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RESUMO - Epidendrum secundum Jacq. ¢ uma orquidea comercializada e utilizada em ornamentag@o, portanto, o cultivo in vitro caracteriza-se
como uma técnica importante, pois proporciona rapidez, reducdo de custos e maior produtividade. O presente trabalho avaliou a germinagdo de
sementes e o crescimento in vitro de E. secundum, oriundas de autopoliniza¢do, em trés meios de cultivo distintos, MS formulado com a metade da
concentragdo de macronutrientes, meio Kyoto e meio a base de fertilizante comercial Peters® (NPK 09-45-15) a2 g.L"'. As sementes foram expostas
a hipoclorito de calcio e hipoclorito de sédio a 5% para desinfestagdo por: 2,5; 5; 7,5 e 10 minutos. Ao final do experimento, a analise estatistica
das varidveis avaliadas, evidenciou que a interag@o entre uso do hipoclorito de calcio como substancia desinfestante, nos periodos de exposigdo de
5 ¢ 10 min., com o meio

MS % macronutrientes sdo os mais indicados para o cultivo in vitro da espécie.

Palavras-chave: germinagio assimbidtica, micropropagag¢io, hipoclorito de calcio

ABSTRACT - In vitro germination and growth of Epidendrum secundum Jacq. (Orchidaceae) in different culture media and periods of exposition
to seminal disinfectant agents. Epidendrum secundum is an orchid commercialized and used for ornamental purposes; thus in vitro culture is highly
important, since it is fast, low cost and has high productivity. This work evaluated the in vitro germination and growth of E. secundum, derived from
self pollination in 3 distinct culture media: MS formulated with half macronutrient concentration, Kyoto medium and a medium formulated with
Peters® fertilizers, a commercial fertilizer (NPK 09-45-15) at 2 g.L-'. The seeds were exposed to calcium hypochlorite (5%), sodium hypochlorite (5%)
for disinfection over 2.5; 5; 7.5 and 10 minutes. At the end of the experiment, we found that the interaction between the use of calcium hypochlorite
(5%) as a disinfectant, in 5 and 10 min. exposure time, with MS % macronutrients are the most suitable for the in vitro cultivation of this species.

Keywords: asymbiotic germination, in vitro germination, calcium hypochlorite

INTRODUGCAO

A familia Orchidaceae apresenta na atualidade
26.972 espécies reconhecidas (Pridgeon 2014), divididas
em aproximadamente 800 géneros (Atwood 1986,
Pridgeon 2014), dentre os quais se destaca a subfamilia
Epidendroideae e o género neotropical Epidendrum L. por
apresentar-se como um dos mais expressivos ecologica e
horticulturalmente, possuindo cerca de 1.000 espécies, com
distribui¢@o pela América Latina (Chen et al. 2002). Mesmo
com toda a relevancia ornamental do género, produtores de
Epidendrum encontram dificuldades no desenvolvimento
da cultura, como custos elevados e taxa de propagagado
sexual e vegetativa muito lenta para a produgao em larga
escala (Chen et al. 2002).

Epidendrum secundum Jacq., possui habito terrestre ¢/
ou rupicola (Caiafa & Silva 2005) e ¢ uma das espécies mais
significativas e populares do género, sendo comercializada
como flor de corte e de vaso e, amplamente utilizada na

produgdo de hibridos multifloros, fato este decorrente
da ampla capacidade autogdmica da espécie (Pansarin
& Amaral 2008, Massaro ef al. 2012). Tal espécie foi
considerada altamente polimoérfica recentemente,
apresentando entre suas populagcdes ampla variacao
morfologica (Pinheiro & Barros 2007).

