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INTRODUCAO

Cattleya walkeriana é de habito epifitico, nativa da regido central do Brasil, ocorrendo
do Norte e Nordeste do Estado de Sao Paulo, Sul de Minas Gerais e Sudoeste de Goids e
destaca-se na flora brasileira pela beleza de suas flores e 0 tamanho reduzido de seus
O6rgdos vegetativos, caracteristicas que despertam interesse de colecionadores e
comerciantes (SILVA e MILANEZE-GUTIERRE 2004). E considerada uma orquidea em vias
de extincao e atribui-se a isto a destruicdo do habitat pelas atividades antrépicas, tais como
a coleta predatéria e derrubada das matas que dao lugar a agropecuaria.

O pequeno tamanho das sementes das orquideas e a relativa indiferenciacdo de
seus embrides oferecem material ideal para estudos morfogénicos e de nutricdo (ARDITTI,
1967). Sob condicbes naturais, o processo de germinacdo pode ser estimulado pela
formacdo de uma associacdo micorrizica ou, sob condi¢cdes experimentais, por meio de
cultura das sementes sobre meio definido (PRITCHARD, 1985).

As orquideas crescem muito lentamente, e os métodos de multiplicacdo vegetativa
usuais sdo pouco eficientes. S80 necessarios aproximadamente cinco anos entre a
semeadura e o florescimento de espécies de Cattleya, sendo a reducdo deste tempo de
grande importancia para cultivadores comerciais de orquideas. Diversas mudancas de
padrdo de meios nutritivos foram propostas com o objetivo de otimizar o crescimento in vitro.

Os objetivos deste trabalho foram documentar a morfogénese de sementes de
Cattleya walkeriana por microscopia eletrénica de varredura e avaliar o crescimento in vitro
desta espécie de grande interesse comercial e ecolégico, a partir do meio de cultura MS
modificado por meio de suplementacdo com aditivos organicos recomendados para o cultivo
in vitro de orquideas.

METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e plantas
da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias da Universidade Estadual Paulista
utilizando-se sementes de plantas oriundas do acervo do Orquidario da FCAV-UNESP.
Céapsulas de sementes maduras foram desinfestadas no interior de camara asséptica
utilizando o protocolo de STANCATO e FARIA (1996). Em seguida, as capsulas foram
abertas no sentido de sua deiscéncia e uma pequena quantidade de sementes (0,1g) foi
inoculada em frascos de 280 mL contendo 40 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) modificado, contendo 10 plantulas por frasco sob cinco repeticdes,
totalizando 800 plantulas, entre os tratamentos que constam na tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos utilizados e seus respectivos componentes
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rat. | Componentes

MS completo

MS completo + dgua de coco (20%)

MS completo + homogeneizado de banana (4%)

MS completo + carvéo ativado (0,2%)

MS completo + 4gua de coco (20%) + homogeneizado de banana (4%)

MS completo + 4gua de coco (20%) + carvao ativado (0,2%)

MS completo + homogeneizado de banana (4%) + carvao ativado (0,2%)

MS completo + agua de coco (20%) + homogeneizado de banana (4%) + carvao
ativado (0,2%)

9 MS reduzido

10 MS reduzido + dgua de coco (20%)

11 MS reduzido + homogeneizado de banana (4%)

12 MS reduzido + carvao ativado (0,2%)

13 MS reduzido + dgua de coco (20%) + homogeneizado de banana (4%)

14 MS reduzido + agua de coco (20%) + carvao ativado (0,2%)

15 MS reduzido + homogeneizado de banana (4%) + carvao ativado (0,2%)

16 MS reduzido + agua de coco (20%) + homogeneizado de banana (4%) + carvdo
ativado (0,2%)

A partir dos 90 dias apds a semeadura, plantulas de Cattleya walkeriana foram
repicadas para outros frascos contendo os diferentes tratamentos. Passados 60 dias (ou
150 apo6s o inicio do experimento), as plantulas foram novamente repicadas para o
respectivo meio e permaneceram neste por mais 50 dias, quando entdo foram retiradas para
as andlises biométricas e de massa (200 dias depois do inicio do experimento).

Apoés a inoculacdo das sementes, os frascos foram vedados com filme de polietileno,
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado e mantidos em camara de
crescimento a temperatura de 25°C, sob iluminacédo artificial e fotoperiodo de 16 horas de
luz durante 200 dias, quando as plantulas foram retiradas dos frascos e mensuradas o
namero e comprimento da maior raiz, pesadas para andlise da massa da matéria fresca e
da matéria seca da parte aérea e radicular. Os dados obtidos foram analisados pelo método
de Tukey a 5% de probabilidade de erro e representados por meio de tabelas e gréficos
para avaliagdo do crescimento das plantulas.

A partir da semeadura, quinzenalmente foram coletadas amostras em frascos
contendo sementes e plantulas de Cattleya walkeriana (sob o tratamento 1) até o 60° dia de
incubacao, totalizando cinco amostragens. Estas foram fixadas em glutaraldeido a 3% em
tampdo de fosfato de potassio a 0,05M e pH 7,4. A seguir, foram lavadas seis vezes
consecutivamente, com a mesma solucdo tampao sem o glutaraldeido, em um intervalo de
15 minutos e pés-fixadas em tetroxido de ésmio a 2%, no mesmo tampao, por cerca de 12
horas. Posteriormente, foram novamente lavados como no caso anterior, desidratados em
uma série gradual crescente de concentracdo de acetona, sendo que o material foi mantido
em cada concentracdo de acetona por 20 minutos e o Ultimo passo da série repetido duas
vezes. A seguir, as amostras foram secas em secador de ponto critico, utilizando-se CO,,
montadas em porta-espécimes apropriados, recobertas com cerca de 35 nm de ouro,
observadas e eletromicrografadas em um microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM
5410, operado em 15kV (SANTOS e MAIA, 1999).

