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CRESCIMENTO in vitro DE PLANTULAS DE ORQUIDEA (Laelia
purpurata Lindl var venosa X Cattleya warneri T. Moore alba) SOB
DIFERENTES CONCENTRACOES DE SACAROSE E FRUTOSE.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de plantulas de orquideas hibrido Laelia purpurata Lindl var
venosa X Cattleya warneri T. Moore alba, utilizando o meio de cultura “C” de Knudson acrescentado com diferentes
concentragdes de sacarose e frutose (10, 15, 20 e 25 g/L). Ap6s 180 dias de transferéncia das plantulas para os diferentes
meios de cultivo foram avaliados: nimero de folhas, de brotagGes e de raizes; tamanho médio da raiz dado pelo comprimento e
didmetro da raiz maior; comprimento e biomassas fresca e seca da plantula. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Com o aumento da concentragdo de frutose, houve
gueda nas caracteristicas avaliadas. O meio “C” de Knudson tradicional (20 g/L de sacarose) apresentou melhores resultados
no crescimento do hibrido Laelia purpurata var venosa X Cattleya warneri alba. A concentracdo de frutose que promoveu
melhorias no desenvolvimento foi de 10 e 15 g/L.

Palavras-chave: Carboidrato, Orchidaceae; Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya warneri T. Moore alba.

In vitro ORCHID SEEDLINGS (Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya warneri T. Moore alba) GROWTH UNDER
DIFFERENT CONCENTRATIONS OF SACCHAROSE AND FRUCTOSE

ABSTRACT

Current study aimed to evaluate the development of hybrid orchid seedlings of Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya
warneri T. Moore alba in Knudson "C" culture medium. Different concentrations of sucrose and fructose (10, 15, 20 and 25 g/L)
were added to culture medium. Following criteria were assessed 180 days after seedlings transferences to different culture
medium: number of leaves, number of buddings and roots, root size average (root's length/diameter), seedlings length and,
fresh and dry biomass. Data were submitted to variance analysis and averages were compared by Scott-Knott’s test with a
significance of 5%. Reduction of evaluated characteristics was observed when fructose’s concentration was increased. Knudson
traditional "C" medium (20 g/L sucrose) has improved results in hybrid Laelia purpurata var venous X Cattleya warneri alba
growth. Superior development was observed in 10 g/L and 15 g/L Fructose’s concentrations.

K ey words: Carbohydrate; orchidaceae; Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya warneri T. Moore alba.

INTRODUQAO ‘ sendo considerado o mais antigo grupo
cultivado entre as ornamentais. Apesar da

grande diversidade de orquideas, as

As orquideas exibem caracteristicas mesmas estdo ameacadas, principalmente
altamente especializadas que servem para devido a diminuigdo de seu habitat natural e
atrair insetos e propiciar a polinizacdo cruzada coleta e comercializacdo indiscriminadas.
(1). Apresentam uma alta distribuicdo mundial,
desde regides polares a desertos equatoriais. Estas plantas podem se propagar
Por sua beleza apresentam alto valor comercial, tanto por meio vegetativo quanto por
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sementes. Na natureza, a propagacdo de
orquideas por meio de sementes € um processo
lento e ocorre somente na presencga de fungos
micorrizicos (2). Tal simbiose torna-se
necessaria devido ao fato das sementes nao
possuirem reservas nutritivas suficientes para
promover a germinacao (3).

O cultivo in vitro de orquideas surge
como uma alternativa de propagacao, visto que
nao é necesséria a presenca de fungos, a perda
de plantulas é menor, e as chances da semente
germinar sdo maiores, ocorrendo assim uma
maior producdo de mudas para suprir 0
mercado de plantas ornamentais, evitando a
retirada dessas plantas da natureza. Além do
que, a taxa de germinacdo das sementes de
orquidea no ambiente € muito baixa. Estima-se
que apenas aproximadamente 5% das
sementes destas plantas possam germinar sob
condicBes naturais (2, 4). Desta forma, a técnica
de semeadura de orquideas in vitro torna
possivel o aproveitamento maximo de
sementes, pois quase 100% das sementes
germinam (5).

