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RESUMO - A propagacdo in vitro da orquidea Cattleya intermedia foi realizada em labo-
ratorio a partir da semeadura em meio de cultura Vacin & Went (1949) modificado. Apds a
germinacdo, foram realizadas subculturas até as plantas atingirem um tamanho aproximado
de cinco centimetros, sendo em seguida aclimatizadas em Sphagnum e casca de Pinus, por
quatro meses, onde o seu desenvolvimento foi monitorado através de medi¢des mensais de
raizes e folhas. Houve uma sobrevivéncia de 27% das aclimatizadas em Pinus, e 53% para
as aclimatizadas em Sphagnum. Seguido a esse periodo, as mudas foram introduzidas na
mata, onde, através de acompanhamento periddico, observou-se uma sobrevivéncia de 83%
das plantulas aclimatizadas.
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ABSTRACT - Acclimatization and reintroduction of Cattleya intermedia Graham ex
Hook (Orchidaceae) from in vitro propagation. The in vitro propagation of Cattleya
intermedia was developed in a laboratory from seeding in modified Vacin and Went (1949)
culture medium. After germination, two subcultures were carried out until the plants rea-
ched a size of about five centimeters. Then the plants were acclimatized in Sphagnum and
Pinus bark substratum for four months where their development was monitored through
monthly measurements of roots and leaves. There was a survival of 27% of the plants ac-
climatized in Pinus bark and 53% in Sphagnum substratum. After this period of acclimati-
zation, the seedlings were reintroduced to the woods and a regular monitoring showed that
83% of the acclimatized plants survived.
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae apresenta mais de
25.000 espécies, estando distribuida em todo o
mundo, sendo sua maior importancia o potencial
ornamental de suas flores, o que a torna um alvo de
grande atividade extrativista e, consequentemente,
ameaca varias espécies de extingdo (Sutteworth et
al. 1982). Segundo Anjos-Silva (2001), no Brasil
existem 725 géneros com 2900 espécies distribu-
idas em diversos habitats. No Rio Grande do Sul,

existem 38 espécies de orquideas ameacadas de
extingdo (Rio Grande do Sul, 2002), entre elas a
Cattleya intermedia Graham ex Hook.

A sub-bacia do Rio Burati localiza-se em uma
area de formagdo de Floresta Estacional Decidual,
uma area de Mata Atlantica que contém uma gran-
de diversidade de espécies vegetais, sendo que hoje
algumas delas se encontram ameacadas, entre elas
diversas espécies de orquideas. Segundo Freitas &
Jasper (2001), estudos de distribuicdo, migracdo e
outros parametros ecologicos tém mostrado a di-
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minui¢cdo na populacdo de algumas espécies, pro-
vavelmente devido a grande ag@o antropica nestas
areas, localizadas proximo a cidades com crescente
atividade industrial. A manutencdo dessas espécies
dentro do seu ecossistema natural ¢ de grande impor-
tancia, pois as orquideas sdo grandes indicadores da
qualidade ambiental.

A propagacdo in vitro de orquideas ameagadas
de extingdo ¢ uma ferramenta de grande utilidade
para a sua conservacao, ja que as sementes podem
germinar in vitro sem nenhum tipo de relagdo sim-
biotica, pois os nutrientes necessarios para o desen-
volvimento do embrido ja estdo presentes no meio
de cultura, apresentando, desta forma, um alto po-
tencial de producao de plantas (Arditti ef al. 1990).
Na natureza as sementes dependem de varios fato-
res para germinarem, pois segundo Arditti (1967)
na sua maioria ndo possuem endosperma € o em-
brido ndo possui cotilédone, sendo dispersas pelo
vento, onde germinam e se desenvolvem mediante
uma relagdo simbidtica com fungos micorrizicos,
0s quais vao fornecer os nutrientes necessarios até
que a planta possa realizar fotossintese (Stancato et
al. 2001).

A aclimatizagdo de plantas consiste na retirada
das mesmas do cultivo in vitro e sua transferéncia
para condigoes ex vitro. A adaptagdo a esta condi-
¢do é considerada delicada devido a influéncia de
diversos fatores como: temperatura, luminosida-
de, umidade, substrato e nutrientes (Grattapaglia
& Machado,1990; Kozai et al.,1992). Além disso,
ainda podemos observar que o pH do meio de cultu-
ra, dos substratos e dos foréfitos também € um fator
relevante para a adaptacdo das espécies. Entretanto
Lone et al. (2008), testando diferentes substratos
para a aclimatizagdo de C. intermedia, relataram
que os valores médios de pH, apresentaram-se mui-
to variados, ndo influenciando no desenvolvimento
das plantas.