Para aumentar e aperfeigoar a produgdo de mudas
com alta qualidade genética, o cultivo in vitro vem sendo
empregado e a simplificagdo de meios de cultura surge
como alternativa para reduzir os gastos na producdo
(Stancato 2001, Pedroso-de-Moraes et al. 2009a, 2009b;
Silva et al. 2014, Gollo et al. 2016), pois a formulagdo dos
meios de cultivo, para a propagacao de orquideas, pode
ser feita de acordo com as necessidades de cada espécie
(Faria et al. 2002). Muitos meios vém sendo produzidos
com o acréscimo de fertilizantes comerciais para facilitar
sua preparagdo (Pedroso-de-Moraes ef al. 2009a, 2009b).
Tal facilitagao foi apontada em estudo comparativo entre
os meios MS (Murashige & Skoog 1962), Knudson C
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(Knudson 1946), Vacin & Went (Vacin & Went 1949) e
a base de fertilizantes NPK (10-5-5) e (10-30-20), para
0s quais muitas das varidveis fitotécnicas analisadas para
as espécies Catasetum fimbriatum Lindl. e Cyrtopodium
paranaensis Schult. mostraram-se mais satisfatorias em
comparagdo as formulagdes comumente utilizadas para
orquideas (Oliveira & Faria 2005).

Além desses meios de cultivo convencionais, outras
alternativas tém sido desenvolvidas como a formulacao
de meios de cultura desenvolvidos a base de vinhaga
(i.e., efluente originado da produgdo do etanol de cana-
de-agticar), os quais além de promover a redugao de custos,
por utilizarem grande parte dos nutrientes minerais da
vinhaga, também sdo ecologicamente corretos devido a
ser uma nova forma racional de descartar a vinhaga, que
¢ um residuo extremamente poluente ao meio ambiente
(Silva et al. 2014, Gollo et al. 2016).

A nutrigdo balanceada nas fases iniciais de
desenvolvimento proporcionam as plantas cultivadas in
vitro alto vigor fisiologico, traduzido em maior resisténcia
a patdgenos ¢ as adversidades do meio ambiente, além do
rapido crescimento. Deste modo, a composi¢do do meio
de cultura e o agente desinfestante de sementes sdo de
expressiva importancia para a germinagao e o crescimento
de plantas (Kerbauy 1997). Sob esta 6tica, a desinfestacao
¢ indispensavel em cultivo in vitro, visto que a presenca de
microrganismos como fungos e bactérias acarretam sérios
problemas de produtividade, dentre eles a ma formacao
das plantulas e inclusive a morte das mesmas (Hartmann
& Kester 1978, Patricio et al. 1995).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivo comparar a eficiéncia dos meios de cultivo MS
(Murashige & Skoog 1962), com metade da concentragdo
de macronutrientes, Kyoto (Kano 1965) e de meio a base
do fertilizante comercial Peters®, bem como a influéncia
de diferentes periodos de exposi¢do a dois agentes
desinfestantes, na germinagao ¢ desenvolvimento in vitro
de plantulas de E. secundum.

MATERIAL E METODOS

Material botanico

Morfologicamente a espécie se caracteriza por possuir
folhas disticas, coridceas, ovadas a lanceoladas e planas de
apice arredondado a agudo, rizoma curto e caule cilindrico
pendente. As inflorescéncias s3o do tipo corimbo apresentando
de 16 a 57 cm de comprimento com varia¢ao de 12 a 80
flores, podendo ser mais compridas que o proprio caule.
As flores, geralmente mantendo um padrdo no tamanho,
apresentam sépalas e pétalas variando entre lilas e rosa.
O labelo ¢ plano, delgado, trilobado, apresentando lobos
laterais suborbiculares a deltoide de margem recortada com
lobo mediano retangular a deltoide de margem denticulada e
apice levemente mucronulado, apresentando coloragéo alva
e/ou amarela (Pedroso-de-Moraes et al. 2009b). A floragéo
ocorre entre setembro ¢ janeiro (Dodson & Frymire 1961,
Dodson 1962, Pansarin & Amaral 2008).

Para a realizacdo deste trabalho, cinco flores de
diferentes individuos terricolas de Epidendrum secundum
foram previamente autopolinizadas artificialmente em
Agosto de 2012. Um semestre apds a autopolinizagao,
foram coletadas capsulas maduras, as quais foram levadas
ao Laboratério de Boténica e Analises Ambientais do
Centro Universitario Herminio Ometto — UNIARARAS
para o inicio dos experimentos germinativos.