O cultivo in vitro de sementes de
orquideas e o desenvolvimento inicial das
plantulas sé foi possivel com os trabalhos de
Lewis Knudson em 1922, o qual propds uma
composicdo de meio de cultura utilizando sais
minerais (6). Os meios nutritivos possuem
capacidade de dar suporte ao crescimento e
desenvolvimento das plantas sendo formados
nao soO por sais inorganicos, mais por uma fonte
de carboidrato, por aminoacidos, vitaminas e
proteinas especificas (7, 8). O carboidrato
adicionado ao meio de cultivo fornece energia
metabolica e estruturas carbbnicas para a
sintese de compostos orgénicos necessarios
para o crescimento das células (9). A sacarose
tem sido o aclUcar mais utlizado nos meios
visando a propagacdo de plantas ornamentais
(10). Além deste, no entanto, podem ser
utilizados a frutose, a maltose, a glucose, entre
outros (11).

O tipo e a concentracdo dos agucares
sdo importantes para promover a germinacéo e
0 crescimento das plantulas in vitro, assim como
a prépria manutencdo de crescimento da raiz
(12). Para que o desenvolvimento de plantulas
obtenha sucesso, as concentracbes do agucar
devem ser observadas, pois estas influenciam
diretamente nas reacdes fisiolégicas das
plantas.

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes concentracfes de sacarose e
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frutose de forma a estabelecer um melhor
protocolo para o desenvolvimento das
plantulas do hibrido Laelia purpurata Lindl
var venosa X Cattleya warneri T. Moore alba
(Orchidaceae).

MATERIAL E METODOS

Material Botanico e Tratamentos

Foram utilizadas plantulas do hibrido
de orquidea Laelia purpurata Lindl var
venosa X Cattleya warneri T. Moore alba
com 120 dias de desenvolvimento
provenientes de semeadura in vitro, no meio
de cultura “C” de Knudson acrescido de 20
g/L de sacarose. Foram selecionadas as
plantulas com aproximadamente 1 cm em
média, com uma ou duas folhas,
apresentando 0 mesmo padrdo de
desenvolvimento.

As plantulas foram transferidas para os
meios “C” de Knudson modificados com
diferentes concentragbes de sacarose e
frutose (10, 15, 20 e 25 g/L), totalizando oito
tratamentos. Cada tratamento foi repetido
oito vezes. Cada repetigdo foi composta por
dez plantulas, totalizando oitenta plantulas
em cada tratamento.

Ensaio Experimental

O cultivo foi realizado em estantes
abertas, em sala nédo climatizada do
Laboratério de Botanica do Centro
Universitario de Maringd, CESUMAR, sob
luminosidade constante (24h/luz) de 1.500lux
fornecidas por lampadas fluorescentes
branca-fria.

O ensaio foi conduzido de junho a
dezembro de 2006. Os meios de cultura
estéreis foram distribuidos em frascos
individuais autoclavados (120°C, 20 minutos)
em camara de fluxo laminar. As plantulas
foram transferidas para os meios de cultura
com o auxilio de pingas. As pingas utilizadas
permaneceram em &lcool 100% dentro da
camara, e foram submetidas a esterilizacao
pelo fogo. Depois de esterilizadas com o
auxilio das mesmas realizou-se a
transferéncia das plantulas para seus
respectivos tratamentos. Os frascos foram
vedados com pléstico parafilm.

Caracteristicas Avaliadas
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Ap6s 180 dias de cultivo foram avaliados
0 nimero de folhas, de brotacdes e de raizes; o
crescimento das raizes dado pelo comprimento
e didmetro da maior raiz e o crescimento das
plantulas através do comprimento da plantula; a
biomassa fresca e a biomassa seca. O
comprimento da raiz e da plantula foi obtido com
0 auxilio de régua milimetrada, expresso em
centimetros e o didametro da raiz, com auxilio de
paquimetro digital, expresso em mm.

