Germinagao in vitro de gongora (Orchidaceae) em meios nutritivos simplificados
In vitro germination of gongora (Orchidaceae) in simplified nutrient media
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RESUMO

A espécie de orquidea Gongora quinquenervis Ruiz & Pavén é uma das 25 espécies pertencentes a este género amplamente cultivado,
mas a propagacdo apresenta limitagdes devido a baixa produgdo de brotagdes e a ineficiéncia de germinagdo das sementes. Como
alternativa de minimizar os custos da produgdo e aumentar a oferta de mudas in vitro, realizou-se a semeadura in vitro da espécie
Gongora quinquenervis Ruiz & Pavén em distintos meios nutritivos compostos por nutrientes de facil acesso no mercado interno e
com custos reduzidos para a produgdo de plantas. As sementes foram inoculadas nos tratamentos: (T1) NPK (Nitrogénio, Fosforo e
Potdssio: 20:10:30) + dgua de coco (meio semissolido); (T2) NPK + agua de coco (meio liquido); (T3) NPK (meio semissdlido); (T4) NPK
(meio liquido) e (T5) % MS (meio semissdlido) - controle. Aos 90 dias observou-se que o melhor tratamento foi o meio semissélido
com o fertilizante comercial NPK, o qual ndo diferiu estatisticamente do tratamento controle. Nestes foram observados menores
percentuais de necrose e oxidagdo das sementes e consequentemente o maior percentual de formagdo de plantulas. A utilizagdo do
meio nutritivo NPK permitird maior facilidade em adquirir reagentes necessdrios ao desenvolvimento da planta in vitro, bem como
uma redugdo nos custos de produgdo.

Termos para indexagéo: Gongora quinquenervis, Agua de coco, NPK.

ABSTRACT

The orchid Gongora quinquenervis Ruiz Pavén is one of 25 species belonging to this genus widely grown, but the spread
presents limitations due to low production of budding and the inefficiency of seed germination. Alternatively to minimize the
costs of producing seedlings in vitro and increase the supply of seedlings, in vitro of the sowing species Gongora quinquenervis
Ruiz & Pavén was performed in different nutrient media composed of nutrients of easy access within the internal market and
with reduced costs for the production of plants. The seeds were inoculated in the following treatments: (T1) NPK (Nitrogen,
phosphorus and potassium: 20:10:30) coconut water (semisolid); (T2) NPK coconut water (liquid); (T3) (medium semisolid);
(T4) NPK (liquid) and (T5) half MS (medium semisolid)-control. The 90 days it was observed that the best treatment was
the medium semisolid with commercial fertilizer NPK, which did not differ statistically from the control treatment. Smaller
percentages of necrosis and seed necrosis were observed and consequently the highest percentage of seedling formation.
The use of the NPK nutrient medium will allow higher ease in acquiring reagents required for the in vitro plant, development
as well as a reduction in the production costs.

Index terms: Gongora quinquenervis, coconut water, NPK.

INTRODUCAO

A familia Orchidaceae, € uma das maiores al., 2001)

racemosa, multiflora e muito perfumada (Martini et

familias da divisdo Angiospermae, formada por
cerca de 900 géneros e aproximadamente 27.135
espécies (Zotz et al., 2013), sendo 200 géneros e
2.500 espécies encontradas no Brasil (Campos, 2008),
porém, muitas dessas espécies estdo correndo risco de
extincdo, devido a constantes coletas indiscriminadas,
retirando-as de seus habitats (Mahendran et al., 2013).
A espécie Gongora quinquenervis Ruiz & Pavdn trata-
se de uma espécie epifitica e apresenta inflorescéncia
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O setor de producgdo de flores tem aumentado
no Brasil durante os Ultimos anos e atingiu importancia
significativa no mercado internacional (Lima Junior
et al., 2015). Dentre as plantas ornamentais mais
comercializadas, destacam-se as orquideas, mas a
propagacdo convencional tanto assexual quanto sexual
é limitada, devido respectivamente, a baixa producdo de
brotagGes e a ineficiéncia de germinag¢do das sementes.
A semente de orquidea é desprovida de cotilédone e



em algumas espécies ndo apresentam endosperma ou
guando presentes é extremamente insuficiente para
oferecer os nutrientes necessdrios ao embrido durante o
processo de germinagdo (Ferreira et al., 2010). Portanto,
para haver germinag¢dao naturalmente é necessaria a
associa¢do de fungos micorrizicos com as sementes dessas
plantas (Roberts e Dickson, 2008).