Preparo dos meios de cultivo

Foram preparados trés meios de cultura distintos,
sendo o primeiro composto por metade da concentragdo de
macronutrientes e totalidade de micronutrientes e vitaminas
do meio MS (Murashige & Skoog 1962), o segundo pelo
meio Kyoto (Kano 1965) e, o terceiro a base do fertilizante
Peters® (NPK 09-45-15) a 2 g.L.'!. Todos os meios foram
acrescidos de 1 g.L"! de carvao ativado, 30 g.L' de sacarose
com pH ajustado para pH 5,8 antes da adigdo de 7 g.L!
de 4gar-banana. Posteriormente, 50 mL de cada meio de
cultura foram vertidos em quatro frascos de 250 mL e
esterilizados em autoclave a 121°C e 1 kgf.cm™ de presséo
durante 20 minutos (Arditti & Ernest 1992).

Desinfestacao e semeadura

As sementes foram desinfestadas mediante a agitagdo
constante em tubos eppendorf® pelos periodos de 2,5; 5,0;
7,5 e 10 minutos em solugdes de hipocloritos de sodio e de
calcio a 5%. Em seguida, os tubos contendo as sementes
foram mergulhados em alcool 70% por 5 minutos e levados
a camara de fluxo laminar, onde as sementes foram lavadas
trés vezes em agua destilada com o auxilio de seringa de 1
mL (Pedroso-de-Moraes et al. 2009b). As sementes, entdo,
ap6s decantagdo nos eppendorf®, foram depositadas nos
frascos contendo os meios de cultivo com a assisténcia de
uma seringa ¢ 1 mL de agua destilada (Arditti & Ernest
1992). Foram semeados 10 frascos por tratamentos sendo
inoculadas, por recipiente, 0,01g de sementes (Pedroso-de-
Moraes et al. 2009b). Os frascos semeados foram fechados
com tampa plastica transparente. Posteriormente estes
foram mantidos durante 180 dias em camara climatica
(B.O.D. MA 403), a temperatura constante de 25°C,
sob fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de
aproximadamente 116 pmol.m™s™.

Variaveis analisadas e analise estatistica

Ap6s 180 dias de cultivo foram avaliados os pardmetros
relacionados a quantidade de frascos contaminados, a
germinagdo e crescimento. A porcentagem de Frascos
Contaminados (PFC%) foi estimada utilizando-se a
totalidade dos frascos. Para a obten¢do de todos os
demais dados, foram usados quatro frascos escolhidos
aleatoriamente, contendo um 0,01 g de sementes (Pedroso-
de-Moraes et al. 2009a, 2009b), sendo entdo avaliados a
Germinabilidade (G%) até 100 dias de cultivo in vitro (sendo
considerada como planta germinada aquela que apresentou
expansio foliar), indice de Velocidade de Germinagio
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(IVG) (Labouriau & Agudo 1987), Comprimento Total da
Plantula (CTP), Comprimento da Maior Raiz (CMR) e da
Maior Folha (CMF), Diametro do Pseudobulbo (DP), Peso
da Matéria Fresca (PMF) e Seca da plantula inteira (PMS),
Numero de Folhas (NF) e de Raizes (NR), utilizando
paquimetro digital (Digimess 100A) e balanga analitica
(Gehaka BG 400) (Pedroso-de-Moraes et al. 2009b).

Apds os testes de homegeneidade dos dados ¢ a
realizacdo de ANOVA, com resultado significante, os
dados obtidos foram submetidos a analise de regressdo
polinomial utilizando-se o aplicativo estatistico BioEstat
5.3. Para escolha do modelo de regressdao que melhor se
ajustasse aos dados observados, levou-se em consideragao
o fato de o desvio da regressdo ser ndo significativo e o
modelo de maior ordem apresentar grau significativo e,
por ultimo, o valor do coeficiente de determinagéo (R?)
(Fernandes et al. 2012).