Depois de obtidas as medidas de
comprimento das plantulas, estas foram
pesadas em balanca analitica para obtencéo da
biomassa fresca, expressa em gramas. Em
seguida, foram levadas a estufa com circulacéo
de ar forcada a 60° C por 24 horas. Apos
resfriamento  espontdneo, em dessecador,
obteve-se 0 peso da biomassa seca, em
balanca analitica, expresso em gramas.
Delineamento Analise
Estatistica

Experimental e

O experimento foi delineado inteiramente
ao acaso. Os dados foram submetidos a analise
de variancia. As médias entre tratamentos foram
comparadas pelo Teste de Scott Knott a 5% de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSS
Houve efeito significativo do tipo e
concentragao do carboidrato no

desenvolvimento de plantulas do hibrido de
Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya
warneri T. Moore alba (Orchidaceae).

Para a variavel nimero de folhas, os
tratamentos sacarose 15 g/L, frutose 15, 20 e 25
g/L ndo foram diferentes estaticamente,
mostrando ser os tratamentos com os quais se
obteve menor ndmero de folhas, j& o tratamento
sacarose 20 g/L foi o que proporcionou maior
namero de folhas (Tabela 1). Sendo assim
pode-se notar que 0s maiores valores em
relacdo ao numero de folhas foram obtidos
quando se utilizou o meio “C” de Knudson
tradicional, o qual apresentou em média de 10,2
folhas por plantula.

Ao se tratar da varidvel nimero de brotos
pode se perceber que o tratamento 15 g/L de
frutose proporcionou maior nimero de brotos,
ndo diferindo significativamente do meio
tradicional com 20 g/L de sacarose, e
mostrando-se diferente dos demais tratamentos
(Tabela 1).

Com relacdo as caracteristicas de
crescimento das plantulas, observou-se que
no tratamento de sacarose 20 g/L obteve-se
0 maior comprimento das plantulas, seguido
dos tratamentos 10 e 15 g/L de sacarose e
10 e 15 g/L de frutose. Observa-se pela
tabela 1 que os maiores valores de biomassa
fresca foram alcangados nos tratamentos de
10 g/L de frutose e 20 g/L de sacarose. A
biomassa seca teve sua menor média no
tratamento de 20 g/L de frutose. Neste
tratamento também se observou menor
média em: numero de folhas, comprimento
das plantulas, comprimento da raiz e no
diametro e nimero de raizes (Tabelas 1 e 2).

Chaves et al. (13) avaliaram os meios
nutritivos Murashige & Skoog (MS) e “C” de
Knudson modificados no cultivo in vitro de
Laelia purpurata var. Alba Coeruleia. Estes
autores verificaram que o meio “C" de
Knudson, contendo frutose como fonte de
carbono, proporcionou incremento  no
ndmero de folhas, assim como de raizes
novas, indicando que a fonte de carbono
possa estimular e/ou regular processos
bioquimicos relacionados com a divisdo e
diferenciacéo celular. Neste mesmo estudo a
frutose no meio nutritivo, proporcionou 100%
de plantulas vivas, mas ndo promoveu um
aumento no numero de gemas, quando
comparado com o controle, contendo
sacarose (20 g/L) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de crescimento da parte aérea e plantula
do hibrido de Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya warneri T.
Moore alba (Orchidaceae), ap6s 180 dias em meio de cultivo sob
diferentes concentraces de frutose e sacarose

Variaveis

Tratamentos Namero  Namero Biomassa  Biomassa
de de Comprimento Fresca/ Seca/

Folhas Brotos plantula (cm) Plantula Plantula

@ C)]

Sacarose 10g  6,86b  150b 2,13b 0,033b 0,017b
Sacarose 159  535¢  1,00b 2,18b 0,046 b 0,014 ¢
Sacarose 20g  102a 227a 2,87a 0,108 a 0,021 b
Sacarose 259 85b 1,10b 093¢ 0,067 b 0,021 b
Frutose 10g 734b  145b 1,70b 0,13a 0,03a
Frutose 15g 549¢c 185a 2,18b 0,037 b 0,008 ¢
Frutose 20g 48c 115b 1,03¢ 0,014 b 0,003 ¢
Frutose 25g 419¢c 112b 0,65¢ 0,03b 0,007 ¢

Médias com letras distintas nas colunas representam tratamentos
diferentes pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Estes resultados podem indicar que o
direcionamento do vegetal seja escalonado,
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ora privilegiando o crescimento da plantula, ora
o desenvolvimento de gemas laterais.

