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Otimizacao da Producao de Mudas de
Cattleya labiata: Efeito da Sacarose
no Crescimento In Vitro e na Aclimatizacao

Entre as Angiospermas, a familia Orchidaceae € uma das maiores em nimero de
espécies, com aproximadamente 35.000 (SOUZA; LORENZI, 2005). Podem ser
reconhecidos de 750 a 850 géneros, dos quais cerca de 200 ocorrem no Brasil
(SOUZA; LORENZI, 2005). Essas plantas sao encontradas em todas as regides do
planeta, inclusive nas boreais, e apreciadas mundialmente pela beleza das suas
flores quanto as cores, tamanhos e formas (REGO-OLIVEIRA et al., 2003). Entre as
orquideas, o género Cattleya tem sido o mais popular, cultivado e comercializado,
evidenciando a sua importancia econémica (RAPOSO, 1993; DIGNART et al.,
2009); possui cerca de 70 espécies, inUmeras variedades e hibridos (COLOMBO et al.,
2005). Entre as espécies, destaca-se a Cattleya labiata, nativa do Nordeste brasileiro e
uma das mais apreciadas orquideas do mundo (Figura 1) (RAPOSO, 1993).

Em funcéo do extrativismo, do aumento das areas destinadas a agricultura e a
construcao civil, bem como da falta da aplicagao de politicas publicas relacionadas
a conservagao dos recursos genéticos nos diferentes biomas brasileiros, muitas
espécies de orquideas estao ameagadas de extingdo (BRASIL, 2008; FERREIRA,;
SUZUKI, 2008). Nesse sentido, enfatiza-se a importancia do aumento do
conhecimento da biologia dessas espécies com énfase em métodos eficazes

de reproducao e de propagagao, visando minimizar as perdas desses materiais,
manter a variabilidade genética e favorecer o repovoamento.

As técnicas de cultivo in vitro tém sido largamente utilizadas para a produgéo

de mudas (FARIA et al., 2012) como também para estudos relacionados ao
crescimento e desenvolvimento de orquideas (SUZUKI et al., 2010; SCHNEIDER et
al., 2012) e sua conservacao ex situ (FERREIRA; SUZUKI, 2008).

Como sao plantas herbaceas que
apresentam crescimento lento,
consequentemente, a produgao
de mudas é demorada (SUZUKI
et al., 2010). Adicionalmente, a
formacéao das flores pode levar
de 3 a 10 anos dependendo da
espécie, o que prolonga a fase de
reproducado (FERREIRA; SUZUKI,
2008; SCHNEIDER et al., 2012).
A germinagao de sementes de
orquideas na natureza ocorre
somente na presenga de fungos
especificos, e estima-se que
apenas aproximadamente 5% das
sementes dessas plantas possam
germinar em condi¢gdes naturais
(ARDITTI, 1979). Tais motivos

Figura 1. Plantas de Cattleya labiata obtidas
a partir da germinacéo de sementes in vitro,
cultivadas em viveiro localizado em Aquiraz, CE.
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reforcam a importancia do uso da semeadura in vitro
e da aplicacao de diferentes técnicas de cultura de
tecidos de plantas tanto sob aspecto da multiplicagcao
rapida quanto preservacionista devido a obtencao de
mudas em larga escala e de qualidade fitossanitaria
(FARIA et al., 2012).

No cultivo in vitro, os meios de cultura utilizados sao
compostos por macro e micronutrientes, vitaminas

e agucares, suplementados quando necessario, de
reguladores de crescimento, aminoacidos e agente
solidificante em fungéo da etapa do processo e/ou
da espécie estudada. Segundo Suzuki et al. (2010),
0s meios de cultura de Knudson (1946), Vancin

e Went (1949) e Murashige e Skoog (1962) séo
alguns dos mais utilizados no cultivo in vitro. Meios
de cultura desenvolvidos para o cultivo in vitro de
plantas lenhosas como Wood Plant Medium (LLOYD;
McCOWN, 1980) e JADS (CORREIA et al., 1995) séo
citados na literatura no cultivo de Cattleya loddigesii
(ARAUJO et al., 2007) e C. labiata (CORREIA et al.,
2011a; CORREIA et al., 2011b), respectivamente.
Alguns estudos indicam que a redugao das
concentracdes dos macronutrientes (REGO-OLIVEIRA
et al., 2003; SORACE et al., 2008; PIVETA et al., 2010)
favorece o crescimento vegetativo.