RESULTADOS

Porcentagem de frascos contaminados (PFC%)

De todos os frascos semeados apenas os meios
Kyoto com sementes desinfestadas com NaClO por
periodo de 2,5 minutos e MS, composto por metade
da concentragdo de macronutrientes, desinfestado com
Ca(ClO), por periodo de 7,5 minutos apresentaram
20% de contaminacao flingica.

Variaveis analisadas

Com relacao as varidveis analisadas (Fig. 1), pode-
se constatar que para a G%, todas as substancias
e periodos de desinfestagdo e meios de cultivo,
apresentaram elevado valor de R?, com excegao das
sementes desinfestadas em NaClO e germinadas em
meio MS formulado com a metade da concentragao
de macronutrientes, o qual obteve o pior resultados
dentre os tratamentos (R?>= 0,45, p < 0,05).

Em contrapartida, os melhores resultados obtidos,
com relagdo a substancia desinfestante, foram os
encontrados para NaClO em meio Peters® em periodo
de 5 minutos (R?= 0,82, p < 0,05) e meio Kyoto em
10 min. (R2=0,96, p < 0,05), respectivamente. Para
o IVG (Figura 1), o melhor resultado obtido foi o
observado para a desinfestagdo em NaClO durante
5 min., em meio de cultivo Peters® (R2= 0,82, p <
0,05), sendo o pior desempenho encontrado para a
desinfestagdo em Ca(ClO), durante 10 min. em meio
MS % macronutrientes (R*= 0,99, p < 0,05).

A anélise estatistica relacionadas as variaveis
foliares, demonstram que para NF (Figura 2), a
substancia desinfestante mais eficiente foi o Ca(ClO),
em periodo de exposi¢cdo de 10 min., no meio de
cultivo MS % macronutrientes (R?= 0,87, p < 0,05)
e para CMF (Fig. 2), foi observado a maior eficiéncia
da mesma substancia desinfestante e meio de cultivo,
variando-se apenas o periodo de exposi¢cdo, sendo
este de 2,5 min. (R?= 1, p < 0,05).

As regressoes polinomiais realizadas para as
variaveis radiciais apontam que para NR (Fig. 3), o
meio de cultivo MS %2 macronutrientes, apresentou-
se, como o mais eficaz, sendo que os maiores valores
de R? foram obtidos tanto para a desinfestacdo das
sementes em NaClO (R?= 0,88, p < 0,05), por 7,5
min., quanto para Ca(ClO), durante 10 min. (R*=
0,99, p < 0,05). Entretanto para CMR (Figura 3),
observou-se melhor desempenho em meio MS Y2
macronutrientes, em Ca(ClO), durante 5 min. (R*=
0,7537, p < 0,05).

Para a variavel CTP (Fig. 4), as analises de
regressdo polinomial indicaram que o melhor
resultado obtido foi para o uso do meio de cultivo
MS Y2 macronutrientes, com as sementes tendo sido
desinfestadas em Ca(ClO), durante 2,5 min. (R*=
0,94, p < 0,05). Contudo, para DP (Fig. 4), obteve-
se que a desinfestagdo em Ca(ClO),, apresentou em
consonancia com o meio Peters®, em periodo de
exposi¢ao de 10 min. (R*= 0,98, p < 0,05), seguido
do meio MS % macronutrientes, por 5 min. (R>=0,7,
p < 0,05), os melhores resultados.

Com relacdao a PMF (Fig. 5), pode-se observar que
o melhor resultado obtido foi para a desinfestacao
com Ca(ClO), durante 2,5 min. em meio de cultivo
MS % macronutrientes (R*= 0,81, p < 0,05). Ja, para
PMS (Figura 5), o uso de NaClO, no mesmo meio de
cultivo e periodo de exposi¢do de PMF, apresentaram
os melhores resultados (R2= 0,80, p < 0,05).

