nutritivo MS reduzido e autoclavados a
121 °C e 1,1 atm durante 15 minutos (Caldas et
al., 1998).

O meio MS reduzido consistiv da
formulacdopropostaporMurashige & Skoog (1962)
com metade da dose de sais macronutrientes e
dose total de micronutrientes suplementado com
vitaminas, inositol e glicina (Costa et al., 2009), 2%
de sacarose, pH ajustado para 5,7 e geleificado
com 0,7% de dagar (tipo E, Sigma®). A germinacdo
e crescimento ocorreram em sala de incubagdo
sob condicdes controladas (com temperatura de
25 £ 2°C e iluminacdo incidente nos frascos de,
aproximadamente, 75 umol m' e fotoperiodo de
16 horas luz).

Decorridos 90 dias, protocormos com
cerca de 0,5 cm de altura e presenca de dois
foliolos foram tfransferidos para cinco diferentes
fratamentos, compostos de meio MS reduzido,
obtido a partir da reducdo pela metade da
dose de macronutrientes (Tratamento T1) e
meio nutritivo simplificado, formulado a partir
do fertilizante Peters® NPK 10-30-20 (Spectrum
Group, St. Louis, MO, EUA), entfre as doses de 1 g
LT (T2), 2g L' (T3),3g L' (T4) e5glL! (T5). Paraa
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preparacdo destas doses, o fertilizante foi pesado
e adicionado dgua destilada.

A todos os tratamentos, incluindo o
meio de cultura MS reduzido, foram adicionados
homogeneizado de banana (40,0 g L), obtido a
partir de frutos maduros, peptona (Sigma®, 1,0 g
L), carva@o ativado (Sinth®, 2,0 g L"), pH acertado
para 5,7, adicionado 7,0 g L' de dgar, distribuido
entre os frascos e autoclavados conforme
condicdes acima descritas. A composicdo
mineral, vitaminas e aminodcido do meio de
cultura MS reduzido e meio de cultura simplificado
(1,0 g L' Peters® NPK 10-30-20) estd descrita na
Tabela 1.

O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, composto de
cinco fratamentos com cinco repeticdes. Cada
repeticdo foi constituida de 25 plantulas, somando
625 pléntulas. A cada 60 dias as plantulas foram
subcultivados em um meio de cultura novo
constituido dos mesmos tratamentos.

Apds 180 dias do inicio do experimento
nos diferentes meios de cultura, foi avaliado
o crescimento in vitro a partir de medidas
biométricas do nUmero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CMR), niUmero de
folhas (NF), altura da parte aérea (APA) e massa
de matéria fresca da planta inteira — parte aérea
e parte radicular (MMF). De cada frasco foram
selecionadas, aleatoriamente, 15 pléntulas para
avaliacdo.

Tabela 1. Formulacdo dos meios nutritivos MS e dos
fertilizantes comerciais Peters® (NPK 10-30-20) utilizados
na micropropagacdo de Cattleya trianaei.

Componentes MS'reduzido Peter’s?
Macro elementos mg L
N-total 420,5 200
N-NH* 144,5 98
N-NO3 276 102
P 19.8 131
K 371,5 166
Ca 60 -
Mg 18 24
S 24 34
Micro elementos mg L

B 1,08 0,14
Fe 5,60 1,00
In 1,95 0,05
Cu 0.01 0,07
Mn 5,49 0,50
Mo 0,10 0,02
frw?;?ochSTgenTes 1348,53 557
Aminodcidos e ,
vitaminas mg L
Myo-inositol 100 -
Glicina 2,00 -
Niacina 0.5 -
Piridoxina 0.5 -
Tiamina 0,1 -

Doses fornecidas por: 'Costa et al. (2009), fabricante.

Os dados biométricos foram
transformados em (x + 1)'2 e submetidos & andlise
de vari@ncia de maneira a comparar as médias
dos tratamentos das doses do fertilizante Peters®
com o meio de cultura controle (MS reduzido).
Para isso as médias foram separadas pelo teste
de Dunnet a 5% de probabilidade por meio do
programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NY, EUA).

Resultados e Discussdo

Os resultados (Tabela 2) mostram que
plantas de Cattleya trianaei cultivadas em meio
nutritivo obtido a partir do fertilizante Peters®
3,0 g LT ou 50 g L' apresentaram resultados
significativamente diferentes do meio nutritivo MS
reduzido para nUmero de raizes, altura da parte
aérea, nUmero de folhas e massa de matéria
fresca (da planta total).

Quando analisado a promog¢do do
crescimento do sistema radicular, o meio
formulado com o fertilizante Peters® NPK 10-30-20
mostrou-se mais eficiente que o meio de cultura
MS reduzido, embora tenha sido observada
diferenca entre as doses do fertilizante. O nUmero
de raizes aumentou com a maior adicdo de
Peters®, enquanto o comprimento da maior raiz
ndo apresentou diferenca entre os fratamentos.
Em estudo com meio de cultura obtfido com o
mesmo fertilizante comercial, a espécie Cattleya
walkeriana obteve maior nUmero de raizes na
dose estimada de 3,55 g L' (Rodrigues et al,
2012).