Entretanto, as condi¢bes de cultivo e o tempo de
cultivo podem resultar em alteracdes morfoldgicas
e fisiolégicas sendo responsaveis por grande parte
das perdas durante a aclimatizagéo (DIGNART et
al., 2009). E justamente na etapa da aclimatizagéo
que se viabiliza a metodologia de producéo in vitro
de plantas, pois é nela que se obtém o numero de
plantas aptas ao plantio, ou seja, maior sobrevivéncia
de mudas com qualidade. Sendo assim, sao
necessarios pesquisa e desenvolvimento para
métodos de aclimatizacao de plantas.

Nesse sentido, especialmente no cultivo in vitro de
orquideas, alguns estudos ressaltam a importancia
da avaliacéo de diferentes concentracdes dos
carboidratos visando a melhoria do crescimento

e desenvolvimento da parte aérea e radicular das
culturas (MOREIRA et al., 2007; SORACE et al.,
2008; PIVETTA et al., 2010; ARAUJO et al., 2011).
O carboidrato adicionado ao meio de cultivo fornece
energia metabdlica e estruturas carbbnicas para

a sintese de compostos organicos necessarios ao
crescimento das células (CALDAS et al., 1998)

e também propicia a atividade heterotrofica das
plantas enquanto em cultivo in vitro. A reducéo da
concentracdo da sacarose aquela usual (30 g L),

na fase de enraizamento in vitro, tem apresentado
melhoria do sistema radicular e favorecido a
sobrevivéncia das mudas obtidas durante a
aclimatizagdo (MOREIRA et al., 2007; ARAUJO

et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2011). Essa
reducao da fonte de agucar nas etapas finais de
cultivo in vitro também pode beneficiar a atividade
autotréfica quando as mudas ainda estiverem in
vitro, contribuindo para melhor aclimatizacao delas
sob condigbes de casa de vegetagao ou telados
(ARAUJO et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2011).

O cultivo de orquideas in vitro tem sido uma linha de
pesquisa da floricultura na Embrapa Agroindustria
Tropical. Nove orquideas tropicais estdo sendo
cultivadas no Laboratério de Cultura de Tecidos

de Plantas, objetivando defini¢gdes de protocolos

de propagacao in vitro e a aclimatizagao de

mudas obtidas da germinagao de sementes e da
micropropagacao.

Entre as espécies e hibridos em estudos, cinco
pertencem ao género Cattleya. Para a espécie
Cattleya labiata, as metodologias de crescimento
de plantulas in vitro estdo sendo otimizadas
verificando-se o efeito da reducao da sacarose
e o seu resultado na aclimatagdo dessas mudas
(ARAUJO et al., 2011; CORREIA et al., 2011b;
NASCIMENTO et al., 2011).

A sequir, sdo descritas as etapas de obtencéo das
pléntulas in vitro de C. labiata e sua aclimatizagdo em
telado:

Etapa 1: Desinfestagao da capsula, inoculagao
das sementes, germinagao de sementes e
obtengao de plantulas in vitro

Sao utilizadas capsulas de C. labiata totalmente
fechadas com tempo médio requerido entre a
polinizagéo e a coleta em torno de 10 meses (FARIA
et al., 2010). A capsula é lavada com detergente
comum e enxaguada em agua corrente. Em cadmara
de fluxo laminar, a desinfestagdo da capsula

ocorre em solucao de hipoclorito de soédio (NaOCI)
contendo 2% de cloro ativo com acréscimo de trés
gotas de Tween 20 para cada 100 mL da solugéo
desinfestante, durante 30 minutos, em agitacéo
constante. Em seguida, a capsula é transferida para
recipiente com agua destilada autoclavada, onde
aquela é lavada, repetindo, sucessivamente, por
duas vezes. Em seguida, transfere-se a capsula
para uma placa de Petri previamente autoclavada
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e, com auxilio de um bisturi, corta-se a capsula
longitudinalmente ao meio. Com uma espatula,
retira-se uma pequena quantidade de sementes e,
em seguida, elas sao pulverizadas em recipientes
(capacidade de 250 mL) contendo 30 mL de meio
de cultura JADS (CORREIA et al., 1995) com as
solugdes salinas reduzidas a metade. O meio é
suplementado com 30 g L' de sacarose e 1,7 g L™
de Gelrite® marca Sigma. O pH do meio de cultura
€ ajustado para 5,8 antes da sua esterilizagdo em

autoclave a temperatura de 121 °C, durante 15 minutos.

As culturas sao mantidas em sala de crescimento
a temperatura de 27 1 2 °C e fotoperiodo de 12

horas com radiagao ativa fotossintética de 30 umol
m? s fornecida por lampadas fluorescentes de 40 W.