DISCUSSAO

Porcentagem de frascos contaminados (PFC%)

Um dos maiores problemas da producdo em
escala comercial de orquideas ¢ a contaminagao
do meio de cultivo por fungos e bactérias durante
as etapas de propagacdo in vitro. A contaminagao
estabelece-se no meio competindo com o vegetal
pelos nutrientes, produzindo substancias toxicas e
inibindo o desenvolvimento (Sousa ef al. 2007).

Os agentes liquidos mais comumente usados para a
desinfestacdo seminal em cultivo in vitro de orquideas
sao os hipocloritos de célcio e sodio, pois apresentam
ampla eficiéncia na eliminacdo de microrganismos
(Hartmann & Kester 1978, Agrios 1997, Faiad et al. 1997,
Montarroyos 2000). Entretanto, na literatura, encontra-
se o uso de diferentes concentragdes de hipocloritos
para desinfestagdes, sendo descrito desde 0,4 a 5%
(Alvarez-Pardo et al. 2006, Pedroso-de-Moraes et al.
2009a, 2009b, Cordeiro et al. 2011, Cunha et al. 2011,
Chiapim & Moraes 2012, Dezan et al. 2012, Massaro et
al. 2012, Pedroso-de-Moraes et al. 2012). Sugere-se que
0 aumento na concentragdo dos agentes desinfestantes,
apesar de apresentar maior eficiéncia na eliminagdo de
microrganismos, também acarreta na diminui¢do do
percentual germinativo (Alvarez-Pardo et al. 2006), como
pode ser observado na Figura 1A.
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7.5

G apo6s 180 dias de cultivo in vitro, com relag@o a meios de cultivo e

periodos de exposigdo a diferentes concentragdes de NaClO e Ca(ClO), em sementes de Epidendrum secundum. MS = Meio de Murashige & Skoog

(1962), Ky = Meio Kyoto de Kano (1965), Pe = Meio a base de fertilizante

Peters®.
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Fig. 2. Numero de Folhas (NF) e Comprimento da Maior Folha (CMR), avaliadas apos 180 dias de cultivo in vitro, com relagdo a meios de cultivo
e periodos de exposicdo a diferentes concentragdes de NaClO e Ca(ClO), em sementes de Epidendrum secundum. MS = Meio de Murashige &
Skoog (1962), Ky = Meio Kyoto de Kano (1965), Pe = Meio a base de fertilizante Peters®.
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Fig. 3. Numero de Raizes (NR) e Comprimento da Maior Raiz (CMR), avaliadas ap6s 180 dias de cultivo in vitro, com relag@o a meios de cultivo e
periodos de exposigdo a diferentes concentragdes de NaClO e Ca(ClO), em sementes de Epidendrum secundum. MS = Meio de Murashige & Skoog
(1962), Ky = Meio Kyoto de Kano (1965) e Pe = Meio a base de fertilizante Peters®.
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Fig. 4. Comprimento Total da Plantula (CTP) e Diametro do Pseudobulbo (DP), avaliadas apos 180 dias de cultivo in vitro, com relagdo a meios de
cultivo e periodos de exposi¢do a diferentes concentragdes de NaClO e Ca(ClO), em sementes de Epidendrum secundum. MS = Meio de Murashige
& Skoog (1962), Ky = Meio Kyoto de Kano (1965), Pe = Meio a base de fertilizante Peters®.
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Fig. 5. Peso da Matéria Fresca (PMF) e Peso da Matéria Seca (PMS), avaliadas apds 180 dias de cultivo in vitro, com relagdo a meios de cultivo e
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(1962), Ky = Meio Kyoto de Kano (1965), Pe = Meio a base de fertilizante Peters®.
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Ainda, ressalta-se, que a contaminagao dos meios,
neste trabalho, se deu apenas por fungos. Uma das
causas desse tipo de contaminacao esta relacionada a
cuidados no ambiente de trabalho (Sousa et al. 2007)
e erros na manipulacdo dos meios de cultivo por parte
de funcionarios (Pedroso-de-Moraes 2000), sendo que,
mesmo com toda a assepsia necessaria sendo realizada, em
biofabricas brasileiras ja foram registradas porcentagens
de contaminagdo superiores a 30% (Oliveira et al. 2000).
Contudo, o desejavel para producdo comercial rentavel de
orquideas ¢ da ordem de 5% (Pedroso-de-Moraes 2000).

