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EM DIFERENTES DENSIDADES DE CULTIVO
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RESUMO: O cultivo in vitro de orquideas via sementes constitui uma opcdo importante de propagacdo para
aumentar a germinacdo das sementes, e perpetuacdo de especies em extin¢do. O presente trabalho teve por objetivo
estudar o crescimento das plantulas de orquideas Cattleya bowringiana O’brien in vitro em diferentes densidades de
cultivo. Plantulas de C. bowringiana de 1,0 cm de comprimento, provenientes da semeadura in vitro foram cultivadas
em meio de cultura MS, tendo como tratamentos, diferentes densidades de cultivo (5; 10; 15; 20 e 25
plantulas/frasco), com 5 repeti¢des. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e de regressdo. Na analise de massa fresca, nimero de raizes, comprimento
da maior raiz e da parte aérea, por plantula, ndo houve diferengas estatisticas entre os tratamentos. O maior nimero
de brotos alcancado por pléntulas foi com a utilizacdo de 15 plantulas/frasco, sendo, portanto, esta a melhor
densidade de cultivo.
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IN VITRO PROPAGATION OF Cattleya bowringiana O'BRIEN
IN DIFFERENT CULTIVATION DENSITIES

SUMMARY: The in vitro cultivation of orchids via seeds is an important propagation option to increase seed
germination, and the perpetuation of endangered species. The objective of the present work was to study the grow
tho fthe orchid seedlings Cattleya bowringiana O'brien in vitro at different growing densities. Seedlings of 1.0 cm
long C. bowringiana from in vitro seeding were grown in MS culture medium, with different culture densities (5; 10;
15, 20 and 25 seedlings/bottle) as treatments in 5 repetitions. The experimental design was completely randomized.
Data were submitted to analysis of variance and regression. In the analysis of fresh mass, number of roots, leng tho
fthelargest root and shoot, per seedling, there were no statistical differences between the treatments. The highest
number of shoots reachedby seedlings was with the use of 15 seedlings/bottle, being therefore the best density
cultivation.
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INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de maior valor comercial. No
Brasil, j& foram identificadas mais de 3.500 espécies de orquideas, porém, muitas destas estdo correndo
risco de extingdo, devido a destruicao de seu habitat e as coletas predatérias (COLOMBO et al., 2004).
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Na natureza, a germinacdo de sementes de orquideas ocorre somente na presenca de fungos
especificos, e estima-se que apenas aproximadamente 5% das sementes dessas plantas possam germinar
em condi¢Oes naturais (ARDITTI, 1979). Como forma de propagacdo, o cultivo in vitro se destaca como
uma técnica que viabiliza a germinacdo de sementes, possibilitando a obtencdo de grande quantidade de
mudas em curto espaco de tempo e com qualidade fitossanitaria (PASQUAL et al., 2011; FARIA et al.,
2012).

A preocupacdo crescente com a preservacdo do meio ambiente, associada ao emprego da técnica
de propagacdo in vitro, possibilita a expectativa de que as coletas predatérias das orquideas sejam
minimizadas, permitindo-se a manutencéao das populacGes naturais destas plantas (CAMPOS, 1996).

Um fator relevante na reducéao de custos para producgdo de mudas in vitro é a utilizagdo do volume
adequado de meio de cultivo e bem como 6timo nimero de plantulas por frasco que, consequentemente,
irdo favorecer a diminuicdo dos custos finais (SOARES et al., 2008). Sendo assim, este trabalho buscou
estudar o crescimento das plantulas de orquideas Cattleya bowringiana O’brien in vitro em cinco
diferentes densidades de cultivo.

MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Centro
Universitario Norte do Espirito Santo da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUNES/UFES), em
Sdo Mateus-ES, no peiodo de maio a setembro de 2014.

Cépsulas com sementes maduras de Cattleya bowringiana O’brien foram obtidas por
autopolinizacdo artificial, apds seis meses de cultivo em casa de vegetacdo. Essas foram desinfestadas em
camera de fluxo laminar horizontal, com alcool 70%, por 5 minutos, seguida de solucao de hipoclorito de
sodio 4%, por 15 minutos, e enxaguadas por trés vezes consecutivas com agua destilada e autoclavada. As
sementes foram extraidas das capsulas com o auxilio de pinca e semeadas, um dia ap6s o preparo do meio,
em frascos de 250 mL, contendo 35 mL de meio MS completo (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado de 30 g.L™ de sacarose e solidificado com Agar a 7,0 g.L™, com pH ajustado a 5,7 antes da
autoclavagem. O meio de cultivo foi autoclavado a 121°C e 1,05 atm por 20 minutos.

Na sala de cultura os frascos de cultivo foram mantidos sob ldmpadas fluorescentes com 25,2
umol m™ s™ de fluxos de fétons fotossintéticos, temperatura de 27 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas.
Transcorrido seis meses da semeadura, foram selecionadas para o experimento as plantulas que
apresentavam comprimento de 1,0 cm, sendo os procedimentos do preparo do meio de cultura e as
condicbes de ambiente do recultivo, as mesmas adotadas na fase de semeadura.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 5 tratamentos (5; 10; 15; 20 e
25 plantulas/frasco) e 5 repeticdes. Cada frasco representou uma parcela

Ao final de seis meses do recultivo, procedeu-se as avaliagbes. Nessa ocasido avaliou-se o
comprimento da parte aérea comprimento da maior raiz, utilizando-se de paquimetro digital
(Digimess 100A), o nimero de brotos e de raizes, e a massa fresca de cada plantula utilizando balanca
analitica Gehaka BG 400.

