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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o desenvolvimento da Cattleya loddigesii
Lindl, em cultivo in vitro sob trés métodos de desinfeccdo de sementes, por meio dos
parametros indice de germinacdo, comprimento de raiz, numeros de raizes e folhas,
altura e massa seca das plantulas. As metodologias usadas: 4gua destilada, seringa
e capsula verde. Os métodos agua destilada e seringa obteve-se o melhor
desenvolvimento das plantulas.

INTRODUCAO

As orquideas sdo muito apreciadas mundialmente, devido as caracteristicas

ornamentais, as orquideas possuem relevante importancia econémica, por iSso sdo

retiradas excessivamente da natureza, levando inUmeras espécies a extingdo. O
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género Cattleya é considerado um dos mais importantes, tendo em vista sua
diversidade e seu valor ornamental, além de seu uso no desenvolvimento de
hibridos interespecificos e intergenéricos para fins comerciais (Van den Berg 2008).

Entre as orquideas brasileiras, o género Cattleya é originario das regides
tropicais das Ameéricas Central e do Sul composto de 48 espécies (Pridgeon 2006),
mas em decorréncia de recentes abordagens filogenéticas, este nUmero pode ser
ainda maior (Van den Berg 2008).

Entre as orquideas do género Cattleya, amplamente utilizadas na obtencao
de hibridos, esta a Cattleya loddigesii Lindl. que encontra-se em risco de extingdo no
estado do Rio Grande do Sul, sendo sua atual situagcdo desconhecida nos demais
estados, onde é endémica (Baptista & Longhi-Wagner 1998).

Nas duas ultimas décadas, as técnicas de cultivo in vitro tém sido utilizadas
para a propagacdo de orquideas, para o0 estudo de aspectos fisioldgicos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento e como método de conservagao ex-
situ para reducéo do risco de extincdo (Ferreira & Suzuki, 2008). A germinacédo de
sementes de orquideas in vitro vem sendo realizada desde o inicio do século XIX,
guando Knudson em 1922 descreveu a germinagao das mesmas em meio de cultura
asséptica, na auséncia de fungos. Por esse motivo, as técnicas de cultivo in vitro
tornaram-se bastante Uteis para multiplica-las com mais precisdo. Portanto, sob o
ponto de vista preservacionista, a utilizacdo dessa ferramenta é importante, pois
possibilita a obtencdo de um grande nimero de plantas em um tempo relativamente
curto e com alta qualidade fitossanitéaria, contribuindo, dessa forma, para a
diminuicao do risco de extin¢ao (Suzuki & Ferreira 2007).

Sob este aspecto, a micropropagacdo proporcionou resultados expressivos
com outras espécies classificadas “em risco”, citado por Roy et al. (2011). O
presente trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento in vitro da Cattleya
loddigesii, por meio de diferentes métodos de desinfeccdo das sementes, afim de
avaliar os parametros do indice de germinag¢édo, comprimento de raiz, nimeros de

raizes, altura e massa seca das plantulas.

MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi realizado no laboratério de Microbiologia e Biotecnologia do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais -

Campus Inconfidentes. O material vegetal estudado na pesquisa foram sementes da



espécie Cattleya loddigesii cedidas por uma cultivadora da cidade de Inconfidentes,
Minas Gerais.

O cultivo in vitro foi preparado em meio de cultura pelo produto em po
comercial B&G®, sendo seu conteudo dissolvido em um litro de agua destilada,
sendo realizado cinco repeticbes para cada tratamento, em pH 6,0. Os meios foram
gelificados com 10 g L* de Agar a 121°C sobre pressdo de 1 atm por 20 minutos,
posteriormente permaneceram em repouso por 24 horas, antes de serem utilizados
para o semeio.

As metodologias de desinfec¢do de sementes estudadas para o cultivo in vitro
foram utilizadas oriundas de capsula verde, cedida por uma cultivadora de orquideas
da cidade de Inconfidentes, Minas Gerais. A capsula contendo as sementes possui 5
meses em grau de maturidade. Todo o processo de semeadura foi realizado em
camara de fluxo laminar. Foi utilizada 0,05 gramas de sementes para o estudo de
desinfeccdo das sementes para cada tratamento.

A metodologia da agua destilada foi realizada de acordo com Arditti e Ernest
(1992), em que as sementes foram mergulhadas em uma solucdo de hipoclorito de
sédio a 5%, sendo submetidas a agitacao durante cinco minutos. Posteriormente, as
sementes foram lavadas s em &lcool 70%, seguida de 4 lavagens com &agua
destilada. Com volume de 1 ml contendo as sementes em agua destilada da dltima
lavagem foi utilizada para o semeio utilizando uma seringa para a aplicacao.

O método da seringa foi realizado de acordo com o método tradicional utilizado
por cultivadores de orquideas proposto pela empresa B&G® flores. Neste método as
sementes foram mergulhadas numa solucdo de 20 ml de hipoclorito de sédio a 5%,
sendo um 1 ml desta solu¢cdo contendo as sementes despejado sobre o meio de
cultura.