Com relacdo ao numero de raizes,
verificou-se que o tratamento 10 g/L de frutose
apresentou maior numero de raizes, néo
diferindo significativamente do meio tradicional
com 20 g¢g/L de sacarose, e mostrando-se
diferente dos demais tratamentos (Tabela 2).
Elevadas concentracBes de frutose afetaram
negativamente no surgimento de novas raizes.
Segundo George e Sherrington (10) e Faria et
al. (14), concentracdes elevadas de acuUcar
podem inibir a formacéo de raizes in vitro.

O maior comprimento da raiz das
plantulas foi encontrado nos tratamentos
sacarose 15 e 20 g/L, frutose 10 e 15 g/L
enquanto que o menor comprimento foram
encontrados nos tratamentos 20 e 25 g/L de
frutose. Conforme houve um aumento na
concentragdo de frutose, o tamanho médio das
raizes diminuiu progressivamente, porém este
nao foi um fator que influenciou no diametro das
raizes, onde se obteve o maior didmetro na
concentragcédo de 15 e 25 g/L de frutose (Tabela
2).

Os niveis de sacarose no substrato de
cultivo in vitro influenciam varios processos
metabdlicos nas culturas. O aumento da
concentragcdo de sacarose, de modo geral
estimula o crescimento e a formacgéo de raizes
em algumas espécies (10). No entanto,
segundo Andrade (15), na fase de
enraizamento, a reducdo da concentracdo de
sacarose no meio de cultura vem sendo citado
como beneficio na melhoria de qualidade do
sistema radicular, bem como na sobrevivéncia
das plantulas transplantadas.

De maneira geral, pode-se notar que a
concentragdo 20 g/L de sacarose proporcionou
melhores resultados. Fraguas et al. (16)
verificaram que para plantulas de orquidea
oriundas da hibridagéo entre Cattleya labiata e
Laelia itambrana, o aumento da concentracéo
Ao se optar pelo uso de frutose, a concentracéao
mais indicada seria de 10 g/L, pois um aumento
nessa concentracdo poderia alterar o potencial
osmotico do meio, diminuindo a absorgcédo de

(o

agua e sais pela plantula, diminuindo entéo
seu desenvolvimento.

osmética do meio de cultura pelo
incremento na concentracdo de sacarose (25
g/L) dificultou a absorcdo de agua e
nutrientes pelos explantes.

Tabela 2. Caracteristicas de crescimento do sistema radicular do
hibrido de Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya warneri T.
Moore alba (Orchidaceae), apds 180 dias em meio de cultivo sob
diferentes concentragdes de frutose e sacarose

Variaveis
. Comprimento Didmetro da
Tratamentos ~ NUMerOde o vior Raiz maior Raiz
Raizes (cm) (mm)
Sacarose 10g 250b 1,26b 046D
Sacarose 159 2,68b 192a 0,50b
Sacarose 20g 575a 151la 0,75a
Sacarose 259 383b 120b 063a
Frutose 10g 730a 18a 048b
Frutose 159 4,25b 173a 0,63a
Frutose 20g 2,63b 0,83¢c 0,51b
Frutose 259 2,34b 0,76 ¢ 0,59a

Médias com letras distintas nas colunas representam tratamentos
diferentes pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

CONCLUSAO

O meio “C” de Knudson tradicional com 20
g/L de sacarose apresentou melhores
resultados, proporcionando na maioria das
variaveis  condicbes  satisfatérias  de
crescimento.

De uma forma geral o0 meio suplementado
com sacarose apresentou  melhores
resultados em comparagdo ao meio
suplementando com frutose. No entanto, ao
se utilizar a frutose, as concentra¢cdes mais
indicadas seriam de 10 e 15 g/L.
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