Segundo Guerrant & Kaye (2007) a ciéncia da
reintrodu¢do com objetivo de conservar espécies
ameacadas € bastante nova e muito ainda precisa ser
aprendido. Para a reintrodugdo de orquideas ndo ¢
diferente, sendo a dificuldade de aclimatizacdo e de
adaptagao das plantas aos forofitos na mata os maio-
res entraves, pois poucos trabalhos relatam esta pra-
tica (Rublo et al., 1989; Seeni & Latha, 2000). Des-
ta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
um protocolo de aclimatizacdo e reintrodugdo de
C. intermedia propagada in vitro em um fragmen-
to de Mata Atlantica visando a conservagdo desta
espécie.

IHERINGIA, Sér. Bot., Porto Alegre, v. 66, n.2, p. 167-174, Dez. 2011.

MATERIAL E METODOS

A capsula de Cattleya intermedia com 75% do
estado de maturacio foi obtida através de doacdo do
Sr. Luiz Alberto Pascotini do Circulo Orquidofilo de
Santa Maria (COSMAR), Rio Grande do Sul.

Para a obtencdo das plantulas in vitro a capsu-
la contendo as sementes foi desinfetada em alcool
70% por trés minutos ¢ em solugdo de hipoclorito
de sodio 20% do produto comercial por vinte minu-
tos. Em seguida, foi lavada por trés vezes em agua
autoclavada estéril em camera de fluxo, onde foi
aberta, e as sementes distribuidas em frascos de 500
mL contendo 100 mL de meio de cultura (Vacin &
Went 1949), semi-sélido acrescido de agua-de-coco
10%, sacarose 3%, ¢ polpa de banana. O pH do meio
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem por 20
minutos a 120°C a 1Atm. Os frascos contendo as se-
mentes foram colocados em cdmara de germinagdo
Tecnal (modelo T E 401) com temperatura de 25 °C
+ 1 °C e fotoperiodo de 16 horas de Iuz e 8 horas de
escuro por um periodo aproximado de quatro meses,
quando as plantulas foram transferidas para frascos
de 250 mL contendo 100 mL do mesmo meio de cul-
tura por duas vezes.

Ao atingirem aproximadamente cinco centime-
tros de comprimento, as plantas foram retiradas dos
frascos e lavadas em agua corrente para eliminagao
de todo o meio de cultura. Em seguida, foram ava-
liados o nlimero e comprimento de raizes e folhas, e
as plantas foram aclimatizadas em vasos com Sphag-
num ¢ casca de Pinus, onde permaneceram por 120
dias em sala de aclimatizacdo com luz natural de
intensidade aproximada de 15000 Iux. Neste perio-
do, mensalmente as plantas foram cuidadosamente
retiradas dos substratos e avaliadas conforme descri-
to acima. Apo6s o periodo de aclimatizacdo, as plan-
tas foram transferidas para a mata em forofitos de
Vitex megapotamica (Spreng) Mold. (fordfito um e
trés) e Myrcia palustris DC. (foréfito dois), sendo fi-
xadas com corddes de fibra vegetal em alturas varian-
do de 0,8 a 2,0 metros. Durante a aclimatiza¢do no
laboratorio, em intervalos quinzenais e ap0Os a trans-
feréncia para a mata em intervalos mensais, durante
0s seis primeiros meses as plantas foram borrifadas
com solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland & Ar-
non, 1950), diluida dez vezes. Os substratos utiliza-
dos na aclimatizacdo e as cascas dos forofitos tiveram
seu pH medido, com um volume de substrato para
dois de agua destilada, conforme Kampf (2005). O
nivel de iluminagao foi medido com o auxilio de lu-
ximetro digital (Instrutherm modelo LD-200).
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Para a analise estatistica dos dados utilizou-se
o programa estatistico SPSS (Statistical Package
for the Social Science), versdo 16. Foi realizada a
Analise de Variancia (teste F) ¢ as médias foram
comparadas pelos testes (Tukey) e testes de pro-
porg¢des (Qui-Quadrado), considerando-se nivel de
significancia 0,05 em todas as analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas retiradas do cultivo in vitro foram acli-
matizadas em substrato de Sphagnum, com pH de 4,2
e em casca de Pinus, com pH de 4.0, valores estes
considerados abaixo do desejado (5,0 - 5,5) para C.
intermedia, conforme citado por Kdmpf (2005). Para
Yamakami et al. (2006) o pH e, principalmente, o tipo
de substrato exercem influéncia marcante no desen-
volvimento de plantas hibridas de Cattleya. O nime-
ro final de plantulas aclimatizadas e transferidas para
o campo foi de 16 e 8 para o substrato Sphagnum e
Pinus, respectivamente (Fig. 1). Assim, este trabalho
obteve-se 53% de sobrevivéncia nas plantas aclimati-
zadas em substrato de Sphagnum, diferindo significa-
tivamente daquelas aclimatadas em Pinus cuja sobre-
vivéncia foi de 27% (x2 =5, 554; p =0, 018).
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Fig. 1. Sobrevivéncia de C. intermedia durante a aclimatizacao
em laboratdrio nos substratos Sphagnum e casca de Pinus ¢ as
plantas transferidas para o campo.

