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RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, encontrar a melhor
concentragéo de KNO, e NH,NO_ no cultivo in vitro de orquidea.
Plantulas da espécie Cattleya loddigesii ‘Tipo’, com,
aproximadamente, 1 cm de comprimento, foram inoculadas em
meio BDS. Os tratamentos consistiram da interacdo de
concentragdes 0, 25, 50 e 100% de NH,NO, e KNO,,
suplementado de 20 g L de sacarose, 2 g L de carvéo ativado,
solidificado com 5,5 g L de 4gar e pH ajustado para 5,7+0,1,
antes da autoclavagem a pressdo de 1 atm e a temperatura de
121° C, durante 20 minutos. Ap6s a inoculagdo, os frascos,
contendo os explantes (cinco plantulas por frasco), foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25+2° C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 42 W m fornecida por
lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial (marca OSRAM
20W). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4x4, com cinco repeticdes, cada
repeticdo constituiu-se de quatro frascos. Apés 120 dias da
instalacdo do experimento, foram avaliados comprimento da parte
aérea, numero de brotos e massa fresca de plantulas. Melhores
resultados para comprimento da parte aérea, nimero de brotos e
massa fresca de plantulas foram, respectivamente, 4,8 cm, 1,5
brotos e 0,61g. O cultivo in vitro de Cattleya loddigesii “Tipo’
ocorre em meio BDS contendo 53-100% de KNO, e 0-50% de
NH,NO,.

Termos para indexacéo: Orchidaceae, cultura de tecidos, fontes
de nitrogénio.

ABSTRACT

The objective of this work was to find the best
concentration of KNO, and NH,NO, in orchid cultivation in
vitro. Plantlets of species Cattleya loddigesii ‘Tipo’, with
approximately 1 cm long were inoculated in BDS medium. The
treatments consisted of the interaction of concentrations 0, 25,
50 and 100% of NH,NO, and KNO,, supplemented by 20 g L*
sucrose, 2 g L of activated charcoal, solidified with 5.5 g L™ agar
and pH adjusted to 5.7+0.1 before autoclaving at a pressure of 1
atm and temperature of 121° C for 20 minutes. After inoculation,
the flasks containing the explants (5 plantlets per flask) were

kept in a growth room with temperature of 25+2° C, photoperiod
of 16 hours and irradiance 42 W m provided by fluorescent
lamps of the type of light special day (brand OSRAM 20W).
The experimental design was completely randomized in factorial
scheme 4x4, with five replicates, each replicate consisted of 4
vials. After 120 days of the installation of the experiment, it was
evaluated length of shoot, number of shoots and fresh weight of
seedlings. Best results for shoot length, number of shoots and
fresh weight of seedlings were respectively 4.8 cm, 1.5 shoots
and 0.61 g. The cultivation in vitro of Cattleya loddigesii ‘Tipo’
is reached in BDS medium containing 53-100% of KNO, and 0-
50% of NH,NO,.

Index Terms: Orchidaceae, tissue culture, sources of nitrogen.

INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais
mais apreciadas e de maior valor comercial. No Brasil, ja
foram identificadas mais de 3.500 espécies de orquideas,
mas muitas estdo correndo o risco de extin¢do, em
decorréncia da destruicdo de seu habitat e das coletas
predatdrias.

A cultura de tecidos é frequentemente utilizada para
a propagacéo clonal em massa de hibridos e espécies de
orquideas, possibilitando a obtengdo de plantas de alta
qualidade fitossanitaria em curto periodo de tempo
(ARDITTI; ERNST, 1993).

A micropropagacdo ou propagacao in vitro tem sido
utilizada no Brasil ha pouco mais de 25 anos, com finalidade
de producdo de mudas de alta qualidade genética e,
consequentemente reduzir o seu custo. Além disso, tem
contribuido para impedir a extingdo de muitas espécies de
orquideas (STANCATO et al., 2001).
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O meio de cultura mais utilizado em cultura de
tecidos para a propagacao de varias espécies vegetais € 0
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Contudo, a
concentragdo de nutrientes no meio tem sido identificada
como elevada, em razdo, principalmente, do fornecimento
de Nitrogénio (N) e, nesse sentido, modifica¢Ges tém sido
sugeridas objetivando maior adaptacdo das culturas e
reducdo de custos.