Variaveis avaliadas

Trabalhos apontam que ndo existe um meio de cultivo
especifico para espécies de orquideas e que a concentragao
de sais, tanto pela falta quanto pelo excesso, pode influenciar
no desenvolvimento de plantulas in vitro (Park et al.
2004, Figueiredo et al. 2007, Stancato et al. 2008). As
interagdes entre os nutrientes modulam o crescimento das
plantas (Marschner 1995), entretanto, o motivo pelos quais
diferentes combinagdes de nutrientes e condigdes do meio
cultivo podem fracassar ou serem um sucesso sdo de dificil
compreensdo (Ventura et al. 2002). Dessa forma, podem
existir amplas diferengas entre as variaveis analisadas
em um mesmo, ou diferentes meios de cultivo utilizados
(Pedroso-de-Moraes et al. 2009a, 2009b). Com relagdo
aos resultados obtidos, para as varidveis G%, IVG e DP,
o meio de cultivo a base do fertilizante Peters®, mostrou-
se 0 mais significativo estatisticamente. Contudo, para as
demais variaveis analisadas, o meio MS %2 macronutrientes,
apresentou-se mais efetivo em detrimentos aos: Kyoto e o
base do fertilizante Peters®.

Com relagdo ao uso do fertilizante Peters® para
composi¢do de meios de cultivo, observou-se que
concentragdes entre 0,25 e 2,25 g L (Rodrigues et al.
2012a) ndo permitiram a definicdo da melhor dose a ser
adicionada a meios nutritivos. Entretanto, concentracdes
a partir de 2 a 6 g L' podem gerar efeitos benéficos para
diversas variaveis analisadas (Rodrigues et al. 2012b).

A analise pormenorizada dos testes de germinagdo
indica baixa taxa de G% para todos os periodos de
desinfesta¢do nos diferentes meios de cultivo analisados
(6-32%). Dessa forma, os resultados encontrados neste
trabalho, discordam dos observados para nove espécies de
Cattleya Lindl., para as quais a germinacdo (considerada
na fase de protocérmio) em meio de cultivo Knudson C,
com sementes desinfestadas por 10 minutos em solugdo de
Dicloroisocianurato de sodio (NaDCC) a 5%, contendo 100
pL de Tween 80, evidenciaram altas taxas de germinagao,
sendo a menor porcentagem encontrada para Cattleya
mossiae Parker ex Hooker (68%) e as maiores para C.
granulosa Lindl., C. hegeriana (Campacci) Van den Berg,
C. intermedia Graham ex Hook. e C. tigrina Verschaff.
ex Lem. (99%), apds 35 dias de cultivo in vitro (Hosomi
et al. 2012). Da mesma forma para Epidendrum fulgens
Brongn., foi obtida porcentagem de germinagdo de 83%,

®

quando cultivada em meio Knudson C, com sementes
desinfestadas com gas formol por uma hora (Alvarez-Pardo
et al. 2001), também sendo considerado como germinadas
sementes na fase de protocoérmios.

O1VG é um indicador do vigor da semente ¢, alteragdes
em seus valores (sendo acréscimos ou decréscimos) tém
repercussdes bioldgicas. Decréscimos em tal indice sdo
os primeiros indicativos do processo de deterioramento
ou inducdo de dorméncia em sementes e, portanto,
prejudiciais a todo o processo germinativo (Machado-
Neto & Custodio 2005).