Estes resultados concordam com Keithly et al.
(1991), que relataram que a perda na aclimatizagdo de
plantulas de orquideas obtidas in vitro pode exceder a
50% durante os primeiros seis meses em casa de ve-
getacdo. Acredita-se que o melhor desempenho na so-
brevivéncia das plantas aclimatizadas em Sphagnum
seja devido a maior umidade proporcionada por este
substrato, quando comparado com Pinus, uma vez
que o estresse hidrico pés cultivo in vitro ¢ um dos

fatores preponderantes na sobrevivéncia das plantas
aclimatizadas. Outro fator importante na aclimatiza-
¢do foi a textura do substrato, pois as plantas aclima-
tizadas em Pinus podem ter sofrido danos maiores
em suas raizes, comparadas as aclimatizadas em
Sphagnum, quando foram submetidas as medigdes.
Seeni & Latha ( 2000) mencionaram que plantas que
sofrem danos no sistema radicular apresentam uma
baixa capacidade de aclimatizagdo. Podem-se consi-
derar os valores de 53% e 27% de sobrevivéncia em
Sphagnum e em Pinus, respectivamente, bons tendo
em vista que a aclimatizagdo ¢ uma das etapas mais
dificeis para a utilizagdo desta técnica para fins de
conservagdo de espécies ameagadas de extingdo. Sil-
va et al. (2006) obtiveram entre 4 ¢ 40% de sobrevi-
véncia na aclimatizac¢ao de C. tigrina comparando o
cultivo ndo hidropdnico versus hidropdnico. Kozai, et
al. (1992) relataram que a aclimatizacao € o periodo
mais suscetivel a perdas na propagagdo das plantas
devido as grandes alteracdes nas condigdes de cultivo.

Observou-se diferenga significativa no name-
ro médio de raizes produzidas no substrato casca de
Pinus (F = 18,929; p<0,001). Através do teste de
Tukey, com nivel de significancia 0,05, pode-se afir-
mar que as médias da primeira e segunda medigao, re-
alizadas no momento da retirada das plantas da cultura
in vitro (0 dias) e aos 30 dias da aclimatizacao, diferem
significativamente das médias da terceira e quarta me-
di¢oes, realizadas aos 60 e 90 dias (Fig. 2). Da mesma
forma, o numero médio de raizes produzidas no subs-
trato Sphagnum também sofreu reducdo significativa
ao longo do tempo (F = 18,826; p<0,001).

Com as avaliagdes mensais no periodo de acli-
matizac¢do foi possivel constatar que as raizes pro-
venientes do cultivo in vitro morriam enquanto que
novas eram emitidas (Fig. 3). Assim, o nimero mé-
dio e comprimento cairam durante o periodo de acli-
matizagao nos dois substratos.
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Fig. 2. Numero médio de raizes nas medigdes de C. intermedia
aclimatadas em laboratdrio nos substratos Sphagnum e casca de
Pinus durante 90 dias.
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Fig. 3. Comprimento médio das raizes de orquidea C. interme-
dia aclimatadas em laboratorio nos substratos Sphagnum e casca
de Pinus durante 90 dias.

