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Germinacao de sementes e desenvolvimento inicial de Cattleya warneri
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Resumo: Cattleya warneri é uma orquidea de
caracteristicas ornamentais ameacada de extincao.
O cultivo in vitro auxilia na conservagao de varias
espécies vegetais dentre elas as orquideas. O
presente trabalho analisou a influéncia de
diferentes meios de cultura na germinacdo de
sementes e no desenvolvimento inicial das plantas
de C. warneri cultivadas in vitro. Os meios
utilizados foram Knudson C (KC), Vacin e Went
(VW), Murashige e Skoog (MS), e 0 meio MS
com metade da concentracdo de nutrientes
(MS%2), todos suplementados com 2% de sacarose
e micronutrientes do meio MS. O pH dos meios
foi ajustado para 5,8+0,05 anterior a adicdo de
0,4% de agar para a geleificacdo dos meios de
cultura. Para cada meio de cultura foram
utilizados quatro frascos e inoculadas cerca de
3000 sementes em cada frasco. Estes foram
mantidos em sala de cultura com temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 12h e luminosidade de
20pmol.m®s™. Foram obtidos a porcentagem de
sementes viaveis e a porcentagem de sementes
gue germinaram, utilizando-se 1300 e 700
sementes, respectivamente. O desenvolvimento
inicial dos protocormos foi realizado utilizando-se
300 individuos para cada um dos diferentes
meios. A andlise da viabilidade mostrou que
aproximadamente 88% das sementes eram
viaveis. Vinte dias apds os primeiros indicios da
germinacgéo foi observada maior porcentagem de
sementes germinadas nos meios MS e MSY2 (88%
e 86%, respectivamente).  Verificou-se ap6s
noventa e cento e vinte dias de cultivo que o meio
KC ¢é o mais indicado para o desenvolvimento
inicial de C. warneri, pois 75,5% das sementes
desenvolveram-se em pléntulas com folhas e
presenca de pelo menos uma raiz. Deste modo,
verificou-se que o meio favoravel a germinacédo
pode ndo ser benéfico para o desenvolvimento
posterior. A germinacdo de C. warneri foi
estimulada no meio MS e MSY%; diferentemente, o
desenvolvimento inicial pds-germinativo foi
favorecido no meio KC.
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae € considerada a mais
atraente entre o grupo das angiospermas devido a
beleza de suas flores de diferentes cores e formas.
Apresenta distribuicdo cosmopolita, compreende
cerca de 800 géneros e 0 numero de espécies € de
mais de 35.000, possuindo diferentes habitos:
terricolas, epifitas ou rupicolas (Dunsterville & Garay
1976, Dressler 1993).

Cattleya warneri foi descrita por T. Moore em
1862; possui algumas caracteristicas que estdo
préximas a espécie Cattleya labiata e sua floragdo
ocorre durante 0 més de junho e julho (Braem 1986).
C. warneri, objeto de estudo, espécie endémica dos
estados do Espirito Santo e Minas Gerais, sdo plantas
unifoliadas, possui pseudobulbos subclavados, a
maioria das folhas é oblonga, porém algumas sdo
quase arredondadas. As flores sds grandes, 15-20 cm
de didmetro, aromaticas, vistosas e com coloragdo
que varia do rosa escuro a parpura ametista (Withner
1988) (Figura 1).

Figura 1. Aspecto das flores de C. warneri.

Por ser uma espécie ornamental e possuir elevado
valor de mercado, ha muito tempo vem sofrendo
grande extrativismo da natureza, para fins lucrativos;
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além disso, a destruicdo do habitat levou essa
espécie a possuir alto risco de desaparecimento da
natureza em futuro préximo, reconhecida pelo
Ministério do Meio Ambiente em 2008.

O cultivo in vitro tem auxiliado na preservacdo
de véarias espécies vegetais dentre elas as
orquideas. Esta técnica possibilita 0 manuseio de
grande numero de individuos em espaco reduzido
e sob condigBes assépticas, estimulando o
crescimento, e assim adquirindo o controle sobre
0 cultivo dessas espécies. Estudos que tenham
como finalidade dominar 0s processos de
propagacao das orquideas tornam-se
extremamente importantes para que seja possivel
viabilizar a sua multiplicacdo em colegdes vivas e
possibilitar tanto a reintroducdo na natureza como
também a conservacdo daquelas espécies
ameacadas de extin¢ao (Ferreira & Suzuki 2008).

O presente trabalho analisou a influéncia de
diferentes meios de cultura na germinagdo de
sementes e no desenvolvimento inicial das plantas
de C. warneri cultivadas in vitro.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no
Laboratério de Cultivo in vitro do Nucleo de
Pesquisas - Orquidario do Estado, do Instituto de
Botéanica (IBt), em Séo Paulo - SP.