Para orquideas, sabe-se que espécies pertencentes
a subtribo Laellinae, geralmente, apresentam rapida
germinacdo, como espécies de Cattleya. Entretanto, alguns
representantes da subtribo apresentam maior tempo para
levar a cabo sua germinag@o, como por exemplo, Laelia
speciosa (Kunth) Schiltr., a qual germina 100 dias apos
sua semeadura (Avila-Diaz et al. 2009). Também, géneros
de orquideas como Paphiopedilum Pfitzer, apresentam
periodos germinativos semelhantes (Long ez al. 2010). Os
resultados obtidos neste trabalho apresentaram baixo IVG
em relagdo aos obtidos para espécies de Cattleya, para as
quais, o menor indice observado foi de 4,01 = 0,27 para C.
tenuis Campacci & Vedovello e o maior para C. hegeriana
(13, 21 £ 0,09), sendo considerado como germinagdo o
aparecimento de protocormios (Hosomi ef al. 2012).

As baixas taxas de G% e IVG obtidas podem ter
sido ocasionadas pela autofecundagdo para a obtengdo
de sementes neste trabalho e exposi¢do a elevadas
concentragdes de agentes desinfestantes de sementes.

O fendmeno da autofecundagdo e da endogamia
culminam no declinio no nimero de heterozigotos com
a perda ou fixacdo de alelos, o que pode ter influéncia
na manuten¢do da diversidade genética, queda na
produtividade, viabilidade de sementes, fertilidade e vigor
das plantas (Crow & Kimura 1970, Allard 1971, Mettler
& Gregg 1973, Geburek 1986, Falconer & Mackay 1996,
Kageyama et al. 1998, Sebbenn et al. 2000), mesmo com
tal pratica, sendo comum para a obtengdo de sementes em
varios trabalhos realizados com orquideas (Pedroso-de-
Moraes et al. 2009a, 2009b, Cordeiro et al. 2011, Cunha
et al. 2011, Pedroso-de-Moraes et al. 2012, Dezan et al.
2012, Massaro et al. 2012, Pedroso-de-Moraes et al. 2012).

Com relagdo a concentragdo de agentes desinfestantes,
o hipoclorito de s6dio ou de calcio vem mostrando grande
eficiéncia na desinfestagdo de sementes, eliminando fungos
e bactérias, sendo que a concentragdo de tais agentes e,
o tempo de exposi¢do das sementes a estes compostos
pode variar de acordo com a espécie, pois cada tecido
seminal possui um nivel de sensibilidade diferente, sendo
necessaria, entdo, a sua adequagao de acordo com o tecido
a ser desinfestado (Montarroyos 2000). Dessa forma, o
uso de hipocloritos pode influenciar diretamente nas taxas
de germinagdo in vitro (McCollum & Linn 1955). A agéo
prolongada do hipoclorito de sodio ou sua utilizagdo em altas
concentragdes pode induzir deterioramento com prejuizos
a G% e ao IVG (Ferreira & Ranal 1999) e até mesmo,

lheringia, Série Botdnica, Porto Alegre, 73(2):196-207, 31 de agosto de 2018



Germinagdo e crescimento in vitro de Epidendrum secundum Jacq...

205

a dorméncia de sementes em algumas espécies vegetais
(McCollum & Linn 1955, Hsiao 1979, Hsiao ef al. 1981).
Contudo, o hipoclorito de célcio tem sido relatado como o
agente desinfestante que apresenta o menor efeito toxico a
tecidos em comparag¢ao ao hipoclorito de sodio, permitindo
correta morfogénese de plantulas, principalmente, de caules
(Torres et al. 1998, Ferreira & Ranal 1999).

O resultado obtido para a variavel DP ¢ corroborado
pelo bom desenvolvimento dos pseudobulbos durante
a fase de aclimatizagdo de plantulas realizada para
Dendrobium nobile Lind. cv. UEL 8, submetida a adubagdo
com 3 g L da formula 10-30-20 (Peters®) (Faria et al.
2013). Entretanto, ressalta-se que para muitas orquideas,
uma das grandes limitagdes do fertilizante Peters® diz
respeito a auséncia de Ca em suas formulacdes, cujo
uso, frequentemente, gera morte de gemas e brotagdes
jovens, sintoma classico da deficiéncia deste elemento
(Rodrigues et al. 2002).