Knudson (1992) prop0s a germinagdo assimbidtica
das sementes de Cattleya mossiae em meio nutritivo
relativamente simples, composto de alguns sais minerais
e acucar. A partir de entdo, esta metodologia tornou-
se uma das principais ferramentas para a propagacao
comercial de orquideas (Galdiano Junior et al., 2012),
tornando-se uma técnica interessante para a propagagao
e conservacao de germoplasma desta espécie (Paiva Neto
et al., 2013; Villa et al., 2014), promovendo o controle
sobre os fatores nutricionais e maiores percentuais de
germinacdo, comparado a germinag¢do em condigdes
naturais, obtendo grande nimero de individuos em
espaco fisico, tempo e custos reduzidos, sendo uma
importante alternativa para producdo em larga escala
(Rodrigues et al., 2012).

A composicdo do meio nutritivo é essencial
para o desenvolvimento do explante, pois concentra
os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento,
podendo ser formulado com diferentes combinagdes
de acordo com a necessidade nutricional de cada
espécie (Villa et al., 2014). Geralmente utiliza-
se como meio nutritivo padrdo o MS (Murashige
e Skoog, 1962), composto de macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos e sacarose
(Su et al., 2012), podendo ser adicionado compostos
organicos, como a agua de coco, ao meio nutritivo.
A agua de coco in natura geralmente é fonte de
aminodcidos, vitaminas, sais minerais e reguladores
de crescimento, tendo uma constituicio média de
93% de agua, 7% de aglcares, sais minerais, proteinas,
vitaminas, e a cada 100 mL de 4dgua de coco contém
4,4 g de glicose; 0,37 mg de proteinas; 6,2 mg de
fosforo; 175 mg de potassio; 17,5 mg de calcio; 8,5
mg de magnésio; 10,5 mg de sédio; 0,06 mg de ferro
e 57 mg de vitamina C. Devido a essa composicao, a
dgua de coco proporciona o enriquecimento do meio
de cultura, promovendo a germinagdo, crescimento

e desenvolvimento in vitro de orquideas (Soares et
al., 2013).

Os meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
completo e com a metade da concentragdo dos sais
minerais, promovem o desenvolvimento dos hibridos
Cattleya violacea estriata Pedrinho x Cattleya violacea
Pedrinho e Cattleya violacea Pedrinho x Cattleya
violacea H21/06-142 (Melo et al., 2015). Enquanto
que Menezes et al. (2015) sugerem o meio a base
do adubo B & G acrescido de suco de tomate e
carvao ativado para o cultivo de Cattleya violacea,
pois admitem que o meio simplificado, constituido
de fertilizante comercial, utiliza reagentes de facil
acesso no mercado e em quantidade reduzida. Além
da facilidade do preparo e do reduzido custo dos
componentes utilizados, este tipo de meio nutritivo
apresenta uma condigdo favoravel que é a auséncia
de compostos, como nitrato de amonio e de potdssio
presentes no meio MS, cuja aquisicdo é controlada
pelo Ministério de Defesa, que consta em Lei Federal
n° 3665, de 20 de novembro de 2000 (Brasil, 2000),
o que dificulta o processo de compra. Segundo
Galdiano Junior et al. (2012), meio simplificado com
o fertilizante Peters® (NPK 10-30-20) demonstrou ser
eficiente no desenvolvimento in vitro de plantulas de
Cattleya trianaei, apresentando custo reduzido de
producdao em relagdo ao meio MS.

Diante do exposto, buscou-se avaliar a germinagdo
in vitro de Gongora quinquenervis em diferentes meios
nutritivos simplificados, com a finalidade de obter plantas
com qualidade fisioldgica.

MATERIAL E METODOS

Capsulas de Gongora quinquenervis foram
submetidas a uma lavagem com detergente comercial
e enxaguadas em agua corrente por cinco minutos.
Apds a lavagem, as cédpsulas foram levadas para
camara de fluxo laminar e foram imersas em alcool
70% em frasco de vidro com capacidade para 350
mL por um minuto e posteriormente submetidas a
assepsia com hipoclorito de célcio (CaCl,0,) 3%. Os
frascos contendo as capsulas imersas no hipoclorito
foram fechados e levados para um shaker orbital de



bancada, onde ficaram sob agitacdo por 30 minutos.
Em seguida realizou-se o enxague com triplice lavagem
em agua destilada deionizada esterilizada em camara
de fluxo laminar. Apds a assepsia, a capsula foi aberta
com auxilio de pinga e bisturi e as sementes foram
retiradas da capsula e imersas em 55 mL de agua
destilada deionizada esterilizada. Com uma seringa
foram retirados 5 mL de dgua contendo as sementes
em suspensdo, sendo as mesmas inoculadas nos seus
respectivos tratamentos (Tabelal):

O fertilizante soluvel Kristalon, tem a seguinte
composicdo: 3% de N, 11% de P,0,, 38% de K,0, 4% de
MgO, 11% de S, 0,025% de B, 0,004% de MO, 0,01% de
Cu-EDTA, e 0,025% de Zn-EDTA, 0,07% Fe-EDTA, 0,04% Mn-
EDTA, enquanto o Barco Viking, apresenta 15,5% de N e 19%
de Ca. Os constituintes dos fertilizantes foram dissolvidos
em agua deionizada para o preparo do meio nutritivo.