No método capsula verde foi utilizado um fruto da espécie denominado
capsula. A desinfeccdo da capsula foi realizada antes do semeio. Para a
desinfestacdo da capsula, foi feita a lavagem em &agua corrente por cinco minutos
utilizando-se uma peneira, apos este procedimento para desinfeccéo estas ficaram
em imersdo em solucéo de alcool 70% e com hipoclorito de sodio (concentracéo de
1%) por um minuto.

Para a analise do desenvolvimento in vitro ocorreu em fotoperiodo de 16
horas e temperatura de + 25°C. Apds 120 dias apds a semeadura, houve as

medicdes dos parametros altura das plantulas (AP), numero de raizes (NR), peso da



massa fresca (MF) e matéria seca (MS), comprimento da maior raiz (CMR) e maior
folha (CMF). Apés 19 dias do semeio, avaliou-se o indice de germinagdo das trés
metodologias usadas.

Para a analise estatistica, foi utilizado delineamento inteiramente casualizado
para todas as repeticbes de cada metodologia de desinfeccdo. Foram utilizadas
cinquenta plantulas de cada repeticdo para as medi¢cdes dos parametros analisados.

As analises de comparacdo de médias de cada parametro foram realizadas

por meio de Scott-Knott 5%, no programa computacional Sisvar (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O indice de germinacao foi determinado pela fase de protocormo como a
efetiva germinacdo de sementes, de acordo com as descricbes de Arditti (1992) e
Kraus et al. (2006) em que as sementes rompem seu tegumento liberando o embrido
desenvolvendo o protocormo, pequenos foliculos clorofilados como apresentado na
Figura 1. O maior indice de germinacdo das sementes da C. loddigesii ocorreu para
o método de desinfeccdo da seringa, seguido pelo método da agua destilada e
capsula verde. A ocorréncia do indice de germinacdo pode ser levada como
parametro a quantidade de sementes inseridas no meio de cultura. As metodologias
AD e MS foram diluidas em solucdo e posteriormente agitadas na seringa, fazendo
com que tivesse uma separacao e melhor espalhamento das sementes. Entretanto,
0o método da céapsula verde as sementes foram inseridas no meio de cultura
diretamente, o qual impossibilitou uma maior homogeneidade do cultivo das

sementes.

Figura 1. Protocormos de Cattleya loddigesii com 39 dias apés a germinacao,

nas metodologias de tratamento das sementes: AD (A), MS (B) e CV (C).

O meétodo de desinfeccédo das sementes da seringa apresentou desenvolvimento

significativo das plantulas de Cattleya loddigesii, apresentou os maiores valores de



comprimento de raizes, nimero de raizes, altura e massa seca das plantulas (Figura
2). Observou-se que os métodos da 4gua destilada e seringa apresentaram as

plantulas maiores.
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Figura 2. Plantulas de Cattleya loddigesii apdés 120 dias de germinacéo.
Plantulas pelos métodos AD (A), MS (B) e CV (C).

Comparando-se o efeito das diferentes metodologias agua destilada (AD),
método da seringa (MS) e cépsula verde (CV) no desenvolvimento das plantulas
(Tabela 1), verificou-se que nas metodologias agua destilada e seringa ndo houve

diferenca significativa.

Tabela 1. Efeito dos diferentes métodos de semeadura da espécie Cattleya
loddigesii apdés 120 dias da semeadura

Comprimento Massa seca

de raizes NuUmero de Numero de Altura das das plantulas

(cm)+ desvio raizes+ desvio folhas+ desvio plantulas (cm)+  (g)+ desvio
Metodologias padrdo padréo padréo desvio padréo padrdo

AD 134+032A 147+043A 1,69+0,45A 2,27+0,67B 0,13+ 0,02 A

Ccv 055+0,04B 098+0,23B 1,15+ 0,10 B 153+0,40 C 0,09+0,05B

MS 1,45+ 0,43 A 145+0,44A 1,70+ 0,63 A 2,71+061 A 0,16+ 0,04 A
Teste F 11,34 25,76 39,41 21,16 16,12

Médias seguidas por mesma letra mailscula, comparada na coluna para comprimento de raizes,
numero de raizes, nimero de folhas, altura das plantulas e massa seca, nao diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott (p=0,05). AD = agua destilada; CV= capsula verde; MS = método da seringa.

Pode ser pelo fato de que a agitacdo da agua destilada e do hipoclorito de sédio
na seringa possibilitou para uniformidade da concentragdo de sementes na
distribuicdo das solugdes. Isto é verificado por ndo apresentar diferenca significativa
para a maioria dos parametros avaliados, somente na altura das plantulas.
Entretanto, a concentracdo de hipoclorito utilizado nas metodologias AD e MS foram

iguais e a presenca da agua destilada n&o teve significdncia no desenvolvimento das



plantulas para os parametros avaliados, sendo assim de extrema necessidade a
desinfeccdo com o hipoclorito de sédio.

CONCLUSOES
A metodologia mais recomendada para o cultivo in vitro para a espécie Cattleya
loddigesii seria 0 método da seringa e o método da agua destilada, pois foram as
metodologias que melhor corresponderam aos tratamentos de desinfeccdo, e
apresentaram melhores resultados para os parametros avaliados de comprimento de

raizes, numero de raizes e folhas, altura e massa seca das plantulas.
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