Assim, o presente resultado mostra que
mesmo com comprimento de raizes similar ao
meio de cultura MS reduzido, o nUmero de raizes
foi maior em meio de cultura com a dose 3,0g L
de Peters® NPK 10-30-20. Isso pode serreconhecido
como maior promoc¢do de enraizamento, pois
ainda que seja de mesmo tamanho, estdo em
maior quantidade quando crescidas nas doses
3.0 e 5,0 g L' do fertilizante.

Considerando o fato de que orquideas
sdo propagadas por meio do cultivoin vitro, o qual
depende de uma fase posterior de aclimatizacdo
em condicdes ex vitro, a producdo de maior
numero de raizes estd intfimamente relacionada
a maior sobrevivéncia em casa de vegetacdo
(Chandra et al.,  2010). Sob esta perspectiva,
a maior producdo de raizes promoverd maior
superficie de contato, absorcdo de nutrientes
e assim poderd auxiliar no estabelecimento em
casa de vegetacdo.

A altura da parte aérea e massa de
matéria fresca da planta total (parte aérea
e parte radicular) apresentaram  maiores
crescimentos nas doses do fertilizante, enquanto
o meio de cultura MS reduzido apresentou a
menor eficiéncia para o crescimento dessas
varidveis. Resultado similar foi obtido por
Unemoto et al. (2007) com Oncidium nanum com
a utilizacdo de fertilizante NPK. Isso evidencia o
efeito benéfico do emprego de fertilizantes para
a micropropagacdo de orquideas, pois podem
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Tabela 2. Médias do nUmero de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CMR), altura da parte aérea (APA),
numero de folhas (NF) e massa de matéria fresca da parte aérea e radicular juntas (MMF) de pldntulas de Cattleya

trianaei, apds 180 dias de cultivo in vitro, em cinco meios nutritivos.
Tratamentos NR CMR APA NF MMF
(cm) (cm) (9)
T1 - Meio MS reduzido 3.57b 5,46a 3.983b 5,93b 0.11b
T2-1,0 g Peters® NPK 10-30-20 L' 4,75ba 5,57a 4,520 5.81b 0,19a
T3-2,0 g Peters® NPK 10-30-20 L 4,81a 5.2a 4,43a 6,11b 0,19a
T4 - 3,0 g Peters® NPK 10-30-20 L' 5.81a 5.31a 4,550 6,690 0.20a
T5-5,0 g Peters® NPK 10-30-20 L 5,96a 5,14a 4,51a 6,84a 0,21a
CV (%) 12,9 25,22 3,84 9.25 27,4

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, néo diferem entre si pelo teste de

favorecer o crescimento in vifro dessas plantas
e possui as vantagens por ser de facil preparo e
facil acessibilidade.

O nUmero de folhas foi maior nos
fratamentos T4 e T5 (3,0 e 5,0 g L' de fertilizante
Peters®, respectivamente). Esse resultado reforca
o efeito positivo do fertilizante nessas doses para
o crescimento geral de plantas de Cattleya
trianaeiin vitro. Menores doses do NPK (1,0e 2,0 g
L") ndo diferiram do meio de cultura MS reduzido
e sdo uma indicacdo que esses tecidos da planta
também sdo favorecidos pela maior dose de sais
minerais encontrada na faixa dos tratamentos T4
eT5.

O fertilizante Peters®  apresenta
quantidades mais balanceadas das duas
fontes de nitrogénio (NH, e NO, Tabela 1).
Conforme Moraes et al. (2009), quantidades
desbalanceadas de nitrogénio nitrico e
amoniacal sdo prejudiciais & micropropagacdo
de plantulas de Cattleya loddigesii, fator esse que
também pode terinfluenciado o comportamento
in vitro de Cattleya trianaei.

Os resultados observados neste estudo
estdo em desacordo com os apresentados
por Oliveira & Faria (2005), os quais ndo
recomendaram o meio constituido de fertilizante
Peters® (sob a mesma dose da utilizada neste
experimento, 3 g L") para o crescimento da parte
aérea e radicular de Catasetum fimbriatum e
Cyrtopodium paranaensis, indicando que as
exigéncias nutricionais sdo distintas entre os
géneros da Familia Orchidaceae. Essa resposta
destaca a especificidade do comportamento de
plantas de orquideas.

Semelhante aos resulfados encontrados
neste ensaio, Unemoto et al. (2007) verificaram
em propagacdo de Oncidium nanum e Cattleya
forbesii, que a utilizagcdo de fertilizante comercial
NPK 6-6-8 na dose de 3 g L', apresentaram
resultados  estatisticamente  significativos em
relacdo aos meios de cultura MS ou MS reduzido.
A utilizacdo de 3 g L' do fertilizante Peters® NPK 10-
30-20 para formulacdo de meio de cultura reflete
também maior facilidade para preparacdo,
pois ndo requer a obtencdo de diversos sais
minerais para a mistura e nem vitaminas, fatores
que poderdo auxiliar na reducdo de custos na
técnica de micropropagacdo.

Dunnet a 5% de significancia.

Conclusoes

O meio de cultura formulado a partir do
fertilizante Peters® NPK 10-30-20, na dose de 3g L,
apresenta maior eficiéncia para o crescimento
in vitro de Catfleya trianae e pode ser uma
alternativa recomendada para a propagacdo
assimbidtica dessa espécie comercial.
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