Segundo Mayer et al. (2008), as raizes prove-
nientes da cultura in vitro cessam o seu crescimento
e sdo provavelmente pouco eficientes devido a estru-
tura anatomica delicada (diametro e sistema vascular
reduzidos). Os mesmos autores também observaram
o surgimento de novas raizes em plantas aclimatiza-
das de Cymbidium Hort.

Para as folhas, ndo foi observada diminuicdo
significativa do niimero entre as medi¢des para as
aclimatizadas em Pinus (F = 1,916; p = 0,133). En-
tretanto, para as plantas aclimatizadas em substrato
de Sphagnum, observou-se diferenca significativa do
numero de folhas (F = 8,233; p<0,001). A quanti-
dade média de folhas para a primeira medi¢ao dife-
re significativamente das demais (Fig. 4). Nas me-
di¢des realizadas aos 30, 60 ¢ 90 dias em Pinus o
numero de folhas praticamente ndo oscilou, porém
em Sphagnum aos 60 dias houve um aumento no nu-
mero de folhas, devido a emissdo de novas folhas,
e posteriormente a queda aos 90 dias, pois algumas
folhas remanescentes do cultivo in vifro morreram.
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Fig. 4. Numero médio de folhas nas medi¢des de C. intermedia
aclimatadas em laboratdrio nos substratos Sphagnum e casca de
Pinus durante 90 dias.
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meiramente uma queda, se mantendo entre os 30 e
60 dias, e aumentou posteriormente, enquanto que
em Pinus, ocorreu um pequeno aumento entre o ini-
cio da aclimatizacdo até os 60 dias, ¢ apos uma pe-
quena queda, aos 90 dias (Fig. 5).
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Fig. 5. Comprimento médio das folhas de orquidea C. interme-
dia aclimatadas em laboratorio nos substratos Sphagnum e Pi-
nus durante 90 dias.

Segundo Fabbri et al. (1986), durante a aclimati-
zacdo, as folhas formadas in vitro podem persistir ou
sofrer senescéncia. A persisténcia das folhas depende
da espécie e das condigdes do ambiente durante a acli-
matizacdo. As plantas cultivadas in vitro podem apre-
sentar um aparato fotossintético competente ou nao.
Nas culturas ndo competentes como o0 morango, as fo-
lhas deterioram rapidamente durante a aclimatizagao,
contribuindo somente com os nutrientes preexistentes
(Grout & Millam, 1985). Mayer et a/.(2008) relataram
que em Cymbidium ‘Joy Polis’ as folhas formadas in
vitro se mantiveram no periodo de 45 dias avaliados,
indicando que, apesar das alteragdes anatomicas ob-
servadas, a cultivar aparentava possuir um aparato fo-
tossintético competente. Neste trabalho, observou-se
uma influéncia grande do substrato no niumero médio
de folhas, visto que, em substrato de Pinus, ocorreu
uma diminui¢@o gradativa enquanto que, em substrato
Sphagnum, o nimero médio de folhas oscilou entre as
medi¢des. Provavelmente esse resultado justifica-se
pelo fato de ter ocorrido maior perda de plantas em
substrato de casca de Pinus.

Durante a aclimatizacao, pode ser avaliada a in-
tolerancia a umidade excessiva, onde algumas plan-
tulas em substrato Sphagnum foram perdidas devido
ao apodrecimento de suas raizes. Segundo Bicalho
apud Colombo et al. (2005), para orquideas epifitas,
uma drenagem livre que proporcione acesso ao ar
as raizes ¢ fundamental para o seu desenvolvimento.
As plantas sobreviventes no periodo de aclimatiza-
¢do e em boas condigdes foram levadas para a mata e
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fixadas em trés forofitos. O nivel de iluminagdo me-
dido nas diferentes alturas variou entre 5000 e 10000
lux para os forofitos um e dois, e de 3000 e 5000 lux
para o fordfito trés. Esta variagdo de luminosidade
foi ocasionada pela interferéncia do estrato superior
da mata sobre o feixe luminoso.

A sobrevivéncia ap6s seis meses na mata foi va-
riavel (Fig. 6). A maior perda ocorreu no forofito (3),
onde nenhuma planta sobreviveu. Tendo em vista que
o fordfito (1) é da mesma espécie e nele a sobrevivén-
cia foi de 90%, acredita-se que a morte dessas plantas
tenha sido influenciada pela menor incidéncia de ilu-
minagdo, o que teria dificultado o estabelecimento da
espécie, além do ataque de insetos cortadores.
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Fig. 6. Percentual de sobrevivéncia das plantulas de
C. intermedia nos trés forofitos, apds seis meses de reintrodugao
na mata.