O procedimento utilizado para a obtencdo da
porcentagem de sementes vidveis foi uma
adaptacdo proposta por Lakon (1949) como
descrito a seguir:

Anteriormente a desinfestacdo para a
inoculagdo in vitro, uma pequena parcela das
sementes foi coletada e imersa em solugdo aquosa
de 1% de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio durante
24 horas a 30°C no escuro. Foram preparadas trés
laminas de vidro para a observagdo em
estereomicroscopio e entdo obter a porcentagem
de viabilidade das sementes, sendo consideradas
vidveis as sementes com embrido corado de
vermelho intenso.

As sementes foram embebidas em &agua
destilada e esterilizada durante 30 minutos e
posteriormente desinfestadas com 50mL de uma
solucédo de 15% de hipoclorito de sédio comercial
durante 10 minutos. Em seguida a solugdo de
hipoclorito foi retirada e as sementes lavadas trés
vezes em 4agua destilada e esterilizada, sendo
subsequentemente inoculadas em quatro meios de
cultura: Knudson C (1946) (KC), Murashige &
Skoog (1962) (MS) e MS com metade da
concentracao de macro e micronutrientes (MS%2) e
0 meio Vacin e Went (1949) (VW), todos
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suplementados com 2% de sacarose e micronutrientes
do meio MS. Foram utilizadas quatro repeticbes de
cada meio e trés lotes de sementes, sendo inoculadas
cerca de 3.000 sementes em cada meio. Estes foram
mantidos em sala de cultura com temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 12h e intensidade luminosa
de 20pmol.m2.s™. O pH dos meios foi ajustado para
5,8+0,05 anterior a adicdo de 0,4% de &gar para a
geleificagdo dos meios de cultura. Decorridos 20 dias
da inoculacdo das sementes, foi obtido a porcentagem
de germinacdo das sementes a partir da retirada de
duas amostras de cada um dos frascos dos diferentes
meios de cultura (KC, MS, MSY%, VW), foram
analisadas 1300 sementes para cada meio. Foram
consideradas germinadas as sementes com embrido
intumescido e clorofilado.

A anélise do desenvolvimento inicial das sementes
foi realizada aos trés e aos quatro meses, procurando-
se identificar as diferentes fases de desenvolvimento
presentes em cada meio de cultura. Para tanto,
pequenas porcdes de sementes em desenvolvimento
foram retiradas aleatoriamente de cada frasco e
analisadas em estereomicroscopio, totalizando cerca
de 300 protocormos analisados para cada meio. A
identificagdo foi efetuada conforme Suzuki et al.
(2009), com pequenas modificacbes. (estadio 1)
Sementes sem testa com protocormo de coloracdo
verde, (estadio 2) protocormo com inicio da primeira
folha e coloragdo verde, (estadio 3) protocormo com
folhas e (estadio 4) plantula com folhas e pelo menos
uma raiz.

Os dados sobre porcentagem de sementes
germinadas foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo teste de Tukey com significancia de
5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de Vviabilidade mostrou que
aproximadamente 88% das sementes eram viaveis.

O inicio da germinagdo das sementes foi
observado por meio de visualizagdo do
intumescimento dos embrides e producdo de clorofila
pelos protocormos. Vinte dias apds 0s primeiros
indicios da germinacdo, a maior porcentagem de
sementes germinadas foi obtida nos meios MS e
MSY% (88% e 86%, respectivamente) quando
comparados aos meios KC e VW (34% e 46%,
respectivamente) (Figura 2).

Suzuki et al. (2009), trabalhando com a espécie
Hadrolaelia tenebrosa (Rolfe) Chiron & V.P. Castro,
testou 0s mesmos meios de cultura exceto o MSY%, e
observaram que 0 meio de cultura KC propiciou a
maior taxa de germinacdo de sementes de H.
tenebrosa (67%).
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Figura 2. Porcentagem de sementes germinadas
de C. warneri obtidas vinte dias apds a
semeadura in vitro. Letras diferentes
apresentam variagdo significativa entre os
tratamentos, segundo teste de Tukey
(P<0,05). (n=700)
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Esses resultados diferem do trabalho realizado
por Suzuki et al. (2010) que obtiveram a maior
porcentagem de germinacdo de sementes de
Cattleya bicolor Lindley no meio VW (66,8%),
enquanto que no meio MS foi de 60,8% e no KC
de 48,5%.