O N é um dos elementos mais limitantes no
crescimento e desenvolvimento, sendo o seu papel
amplamente reconhecido. Entretanto, a forma de
suprimento de nitrogénio esta correlacionada com arelacédo
cation-anion na planta, onde 70% dos cations e anions
absorvidos sao representados por NH,* e NO,". Além disso,
o N e absorvido pelas plantas nas formas de amonio (NH,*)
e/ou nitrato (NO,), sendo esse ultimo preferencial para
grande parte das culturas (CRAWFORD, 1995).

Assim, objetivou-se ,com este trabalho, encontrar
amelhor concentragdo de KNO, e NH,NO, no crescimento
in vitro de orquidea.

MATERIAL E METODOS

Plantulas da espécie Cattleya loddigesii ‘Tipo’,
com aproximadamente 1 cm de comprimento oriundas da
germinacéo in vitro e pertencente ao 1° subcultivo, foram
utilizadas como fonte de explantes e inoculadas em meio
BDS (DUNSTAN; SHORT, 1977), contendo 320 mg Lde
NH,NO, e 2530 mg L™ de KNO,. Os tratamentos consistiram
da interagdo de concentragdes 0, 25, 50 e 100% de NH,NO,
e KNO,, suplementado de 20 g L* de sacarose, 2g L™ de
carvao ativado, solidificado com 5,5 g L' de agar e pH
ajustado para 5,7+0,1.

A parcela experimental foi constituida de recipientes
(frascos) de vidro com capacidade para 250 cm?, contendo
60 mL de meio de cultura. Os frascos foram vedados com
tampas plasticas translicidas e autoclavados a pressdo
de 1 atm e a temperatura de 121° C, durante 20 minutos.
Apos a inoculacdo, cada parcela contendo os explantes
(cinco plantulas por frasco) foi mantida em sala de
crescimento com temperatura de 25+2° C, fotoperiodo de

16 horas e irradiancia de 42 W m-?fornecida por lampadas
flluorescentes do tipo luz do dia especial (marca OSRAM
20W).

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x4, com cinco
repeti¢cdes (com quatro frascos/repeticdo) e cinco plantas
em cada frasco. Decorridos 120 dias da instalacdo do
experimento, avaliaram-se comprimento da parte aérea (cm),
namero de brotos e massa fresca de plantulas (g). Os dados
foram analisados empregando-se o programa SISVAR, por
meio de regressdo polinomial ou pelo teste de Scott-Knott,
ao nivel de 5% de probabilidade (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo entre os fatores analisados foi
observada somente para a variavel nimero de brotos. Em
relacdo as variaveis, comprimento da parte aérea e massa
fresca de plantulas, observou-se diferenga significativa
somente para as concentracGes de KNO,. Para a variavel
comprimento da parte aérea, foi observado maior resultado
(4,8 cm),com a utilizagdo de 53% de KNO, acrescido ao
meio de cultura BDS, sendo que, a partir desse ponto,
houve um decréscimo de forma quadrética no comprimento
das plantulas (Figura 1).

y=-0,0004x2+ 0,0424x + 3,6633 R? = 0,9832
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FIGURA 1-Comprimentoda parte aérea (cm) de plantulas
da espécie Cattleya loddigesii ‘Tipo’ sob diferentes
concentragOes de KNO,.

O nitrato, como Unica fonte de N, sustenta uma
satisfatoria taxa de crescimento em muitas espécies, sendo,
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também, a melhor forma de suprimento de N para algumas
culturas (CALDAS et al., 1998). Embora haja relatos de
que , quando o N ¢ fornecido somente na forma de sais
inorganicos de amonio, as células in vitro apresentam
sintomas de toxidez, e no presente trabalho, ndo foi
verificado esse comportamento no crescimento de parte
aérea.

Esse comportamento também é observado em outras
culturas como o café, onde o nitrato como Unica fonte de
nitrogénio, € responsavel por uma taxa de crescimento
razoavel (RIBEIROet al., 2002). No entanto, ha espécies de
orquideas como Cattleya loddigesii, que nao crescem bem
na presenca apenas do nitrato como fonte de nitrogénio
(ARAUJO et al., 2009).

Em relacdo a variavel nimero de brotos em plantulas
de orquidea, verifica-se que houve interacdo entre as
concentracGes de KNO, e NH,NO,. O maior nimero de
brotos (1,5) foi observado na concentracdo de 50%
NH,NO, e de 67% de KNO, onde, a partir dessa
concentracdo, houve decréscimo de forma quadratica
(Figura 2).
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FIGURA 2 — NUmero de brotos em plantulas da espécie
Cattleya loddigesii ‘Tipo’ sob diferentes concentracGes
de KNO,em funcdo de NH,NO..