O NOO|OBRWINIFH

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao crescimento radicular, a maior concentracdo do meio MS (tratamento
1, controle sem adi¢éo de complexo organico) foi prejudicial quando comparado ao meio MS
reduzido (com metade da concentracdo dos macronutrientes) (Grafico 1). STANCATO e
FARIA (1996) verificaram que o melhor meio para o crescimento de Laelia cinnabarina foi o
meio MS completo ou modificado com metade da concentragdo dos macronutrientes, sendo
gue este Ultimo proporcionou plantulas mais vigorosas.
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Gréafico 1. Massa Fresca da Parte Radicular, 200 dias ap6s a semeadura de Cattleya
walkeriana em diferentes meios nutritivos. UNESP — FCAV, Jaboticabal — SP, 2007.
* graficos com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%

Para o nimero de raizes, as maiores médias foram observadas no tratamento 11
(apesar de que a maior massa fresca esteja no tratamento 15), enquanto a menor média foi
encontrada no tratamento 4. Os tratamentos 11 e 3 foram suplementados com 4% de
homogeneizado de banana para os meios MS modificado e MS completo, respectivamente.

Segundo ARDITTI e ERNST (1993), a polpa de banana madura é rica em minerais,
nitrogénio, Aacidos organicos, lipidios e carboidratos. Entre os complexos organicos
avaliados, este demonstrou ser 0 mais eficiente para o crescimento da parte radicular.

Plantulas com as maiores médias de massa fresca e seca da parte aérea foram
encontradas no tratamento 11 (grafico 2), e demonstra que o homogeneizado de banana
também apresentou eficacia para o crescimento da parte aérea. Os complexos organicos
agua de coco a concentracdo de 20% (v/v) e carvao ativado a 0,2% como suplemento para o
meio MS modificado, demonstrou ser pouco expressivo para o0 crescimento da parte aérea
(tratamento 14) apos 200 dias do inicio do experimento.
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Gratico 2. Massa Fresca da Parte Aérea sete meses apos a semeadura de Cattleya
walkeriana em diferentes meios nutritivos. UNESP — FCAV, Jaboticabal — SP, 2007.
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* gréficos com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%

Cattleya walkeriana apresentou protocormos relativamente mais desenvolvidos, até
0s sessenta dias, nos tratamentos suplementados com agua de coco e carvao ativado
(combinados ou ndo no meio MS completo ou modificado) em relagdo ao observado nos
demais, indicando que o efeito positivo para o crescimento aéreo proporcionado pela agua
de coco e carvao ativado nao se estendeu até o final do experimento. MURDAD et al. (2006)
concluiu, entretanto, que um meio contendo agua de coco a concentragdo de 15% (v/v) e
carvdo ativado a 2,5 g.L™ deve ser utilizado para a maior freqiiéncia de multiplicacdo de
protocormos de Phalaenopsis gigantea.

Estes resultados estdo em consonancia com os de ICHIHASHI e ISLAM (1999), os
quais concluiram que os efeitos promotores dos extratos organicos (extrato de mamao,
milho e batata) variaram com o estadio de crescimento in vitro da orquidea hibrida
Doritaenopsis, indicando que os requerimentos destes complexos orgénicos nao sao
sempre constantes.

As sementes de Cattleya walkeriana apresentaram dimensdes entre 300 um de
comprimento e 95 um de largura e o tegumento, na semente madura desta orquidea
constitui-se apenas da exotesta, contando com células mortas, transparentes e com paredes
simples ou com ornamentacdo (Figura 8A, 8B). ARDITTI (1967), afirmou que a superficie
externa das sementes de Orquidaceas € representada por uma testa reticulada, constituida
por apenas uma camada de células alongadas. O padréo de reticulagdo pode ser espécie-
especifico ou género-especifico, existindo uma consideravel variabilidade nos detalhes
estruturais, no que diz respeito ao grau de espessamento, transparéncia e escultura.

Figura 8. Aspecto geral da semente de Cattleya walkeriana (A, x350), e germinando aos 15
e 30 dias (B, x350; C, x1500), respectivamente. Protocormo de 45 dias com presenca de
pélos epidérmicos e formagéo do foliolo (D, x50).
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A partir de 45 dias apds o inicio da germinacdo, Cattleya walkeriana apresentou
protocormos contendo clorofila e pélos epidérmicos posicionados em sua posicao inferior
(Figura 8D). KNUDSON (1950) observou estas caracteristicas nos protocormos de Cattleya
e Laelia, como também foi observado em Vanda tricolor e Cymbidium hibrido. O mesmo
autor relatou também que espécies de Cymbidium ndo apresentaram pélos absorventes
antes que a primeira gema e a raiz estivessem formadas, demonstrando que a presenca de
pélos e clorofila nos protocormos de Orchidaceae podem variar.

CONCLUSOES

A concentracdo de sais macronutrientes MS reduzida pela metade apresentou maior
eficiéncia para o crescimento de Cattleya walkeriana em relacdo ao meio MS
completo;.Agua de coco e carvdo ativado combinado mostraram-se eficazes apenas até a
germinagdo; O meio de cultura MS reduzido suplementado com homogeneizado de banana
(4%) apresentou as melhores médias para o nimero e comprimento de raizes. O meio MS
reduzido suplementado com homogeneizado de banana (4%) e carvdo ativado (0,2%)
apresentou as melhores respostas para enraizamento e crescimento da parte aérea de
Cattleya walkeriana.
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