A B

Nessas condi¢des, o inicio da germinagao das
sementes de C. labiata ocorre a partir de 30 dias
apo6s a semeadura. Aos 50 dias apds a semeadura,
observa-se uma quantidade acentuada de sementes
germinadas (Figura 2-A). Aos 120 dias, pode-se
observar o crescimento de muitas plantulas (Figura
2-B). Nesse momento, é realizada a primeira

transferéncia das plantulas, de 10 a 12 por recipiente.

Para isso, utilizam-se recipientes, tipo e quantidade
de meio por recipiente e condigdes de crescimento
iguais as indicados para a semeadura. A partir da
primeira transferéncia, o meio JADS é utilizado com
a formulagao completa. Plantulas crescidas durante
240 dias (Figura 2-C) podem ser utilizadas para a
etapa seguinte de cultivo in vitro sem e com adi¢ao
de sacarose.

Figura 2. Plantulas de Cattleya labiata: aos 50 (A) e 120 (B) dias apds a semeadura in vitro em meio de cultura JADS com
as solugdes salinas reduzidas a metade; apés transferéncia e cultivo por mais 120 dias em meio de cultura JADS contendo
a formulagao completa, totalizando 240 dias apds a semeadura (C). Barra = 1 cm.

Etapa 2: Crescimento de plantulas in vitro em
meio de cultura sem e com adigao de sacarose

Sao utilizadas plantulas cultivadas in vitro durante
240 dias apo6s a semeadura de acordo com a
metodologia indicada na etapa 1. Essas plantulas
sao transferidas para recipientes contendo meio

de cultura JADS completo (40 mL por recipiente)
sem e com adigao de sacarose. Recipientes com
quatro plantulas cada um sdo mantidos nas mesmas
condi¢bes de crescimento in vitro citados na etapa 1,
durante 120 dias. Aos 120 dias apods a transferéncia,
as plantulas apresentaram 100% de sobrevivéncia
em ambos os meios de cultivo. Plantulas crescidas
em meio de cultura sem adi¢cao de sacarose
mostraram ganhos de crescimento significativos
gquando comparadas aquelas crescidas em meio de
cultura contendo 30 g L' sacarose, concentragado
usual em sistemas de cultivo in vitro conforme pode
ser observado nas Figuras 3 e 4 e na Tabela 1.

Foto: José Dionis M. Araujo

Figura 3. Plantulas de Cattleya labiata crescidas durante 120
dias em meio de cultura JADS, contendo a formulagdo completa:
(A) sem a adi¢ao de sacarose e (B) com sacarose (30 g L),
totalizando 360 dias apds a semeadura. Barra =2 cm.

Fotos: Diva Correia
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Foto: José Dionis M. Araujo

Figura 4. Plantulas de Cattleya labiata crescidas durante 120 dias em meio de
cultura JADS, contendo a formulagdo completa: sem a adi¢cdo de sacarose (A) e
com sacarose (30 g L") (B), totalizando 360 dias ap6s a semeadura. Barra = 2 cm.

Tabela 1. Valores médios para crescimento de plantulas de Cattleya
labiata mantidas durante 120 dias em meio de cultura JADS, com a
formulagao completa, sem e com adi¢cédo de sacarose, totalizando 360
dias ap6s a semeadura. Fortaleza, CE, 2010.

Variavel

Altura da parte aérea (cm)
Numero de folhas

Comprimento da maior raiz (cm)
Numero de raizes

Massa fresca da parte aérea (g)
Massa seca da parte aérea (g)
Massa fresca das raizes (g)
Massa seca das raizes (g)

Sacarose
Auséncia 30gL’
3,34 1,59*
5,83 4,77*
6,65 4,78*
4,53 3,75*
1,09 0,33*
0,09 0,04*
1,33 0,69*
0,10 0,08

n = 250 frascos com 4 plantulas cada um.

* As médias diferem entre si ao nivel de 5% de significancia, pelo teste t de Student.

Etapa 3: Aclimatizagédo de plantulas

Plantulas oriundas da etapa 2, aos 360 dias apds

a semeadura in vitro, crescidas em meio de cultura
sem e com a adicao de sacarose (Figuras 3; 4) sédo
aclimatizadas em garrafas de polietileno tereftalato
(PET) de capacidade 5 L cada uma, contendo
substrato composto por casca de arroz carbonizada,
po da casca (mesocarpo) do coco-verde e fibra da

casca do coco-verde (3:3:1 v/v) (Figuras 5-A; B), de
acordo com a metodologia proposta por Correia et

al. (2011b). Garrafas contendo dez plantulas cada
uma sao mantidas em telado com 50% de reducgao
da intensidade luminosa. As plantulas recebem
pulverizagdes de agua, uma vez ao dia, com o auxilio
de pulverizador costal para manter a umidade no
recipiente, e adubacéo foliar Peters® 20-20-20 (1 g L"),
uma vez por semana.
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Fotos: José Dionis M. Araujo

Figura 5. Aclimatizacdo de plantulas de Cattleya labiata, com 360 dias apds a semeadura in vitro, em
telado utilizando garrafas PET contendo substrato composto por casca de arroz carbonizada, p6 da
casca do coco-verde e fibra da casca do coco-verde (3:3:1 v/v); plantulas oriundas de cultivo in vitro
em meio de cultura JADS, com a formulagdo completa: sem a adigdo de sacarose (A); com sacarose
(30 gL (B). Barras =5 cm.