No forofito (2) a sobrevivéncia foi de 100%, sen-
do que trés plantas apresentaram apenas a parte aérea.
Acredita-se que estas ainda possam emitir novas rai-
zes, como o que ocorreu no periodo de aclimatizagao
no laboratorio. As demais plantas deste fordfito apre-
sentaram bom desenvolvimento da parte aérea e radi-
cular, com crescimento de cerca nove centimetros em
algumas raizes, o que demonstrou uma boa adaptagdo
as condi¢oes ambientais de reintroducdo (Figs. 7A,B).

No total das plantas reintroduzidas, obteve-se 83%
de sobrevivéncia. Seeni & Latha (2000) obtiveram
entre 70 e 80 % de sobrevivéncia no estabelecimento
de Vanda coerulea na mata. As plantas reintroduzidas
no forofito (1) tiveram um crescimento médio da parte
adrea e raizes de aproximadamente 6,5 centimetros, re-
sultado inferior ao obtido pelas plantas reintroduzidas
no fordfito (2), que foi de 8,5 centimetros (Fig. 7A,B).

Acredita-se que esta diferenca no desenvolvi-
mento das plantas entre os dois forofitos possa ser
atribuida as varia¢des de luminosidade ou do pH ve-
rificada nas cascas dos mesmos, que para o (1) foi

de 5,25 enquanto que para o (2) foi de 7,06, ainda
que este valor esteja bem acima dos valores 6timos
observados para a espécie em cultivos comerciais
como relatado por Kampf (2005). Outros fatores,
como 0s compostos presentes na casca do foréfito
(2), também podem ter influenciado a adaptagdo
das plantas. No ambiente natural ¢ frequentemente
observado a presenga de orquideas em plantas per-
tencentes a familia Myrtaceae o que provavelmente
justifique a melhor adaptagdo. Para Seeni & Latha
(2000) a sobrevivéncia na mata nao apresentou es-
pecificidade em relagdo a planta hospedeira, entretan

Fig. 7 A-C. A, B. Plantulas de C. intermedia fixadas ao foroéfito
(2). A. Comprimento de uma das raizes; B. desenvolvimento da
parte aérea e raizes apds seis meses de reintrodugdo na mata. Na
parte superior da figura se observa raizes de outra plantula fixada
ao mesmo forofito; C. Planta fixada ao forofito (1), com raizes e fo-
lhas bem desenvolvidas apds seis meses de reintrodugdo na mata.
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to, estes autores sugerem o uso de espécies arbdreas
com casca grossa como parte de uma eficiente estra-
tégia de reintrodugdo de orquideas epifitas, como as
utilizadas neste trabalho.

A utilizagdo da solucdo nutritiva de Hoagland di-
luida foi fundamental para a sobrevivéncia tanto na
aclimatizacdo das plantas em laboratorio quanto na
mata. Silva et al. (2000) relataram que na aclimatiza-
¢do de C. tigrina em cultivo hidroponico, a utilizacao
de solugdes nutritivas do meio de cultura MS (Mu-
rashige & Skoog, 1962), causaram uma maior proli-
feracdo de microorganismos, provavelmente devido
aos compostos organicos deste meio, o que levou a
diminuigao da sobrevivéncia das plantas. Acredita-se
que a utilizagdo da solucdo de Hoagland propiciou
um nivel nutricional adequado para superacdo do es-
tresse, tanto durante a aclimatizacao como na reintro-
dugao, visto que poucos relatos foram encontrados na
literatura para reintroduc@o de epifitas (Seeni &La-
tha, 2000; Rublo et al. 1989).

Este trabalho obteve sucesso na aclimatizagdo e
reintrodugdo de C. intermedia a partir de propagacdo
in vitro. Ficou evidenciado que a utilizacdo de uma
solucdo nutritiva de baixo teor nutricional foi funda-
mental nas duas fases. Para a reintrodu¢do na mata
o nivel de luminosidade parece ser preponderante no
estabelecimento desta espécie, entretanto, devido a
grande quantidade de fatores envolvidos, como espé-
cie do forofito, pH e rugosidade da casca, umidade
relativa do ar entre outros, e tendo em vista, 0s poucos
resultados prévios em bibliografia para o processo de
adaptac@o sugere-se a continuidade destes estudos.
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