O pH dos meios nutritivos foram ajustados para
5,8 e em seguida autoclavado a 121 °C por 20 min. Os
meios semissoélidos foram gelificados com 6,5 g.L'* de agar.

As sementes, em suspensao, foram acondicionadas
em frascos de vidro contendo 30 mL de meio nutritivo
dos respectivos tratamentos, mantidas em sala de
crescimento a temperatura de 25 £ 2 2C e fotoperiodo de
16 horas, onde permaneceram por 90 dias. Nos frascos
contendo o meio liquido foi colocada uma ponte de papel
filtro como suporte para apoiar as sementes/ explantes.
Foram analisadas as seguintes varidveis: percentagem de
germinacdo, oxidagdo, necrose e numero de plantulas

formadas. O percentual de germinagdo foi feito a partir
da contagem dos protocormos formados, o de oxidagdo
realizou a contagem dos explantes escurecidos e o de
necrose contabilizou-se os protocormos necrosados
e quanto ao numero de plantulas formadas, foi feita
a contagem daquelas que apresentavam raiz com os
primérdios foliares expandidos.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, utilizando 10 repeti¢Ges por tratamento, onde
cada repeti¢do era composta por um frasco contendo 5
mL de dgua contendo as sementes em suspensdo. Os
dados foram transformados utilizando a féormula +/x+05
e posteriormente foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa
ASSISTAT Versao 7.7 beta (Silva, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De uma maneira geral o inicio da germinagdo, em
todos os tratamentos, ocorreu em torno de 60 dias apods a
inoculacdo, sendo indicada pela formac&do dos protocormos
(Figure 1A-B). Os tratamentos T3 (NPK semissdlido) e T5 (%
MS semissdlido) ndo diferiram estatisticamente, apresentando
mais de 90% de germinacdo (Tabela 2). Menezes et. al., (2015)
alcangaram melhores resultados na germinagdo e crescimento
inicial de plantulas in vitro de Cattleya violaceae Rolfe em
meio a base do adubo B & G acrescidos de 100 ml L de suco
de tomate e 2g L de carvdo ativado, comparado ao meio

Tabela 1 — Descrigdo dos tratamentos utilizados na germinacdo da orquidea Gongora quinquenervis.

Tratamentos Meio de Cultura Descrigao
, Fertilizante soltvel Kristalon® (742,86 mg L"), Barco Viking® (840 mg L"),
NPK + dgua de coco 1 , . . .
Tl o, 100 ml L' de dgua de coco (Marca Sococo), vitaminas do meio MS e
(semissolido) )
30g L' de sacarose.
) Fertilizante soltvel Kristalon® (742,86 mg L"), Barco Viking® (840 mg L"),
NPK + dgua de coco , 3 . . .
T2 e 100 ml L' de agua de coco (Marca Sococo), vitaminas do meio MS e
(liquido) 1
30g L de sacarose.
. Fertilizante soltvel Kristalon® (742,86 mg L"), Barco Viking® (840 mg L"),
T3 NPK (semissdlido) . ) . T L 1
vitaminas do meio MS, 100 mg L de mio-inositol e 30g L de sacarose.
Lo Fertilizante soluvel Kristalon® (742,86 mg L"), Barco Viking® (840 mg L"),
T4 NPK (liquido) L ) . o ,
vitaminas do meio MS, 100 mg L de mio-inositol e 30g L de sacarose.
Metade da concentracdo dos sais MS, vitaminas do meio MS,
15 % MS (semissolido) ¢

100 mg L™ de mio-inositol e 30g L de sacarose.




Knudson C. J4 a espécie Schomburgkia gloriosa desenvolveu
melhor no meio % MS do que nos meios contendo fertilizante
comercial Hyponex, e Kristalon laranja, (Dezan et al., 2012).
Sendo assim, o regime de nutriente para a cultura das
orquideas é espécie - especifica e ndo ha meio nutritivo Unico
aplicavel a todas as espécies de orquideas (Galdiano Junior et
al., 2012; Mahendran et al., 2013).

