Research, Society and Development, v. 12, n. 11, e48121143650, 2023
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i11.43650

Morfogénese in vitro de plantulas de Cattleya intermedia Graham ex Hook

(Orchidaceae) em diferentes concentragdes de meio de cultura basal

In vitro morphogenesis of Cattleya intermedia Graham ex Hook (Orchidaceae) seedlings in different
concentrations of basal culture medium

Morfogénesis in vitro de plantulas de Cattleya intermedia Graham ex Hook (Orchidaceae) en

diferentes concentraciones de medio de cultivo basal

Recebido: 10/10/2023 | Revisado: 22/10/2023 | Aceitado: 23/10/2023 | Publicado: 25/10/2023

Francielle Kern de Moraes

ORCID: https://orcid.org/0009-0001-3501-6884
Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil
E-mail: franciellekmoraes@gmail.com

Dara Damiana de Souza Guanais
ORCID: https://orcid.org/0009-0001-6935-2958
Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil
E-mail: gunais.agronomiaufsc@gmail.com
Paulo Cesar Poeta Fermino Junior
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5334-9834
Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil
E-mail: paulo.fermino@ufsc.br

Resumo

Cattleya intermedia Graham ex Hook consiste numa orquidea nativa brasileira do sul da Mata Atlantica com interesse
econdmico de planta ornamental. A cultura de tecidos vegetais possibilita a producdo de orquideas em larga escala,
visando a comercializacdo e a conservacdo das espécies. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de meio de cultura basal MS no crescimento inicial in vitro da parte aérea e radicular de plantulas de C.
intermedia, visando sua propagagdo como estratégia para uso em biofabricas de plantas. Plantulas germinadas in vitro
foram submetidas ao crescimento e desenvolvimento em meio de cultura Murashige & Skoog nas diferentes
concentragcdes salinas de 100%, 50% e 25%). O experimento foi organizado em delineamento inteiramente
casualizado, com dez repeti¢des para cada tratamento, seguidos de analise de variancia e teste SNK. O uso de meio de
cultura basal MS na concentracéo integral em cultivo de C. intermedia favorece a maior sobrevivéncia das plantulas, o
maior percentual e nimero de brotagGes regeneradas. Para o enraizamento adventicio de plantulas no cultivo in vitro,
0 uso de meio de cultura basal diluido & 25% favorece o percentual de enraizamento e 0 comprimento médio das
raizes.

Palavras-chave: ConcentracGes salinas; Crescimento in vitro; Enraizamento in vitro; Multiplicacdo in vitro;
Propagacdo in vitro.

Abstract

Cattleya intermedia Graham ex Hook is a native Brazilian orchid from the south of the Atlantic Forest with economic
interest as an ornamental plant. Plant tissue culture makes it possible to produce orchids on a large scale, with a view
to marketing and conserving the species. The aim of this study was to evaluate the effect of different concentrations of
MS basal culture medium on the initial in vitro growth of the aerial and root parts of C. intermedia seedlings, with a
view to propagating them as a strategy for use in plant biofactories. Seedlings in vitro germinated were subjected to
growth and development in Murashige & Skoog culture medium at different salt concentrations (100%, 50% and
25%). The experiment was organized in a completely randomized design, with ten replicates for each treatment,
followed by analysis of variance and the SNK test. The use of MS basal culture medium at full concentration in C.
intermedia cultivation favors greater seedling survival and a higher percentage and number of regenerated shoots. For
the adventitious rooting of seedlings in vitro cultivation, the use of basal culture medium diluted to 25% favors the
percentage of rooting and the average length of the roots.

Keywords: Salt concentrations; In vitro growth; In vitro rooting; In vitro multiplication; In vitro propagation.

Resumen

Cattleya intermedia Graham ex Hook es una orquidea nativa brasilefia del sur de la selva atlantica con interés
econémico como planta ornamental. El cultivo de tejidos vegetales permite producir orquideas a gran escala, con
vistas a la comercializacion y conservacion de la especie. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
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diferentes concentraciones de medio de cultivo basal MS sobre el crecimiento inicial in vitro de las partes aéreas y
radiculares de plantulas de C. intermedia, con vistas a su propagacion como estrategia para su uso en biofactorias
vegetales. Las plantulas germinadas in vitro fueron sometidas a crecimiento y desarrollo en medio de cultivo
Murashige & Skoog a diferentes concentraciones de sal (100%, 50% y 25%). El experimento se organiz6 en un disefio
completamente aleatorizado, con diez repeticiones para cada tratamiento, seguido de un andlisis de la varianza y de la
prueba SNK. El uso del medio de cultivo basal MS a plena concentracion en el cultivo de C. intermedia favorece una
mayor supervivencia de las plantulas y un mayor porcentaje y nimero de brotes regenerados. Para el enraizamiento
adventicio de plantulas en cultivo in vitro, el uso de medio de cultivo basal diluido al 25% favorece el porcentaje de
enraizamiento y la longitud media de las raices.