Os melhores resultados encontrados para as variaveis
CMF, CMR, CTP, NF, NR, PMF e PMS foram observados
para o meio de cultivo MS %2 macronutrientes, corroborando
com os obtidos para as Laellinae: Cattleya cinnabarina
van den Berg (Stancato & Faria 1996), Schomburgkia
gloriosa Rchb. f. (Dezan et al. 2012) e E. secundun Jacq.
(Massaro et al. 2012).

Ainda, a avaliagdo de diferentes meios de cultura: MS
(Murashige & Skoog 1962), KC (Knudson 1946), RL
(Rosa & Laneri 1977) e VW (Vacin & Went 1949), para
germinagdo e desenvolvimento de plantulas de Cymbidium
aloifolium Lindl., Dendrobium crepidatum Lindl. &
Paxton e Epidendrum radicans Lindl., revelaram que os
meios nutritivos MS e RL, respectivamente, obtiveram os
melhores resultados para desenvolvimento vegetativo para
as espécies estudadas (Reddy et al. 1992).

Em concordancia com os resultados obtidos, temos
que a utilizagdo de meio de cultivo MS 2 macronutrientes
gerou bons resultados para as variaveis CTP, PMF e PMS,
quando comparados com meios a base de fertilizantes
NPK para C. fimbriatum Rich. ex Kunth. (Rego-Oliveira
& Faria 2005).

O desenvolvimento do sistema radicial é favorecido
pelas taxas de amonio no meio de cultivo, sendo verificado
em espécies da familia Bromeliaceae como Pitcairnia
flammea Lindl. e Vriesea philippocoburgii Wawra. (Mercier
& Kerbauy 1991), além de espécies de Orchidaceae como
Cattleya nobilior Rchb.f. (Araujo et al. 2005), o que entra
em concordancia com os resultados obtidos nesse trabalho
para a variavel CMR (Figura 2), visto que o meio MS,
em comparagao a outros tipos de meio de cultivo, possui
altas concentragdes de nitrogénio na forma de nitrato de
amonio (Rodriguez et al. 2005), sendo que, N ¢ essencial
para o controle do crescimento de plantas e sua falta pode
limita-lo (Boddey et al. 1997, Vaast et al. 1998, Perin et al.
2004). Dessa forma, o meio MS mostra-se bem-sucedido
no cultivo in vitro de orquideas, mesmo que originalmente
tenha sido empregado no cultivo de tecidos de tabaco
(Rodriguez et al. 2005).

Em relag@o ao fosforo e potéssio, a incorporagdo
destes pelas plantas é proporcional ao crescimento e
desenvolvimento de culturas, sendo assim, no meio MS
Y5 macronutrientes, a concentracdo de sais fosfatados e sais
contendo potassio permitem um incremento nas variaveis
avaliadas, em especial as relacionadas ao sistema radicial
(Massaro et al. 2012).

Em um trabalho realizado com cultivo in vitro de
Cattleya lodigesii Lindl., a combinacdo de KCl e K SO,
promoveu bom crescimento das plantulas, porém néo foi
favoravel a variavel CMR. Em contrapartida, na auséncia
de K,SO, a variavel CMR apresentou melhores resultados
(Figueiredo et al. 2008). Isso se deve ao fato de que a
absor¢do de um nutriente pode sofrer influéncia quando
na presenga de outro nutriente (Malavolta ef al. 1997),
tornando imprescindivel a formulagdo de meios de cultivo
especificos para cada espécie, visando uma melhoria no
crescimento e desenvolvimento in vitro de plantulas (Rego-
Oliveira & Faria 2005). Mediante o exposto, pode-se
concluir que 0 meio MS 2 macronutrientes juntamente
com Ca(ClO), como substancia desinfestante de
sementes, nos periodos de exposicdo de 5 e 10 min.,
foi a combinagdo mais eficaz entre os tratamentos.
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