Essa reducdo pode ter sido causada por toxidez, a
medida que se acrescentou o nitrato de potassio ao meio
de cultivo, concordando assim com os resultados obtidos
por Araujo (2009), que obtiveram maior nimero de

brotacbes com a utilizagdo de 59,3 e 44,5% de KNO, e
NH,NO,, respectivamente.

Analisando somente 0 KNO,, como fonte de N, o
namero total de brotos foi minimo. Quando o N é fornecido
somente na forma de nitrato, a quantidade desse nutriente
no meio de cultura é abundante no inicio do
estabelecimento do explante. Entretanto, com o crescimento
do explante, 0 meio de cultura comeca a apresentar
deficiéncia desse nutriente. Quando o N é fornecido nas
formas de nitrato e amonio, inicialmente o N na forma nitrica
¢ consumido mais rapidamente e, posteriormente, o N na
forma amoniacal torna-se disponivel para ser consumido
pelo explante. Em trabalho realizado com Cycas revoluta
(RINALDI, 1999), ndo se obteve inducdo de brotacdes
quando esta foi cultivada em meio contendo nitrato como
Unica fonte de N. Dessa forma, fica evidenciada a
essencialidade da combinacdo de ambas as fontes no
cultivo invitro (RIBEIRO et. al., 2002).

Em estudos realizados com Eleusine coracana,
foram observados que concentragdes de NH,NO,, duas a
seis vezes maiores que a utilizada no meio MS, podem
favorecer a regeneracao de brotos. Ja, em concentragdes
superiores, 0 meio de cultura tornou-se toxico para a
espécie estudada (PODDAR et al., 1997). De acordo com o
mesmo autor, o nitrato pode funcionar como regulador de
crescimento, estimulando brotagdes. Dessa forma, em
Cattleya loddigesii as fontes de nitrato estimularam
brotagGes ate 67% de KNO, tornando-se toxicas , a partir
do mesmo, com o aumento das concentragdes.

A concentracdao de 100% de KNO, promoveu
acréscimo significativo na massa fresca de plantulas
(0,619). Pode-se concluir que apenas essa fonte de nitrato
¢ suficiente para o aumento em massa de Cattleya
loddigesii (Figura 3).

De acordo com George e Sherrington (1984), o
desenvolvimento e morfogénese em cultura de tecidos
sdo acentuadamente influenciadas pela disponibilidade
de nitrogénio e pela forma como o0 mesmo é fornecido.
Assim sendo, no presente trabalho, a referida fonte de
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nitrato foi suficiente para promover maior crescimento,
consequentemente, maior massa de plantulas dessa
orchidaceae.

y=0,006x- 0,0389 R2 = 0,9386
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FIGURA 3 - Massa fresca de plantulas (g) da espécie
Cattleya loddigesii “Tipo’ sob diferentes concentracGes
de KNO,,

Silva et al. (2001), estudando fontes de nitrogénio
no desenvolvimento in vitro do porta-enxerto ‘Trifoliata’,
concluiram que melhores resultados sdo obtidos com 75%
da fonte KNO, associada com altas concentracdes de
NH,NO, para altura e massa das brotacges dos explantes.
Essa diferenca de resultados poderia ser explicada pelo
fato de que o crescimento de plantas, 6rgaos, tecidos e
células in vitro depende do desenvolvimento de meios de
cultura otimizados para cada espécie e da perfeita interagdo
de componentes essenciais como fonte de nutrientes
minerais.

Segundo Sakuta (1987), altas concentracBes de
amonio (NH,*) e nitrato (NO,) podem ser criticas no
processo de morfogénese e crescimento dos explantes.
Provavelmente, esses resultados podem estar relacionados
com a propria funcdo metabdlica do nitrogénio como
constituinte de aminoacidos, enzimas e proteinas.

CONCLUSOES

Em comparacdo a proporcdo original de solugdes
de KNO, e NH,NO, utilizadas no meio BDS, para a espécie
Cattleya loddigesii “Tipo’, conclui-se que a parte aérea
tem melhor crescimento em 53% de KNO, na auséncia de

NH4NO3’ 0 maior nimero de brotos ocorre em 67% de KNO,
e 50% de NH,NO, e a massa fresca tem maior incremento
em 100% de KNO, e na auséncia de NH,NO,.
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