Os resultados do desenvolvimento inicial dos
protocormos  decorridos noventa dias da
semeadura in vitro, nos diferentes meios de
cultura sdo apresentados na figura 3. E possivel
notar que a maior parte dos protocormos nos
meios MS e MSY2 encontravam-se principalmente
no estadio 1 (90,8 e 41,9% respectivamente). Com
relacdo as sementes inoculadas no meio VW, a
maioria destas foram identificadas como
protocormos em estadio 3 (67,9%). As sementes
germinadas no meio KC também apresentaram a
maior porcentagem em estadio 3 (75,5%),
entretanto, ja houve desenvolvimento de plantulas
em estaddio 4 (59%), que denota um
desenvolvimento mais rapido.
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Figura 3. Efeitos de diferentes meios de cultura
no desenvolvimento inicial de C. warneri trés
meses apos a semeadura in vitro. (n=300)
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Os resultados do desenvolvimento inicial dos
protocormos, decorridos 120 dias da semeadura in
vitro, sdo mostrados na figura 4. Verificou-se que 0s
protocormos no meio MSY% encontravam-se
principalmente no estadio 2, cerca de 51,5%, e 24,3%
dos protocormos ainda continuavam no primeiro
estadio de desenvolvimento. O meio MS apresentou
16,1% de protocormos no primeiro estagio; 38,4% no
estadio 2 e 45,5% no estadio 3. Esses resultados
indicam que esses meios de cultura acarretam no
desenvolvimento mais lento dos protocormos. Com
relacdo as sementes inoculadas no meio VW a maior
parte dos protocormos se encontrava no estadio 3
(75%). Apesar de ter apresentado uma alta
porcentagem no estddio 3, ndo foram observadas
plantulas com formagdo de raizes (estadio 4). Ja as
sementes inoculadas no meio KC, apresentaram
predominantemente protocormos em estadio 3
(65,8%) e plantulas com raizes em estadio 4 (26,8%),
caracterizando assim, um desenvolvimento inicial
mais réapido das plantulas de C. warneri, dentre os
meios de cultura estudados.
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Figura 4. Efeitos de diferentes meios de cultura no
desenvolvimento inicial de C. warneri quatro
meses apos a semeadura in vitro. (n=300).

A andlise do desenvolvimento inicial realizada por
Suzuki et al. (2009) em sementes de Hadrolaelia
tenebrosa (Rolfe) Chiron & V.P. Castro, apés 120
dias, mostrou que entre os meios KC, MS e VW, o
meio VW foi o que apresentou maior namero de
plantulas nos estadios mais avangados (40%) e 0 meio
KC foi 0 que mostrou o desenvolvimento mais lento,
pois 0s protocormos encontravam-se principalmente
no estadio 1 e 2 (38% e 49%, respectivamente).

Diferentemente, no estudo realizado por Suzuki et
al. (2010), decorridos 120 dias de semeadura in vitro
de sementes de Cattleya bicolor Lindley, verificou-se
que nenhum meio de cultura, dentre os utilizados
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(KC, MS e VW) promoveu de forma acentuada o
desenvolvimento desta espécie neste tempo de
cultivo; diferencas apareceram apenas apés 180
dias.

Stewart & Kane (2006) estudando o
desenvolvimento inicial in vitro de sementes de
Habenaria macroceratitis, verificaram apds sete
semanas, que os melhores resultados foram
encontrados quando foi utilizado o meio VW,
apresentando maior namero de plantulas nos
estadios mais avancados do processo de
desenvolvimento dos protocormos quando
comparados aos meios KC e MS.

Dutra et al. (2008) estudaram a germinagéo e o
desenvolvimento inicial in vitro de sementes de
Bletia purpurea e observaram que as plantulas
cultivadas in vitro no meio VW, atingiram rapido
desenvolvimento até o estddio de protocormos
com duas folhas. J& no trabalho realizado por
Dutra et al. (2009), com sementes de
Cyrtopodium punctatum, o estadio mais avangado
de plantulas com folhas foi obtido nos meios P723
e MS¥%. O meio VW apresentou um estadio
menos desenvolvido, apresentando pléntulas
apenas com os primordios foliares e no meio KC
nédo foi observado sequer a formagéo de plantulas.
Por outro lado, na realizagdo deste trabalho, o
meio KC foi favoravel tanto para a germinacao
quanto o desenvolvimento da espécie em estudo,
sugerindo que este meio estimula mais
rapidamente o desenvolvimento das plantulas de
C. warneri.

Todos esses resultados evidenciam que a
escolha do meio de cultura é extremamente
importante para 0 sucesso da germinacdo de
orquideas.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que para a otimizacdo da
reproducdo de C. warneri recomenda-se a
utilizacho do meio MS ou MSY% para a
germinag&o das sementes.

Posteriormente, 0s protocormos devem ser
transferidos para o meio KC e mantidos nesse
meio de cultura até o desenvolvimento de
plantulas com raizes, para que seja iniciado o
processo de aclimatizagdo, apds cerca de 12 meses
de crescimento.

E importante analisar o efeito de diferentes
meios de cultura para cada espécie, pois, ha
diferencas de exigéncia nutricional que s&o
especificas de uma espécie e para cada fase de
desenvolvimento desta.
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