A consisténcia do meio nutritivo é uma variavel
determinante para o desenvolvimento in vitro de
algumas espécies vegetais como orquideas, gérberas e
bromélias (Murashige, 1974). Os meios liquidos ndo foram
eficientes para o desenvolvimento das plantas de Gongora
quinquenervis, apresentando baixas taxas de germinagdo
e altas taxas de oxidac¢do e necrose (Tabela 2), concluindo-
se que a ponte de papel ndo foi eficiente no processo
de germinacdo, e a causa pode estd relacionada com a
submersao das sementes causando baixa concentracdo de
oxigénio. Em contraste com o comportamento da Gongora
quinquenervis, a propagacao in vitro de Oncidium baueri,
apresentou melhores resultados quando cultivada em
meio liquido com suporte de espuma de poliuretano
picada (Faria et al., 2006). O uso de 4gar de boa qualidade
onera os custos finais da produgdo de mudas em larga
escala (Gallo et al., 2015), pois o custo do agar com
maior grau de pureza fica em torno de RS 6,25 por litro,
enquanto o papel filtro fica em torno de RS 0,045.

O meio NPK (semissdlido) (T3) e ¥4 MS (semissélido)
(T5), ndo diferiram quanto o nimero de plantas formadas,
apresentando o maior nimero de plantulas (Tabela 2;
Figura 1 CeE), enquanto os meios T1, T2 e T4 apresentaram

baixa capacidade de formagdo de plantulas, pois a maioria
dos protocormos formados apresentaram alto percentual
de necrose, impedindo seu desenvolvimento em plantulas
(Tabela 2; Figura 1 A, B e D).

A adicdo de 4dgua de coco ao meio nutritivo
resultou, por sua vez, em um baixo nimero de plantulas
formadas (Tabela 2). Ainda que a dgua de coco contenha
elevadas concentragdes de glicose, frutose, sais minerais
e hormonios e estimule o crescimento de outros géneros
de orquideas (Soares et al., 2013), ndo favoreceu a
germinacdo e o desenvolvimento da espécie Gongora
quinquenervis. Isto pode ter ocorrido pela falta de inositol
no meio dos tratamentos com agua de coco, o qual
desempenha papel importante no crescimento in vitro
(Quisen e Angelo, 2008), e/ou a utilizacdo de dgua de coco
industrializada (Sococo LTDA). Embora que a dgua de coco
nao influenciou na germinagdo e no nimero de plantulas
de Dendrobium noblie (Soares et al., 2013).

Os valores monetarios dos componentes do meio de
cultura podem ser elevados na producdo de plantulas in vitro
em larga escala (Gallo et al., 2014), portanto o intuito da troca
dos macro e micronutrientes do meio MS por fertilizantes é
uma forma de economizar e facilitar a compra de reagentes
para a produc¢do do meio nutritivo, tornando-o mais simples
e mais econdmico. Para produgao de 1 litro de meio nutritivo
contendo os macronutrientes e os micronutrientes do meio
MS, se faz necessario um custo aproximado de RS 1,85,
enquanto que a utilizagdo dos fertilizantes (meio nutritivo
simplificado) tem um custo de apenas RS 0,006, totalizando
uma economia de 99% por litro de meio.

Tabela 2 — Porcentagem de germinacgdo, oxidacdo, necrose das sementes e formacdo de plantulas aos 90 dias da
germinacdo de orquidea Gongora quinquenervis em meios nutritivos simplificados.

Numero de plantulas

Tratamentos Germinacdo (%) Oxidagdo (%) Necrose (%)
formadas
T1-NPK+3 d
~agua de coco 35,0 b 80,0 a 20,0 ab 9b
(semissolido)
T2-NPK+3 d
+ agua de coco 30,0 b 56,7 ab 43,3 ab 6b
(liquido)
T3 - NPK (semissolido) 92,5a 15,0 c 25,0 ab 95a
T4 - NPK (liquido) 9,0b 38,0 bc 62,0a 8b
T5 - % MS (semissoélido) 99,0 a 14,0c 23,0 ab 100 a

*Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a de 5% de probabilidade.
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Figura 1 - Desenvolvimento de sementes de Gongora quinquenervis (A) T1: NPK + dgua de coco (semissélido); (B) T2:
NPK + dgua de coco (liquido); (C) T3: NPK semissdlido; (D) T4: NPK liquido; (E) T5: Controle: % MS semissdlido; (F)
Planta desenvolvida com 90 dias apds a semeadura in vitro.

CONCLUSAO

O cultivo assimbidtico de Gongora quinquenervis
em meio semissolido simplificado foi tao eficiente quanto
ao cultivo em meio MS, com metade da concentragdo dos
sais minerais, considerado o meio padrdo para cultivo.
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