Aos 150 dias apos o transplantio, as plantulas em sobrevivéncia das mudas oriundas de cultivo in vitro
aclimatizacdo mostraram ganhos de crescimento em meio de cultura sem e com adi¢cado de sacarose,
significativos quando comparadas aquelas crescidas respectivamente. A validagdo dessa metodologia foi
em meio de cultura contendo 30 g L' sacarose, realizada utilizando 50 garrafas PET. O resultado foi
conforme pode ser observado na Tabela 2 e Figura 6. similar ao obtido na experimentagéo descrita acima.

A metodologia também permitiu 100% e 75% de

Tabela 2. Valores médios para crescimento de plantulas de Cattleya
labiata, oriundas de cultivo in vitro em meio de cultura JADS com a
formulacdo completa, sem e com a adigdo de sacarose, aclimatizadas
durante 150 dias, em telado e em garrafas PET contendo substrato
composto por casca de arroz carbonizada, p6é da casca do coco-verde
e fibra da casca do coco-verde (3:3:1 v/v), totalizando 510 dias apds a
semeadura. Fortaleza, CE, 2010.

Variavel Sacarose
Auséncia 30gL"
Altura da parte aérea (cm) 4,28 2,62*
Numero de folhas 33l 5,22
Comprimento da maior raiz (cm) 6,17 2,74*
Numero de raizes 3,88 3,63
Massa fresca da parte aérea (g) 0,51 0,23*
Massa seca da parte aérea (g) 0,05 0,02*
Massa fresca das raizes (g) 0,42 0,08*
Massa seca das raizes (g) 0,03 0,01*

n = 25 garrafas PET com 10 plantulas cada uma.
* As médias diferem entre si ao nivel de 5% de significancia, pelo teste t de Student.
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Fotos: José Dionis M. Araujo

Figura 6. Aclimatizagéo de plantulas de Cattleya labiata, oriundas de cultivo in vitro em meio de cultura
JADS com a formulagdo completa, sem (A) e com (B) a adicado de sacarose, aclimatizadas durante 150
dias, em telado e em garrafas PET contendo substrato composto por casca de arroz carbonizada, p6 da
casca do coco-verde e fibra da casca do coco-verde (3:3:1 v/v), totalizando 510 dias apds a semeadura.
Barras =5 cm.

Apos a aclimatizagao durante 150 dias em garrafa a 25 mudas, mantendo-os em telado com retengéo
PET, as mudas de C. labiata oriundas do cultivo in de luminosidade em torno de 50% e umidade relativa
vitro em meio de cultura sem adicdo de sacarose no minimo de 80%. A irrigacao € por nebulizagao.
podem ser transferidas para vasos de ceramica Uma vez por semana, realiza-se adubagéo foliar
contendo substrato composto por casca de arroz Peters® 20-20-20 (1 g L"). Na Figura 7, as plantas
carbonizada, p6 da casca do coco-verde e fibra da encontram-se com 60 dias apds o transplantio, ou
casca do coco-verde (3:3:1 v/v); sobre o substrato, seja, 570 dias apds a semeadura. Durante o periodo
coloca-se uma camada fina de fibra de coco, como é de 60 dias de cultivo, houve 100% de sobrevivéncia
observado na Figura 7. Em cada vaso, planta-se de 20 do total de 1.000 mudas transferidas.
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Figura 7. Plantulas de Cattleya labiata, oriundas de cultivo in vitro sem adicdo de
sacarose, mantidas em telado de um viveiro de mudas de plantas localizado em
Aquiraz, CE, aos 60 dias apos transferéncia da aclimatizagdo em garrafa PET,
totalizando 570 dias apds a semeadura.



Otimizacdo da Producao de Mudas de Catlleya labiata: Efeito da Sacarose no Crescimento In Vitro e na Aclimatizagéo

Os resultados obtidos indicam que a auséncia

de sacarose no meio de cultura favorece o
desenvolvimento da parte aérea e do sistema
radicular das plantulas de Cattleya labiata tanto sob
condigdes in vitro como em telado, além da maior
porcentagem de sobrevivéncia na aclimatizagéo.
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