Os dados das variaveis foram processados com o auxilio do programa GENES (CRUZ, 2013)
utilizando-se a andlise de variancia, e posterior analise de regressao.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Pela andlise de varidncia (Tabela 1), observa-se que houve diferenca significativa entre os
tratamentos apenas para o numero de brotos/plantula (NBP).

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia da massa fresca por plantula (MFP), comprimento de parte
aérea (CPA) e da maior raiz (CMR), nimero de brotos por plantula (NBP) e raizes por plantula (NRP) de
Cattleya bowringiana O’brien cultivadas em diferentes densidades de pléntulas in vitro, no Laboratdrio de
Cultura de Tecidos Vegetais do CEUNES/UFES, em 2014

Quadrado Médio

Caracteristicas Residuo Tratamento Media CV ()
MFP (g) 0,0035 0,0051 "™ 0,17 35,30
CPA (cm) 0,1262 0,0677 ™ 1,47 24,03
CMR (cm) 1,2019 0,7229 ™ 3,64 29,72
NBP (n°) 0,6078 2,7816 2,15 36,29
NRP (n°) 1,5554 1,8050 "™ 4,17 30,74

™, ndo significativo a 5 % pelo teste de F; ** significativo a 1 % pelo teste de F.

Em relacdo a massa fresca por plantula (MFP), ndo houve diferencas entre as densidades de
semeadura, com média em torno de 0,17 g/plantula (Figura 1). H& varios relatos na literatura de trabalhos
gue buscam reducéo no custo da muda produzida in vitro (SOARES et al., 2008; FERREIRA et al., 2012;
SOARES et al. 2013a; SOARES et al., 2013,b). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que se pode
ter economia no processo produtivo usando-se maior densidade de cultivo, no caso, até 20 plantulas ao
invés de 5 plantulas por frasco contendo 35 mL de meio de cultivo.

Figura 1 — Massa fresca por plantula de Cattleya bowringiana O’brien cultivadas em diferentes

densidades de plantulas in vitro, no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais do CEUNES/UFES, em
2014.
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O comprimento médio da maior raiz (CMR) das plantulas foi de 3,6 cm, para densidades desde 5
até 25 pléntulas por frasco (Figura 2). Estes resultados sdo importantes, mostrando que mesmo em alta
densidade de cultivo as raizes das plantulas ndo deixaram de crescer, semelhante ao verificado por Moraes
et al (2009) no cultivo de Cattleya loddigesii Lindley em meio MS com densidade maior de 50 plantulas
por frasco.
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Figura 2 — Comprimento de parte aérea e da maior raiz de Cattleya bowringiana O’brien, cultivadas em
diferentes densidades de plantulas in vitro, no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
CEUNES/UFES, em 2014.
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Na andlise do comprimento da parte aérea (CPA), verifica-se que a média foi de 1,47 cm,
independente da densidade (Figura 2). Soares et al. (2008), também verificaram resultados semelhantes
com plantulas de orquideas C. loddigesii, no entanto, para a C. percivaliana, os autores obtiveram com a
utilizacdo de 3 explantes/frasco 0 maior comprimento de parte aérea das plantulas (1,8 cm), embora o
tratamento com 12 explantes/frasco (1,66 cm) tenha diferido estatisticamente no CPA, essa diferenga
pode ser considerada pequena em niveis praticos, indicando-se assim utilizar maior quantidade de
explantes/frasco para economizar nos custos. George, Hall e De Klerk (2008) enfatizam que a densidade
de cultivo varia em fungéo do gendtipo.

Analisando a Figura 3, verifica-se que o nimero de brotos/plantula (NBP), teve uma resposta
quadratica, com o maximo de 2,7 brotos/explante na densidade de 15 plantulas/frasco. Beraud e Ulloa
(2015) encontraram resultados semelhantes em Vaccinium corymbosum L, com a reducdo de nimero de
brotos por plantula (2,3) com a utilizacdo de 20 e 25 pléntulas por frasco, e explicam que a maior
guantidade de plantulas provoca um maior sombreamento e, portanto, maior dominancia apical.

Figura 3 — Numero de brotos e de raizes de Cattleya bowringiana O’brien cultivadas em diferentes
densidades de plantulas in vitro, no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do CEUNES/UFES, em
2014.
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N&o houve diferenca estatistica significativa para nimero de raizes por plantula (NRP) em fungéo
da densidade de plantulas por frasco (Figura 3), com média de 4,17 raizes. Estes resultados s&o
importantes para maior utilizagdo de densidade de cultivo, visto que a maior quantidade de raizes nas
plantulas é essencial e deve ser estimulada para maior sobrevivéncia durante a aclimatizacdo de orquideas
(SORACE et al., 2007). Diferentemente dos resultados encontrados, Soares et al. (2008) trabalhando com
C. loddigesii, obtiveram diferencas significativas na quantidade de plantulas por frasco, obtendo-se maior
namero de raizes (6,30) com a utilizacdo de 75 mL de meio nutritivo em apenas 3 plantulas/frasco.
Segundo Grattapaglia e Machado (1998), a variabilidade na resposta morfogenética in vitro, que existe
ndo apenas entre espécies, mas também dentro de cada gendtipo, leva a necessidade de se definirem
protocolos diferenciados.

CONCLUSAO

Para o crescimento in vitro de plantulas de orquideas da espécie C. bowringiana O’brien, indica-se
15 plantulas/frasco de 250 mL contendo 35 mL de meio MS.
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