Palabras clave: Concentraciones salinas; Crecimiento in vitro; Enraizamiento in vitro; Multiplicacién in vitro;
Propagacion in vitro.

1. Introducéo

A espécie Cattleya intermedia é uma orquidacea endémica do Brasil, com ocorréncia no bioma da Floresta Atlantica,
principalmente nas regides Sul e Sudeste (Flora e Fauga do Brasil, 2023). E uma planta que apresenta facil cultivo, rusticidade
e tolerancia a baixas temperaturas, além de possuir uma grande variedade de cores das suas pétalas, que vai desde o branco até
rosa (Endres-Junior et al., 2015). A espécie vem sofrendo intensas atividades de extracdo por consequéncia de seu elevado
valor ornamental, provocando declinio de suas popula¢des naturais (Endres-Junior et al., 2015). Recentemente, C. intermedia
esta inserida na lista de espécies ameagadas da flora do estado do Rio Grande do Sul (Rio Grande do Sul, 2014) e na categoria
vulneravel da lista vermelha da flora do Brasil (Menine Neto et al., 2013). No mercado nacional de orquideas, C. intermedia
tem bastante procura nos orquidarios produtores do sul do Brasil.

As orquideas sdo conhecidas por apresentar sementes com mintsculo tamanho, de acordo com as espécies, o tamanho
das sementes varia entre 0,05 a 6 mm e seu peso de 0,24 a 0,31 pg. Uma unica capsula pode conter de 20 a 4 milhdes de
sementes em seu interior (Arditti & Ghani, 2000). Os mesmos autores informam que as sementes de orquideas detém algumas
limitagdes que estdo relacionadas ao processo germinativo, como exemplo a espessura da parede das células do tegumento e a
quantidade insuficiente de endosperma presentes no embrido. Adicionalmente estas sementes podem germinar sem estar em
associacdo com fungos, sendo cultivadas em meio de cultura com nutrientes minerais, carboidratos e outros compostos
organicos, sendo chamado de cultivo assimbi6tico ou semeadura in vitro (Johnson et al., 2012).

A germinacdo de sementes de orquideas in vitro vem sendo realizada desde o inicio do século passado, quando
Knudson em 1922 descreveu a germinacdo em meio de cultura asséptico (Arditti, 2008). Os meios nutritivos usados fornecem
substancias essenciais para o crescimento das plantas. Para as orquideas 0s meios nutritivos mais empregados sdo 0 MS e o
Knudson, que promovem rapidez e uniformidade na obtencdo de pléantulas (Arditti, 2008). Como na natureza a taxa de
germinacdo de sementes € baixa e o desenvolvimento das plantulas é considerado lento, o cultivo in vitro possibilita eficiéncia
e uniformidade para o crescimento de plantulas (Abréo et al., 2014).

O desenvolvimento de protocolos para o crescimento inicial in vitro de orquideas tem sido obtido com a avaliagdo de
diferentes composicdes salinas, incluindo diferentes meios de cultivo e concentragcbes dos mesmos visando a conservacdo da
espécie e a utilizacdo em biofabricas de plantas (Araujo et al., 2009; Suzuki et al., 2010; Juras et al., 2019, Ferreira et al.,
2022). Geralmente, o nitrato é a forma de nitrogénio mais facilmente absorvida pelas plantas, embora isso possa variar entre as
espécies e pode ser influenciado por fatores ambientais (Mengel & Kirkby, 1978). De acordo com Malavolta et al. (1997), o
teor de clorofila presente tecidos vegetais indica o nivel de nitrogénio absorvido. O nitrogénio é fundamental para o
crescimento das plantas e qualquer deficiéncia afeta absorgdo de luz durante a fotossintese, influenciando negativamente o
desenvolvimento das plantas (Araujo et al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracbes de meio de cultura basal MS
(Murashige & Skoog, 1962) no crescimento inicial in vitro da parte aérea e radicular de plantulas de Cattleya intermedia

Graham ex Hook, visando sua propagacdo como estratégia para uso em biofabricas de plantas.
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2. Metodologia

Cépsulas maduras de Cattleya intermedia Graham ex Hook foram coletadas no orquidario da empresa de
biotecnologia “Cultivar Orquideas in vitro”, localizada em Arealva-SP e cedidas para o estudo. No Laboratério, as capsulas
foram lavadas em agua corrente com adigdo de duas gotas de detergente neutro, desinfectadas por 2 min em solucéo de etanol
70%, seguida por 15 min em solugdo comercial de hipoclorito de sédio (2,0 a 2,5% de cloro ativo), e finalmente por triplice
lavagem em 4gua destilada esterilizada em camara de fluxo laminar (Fermino Junior et al., 2021).

Apos a desinfeccdo, as capsulas foram excisadas, as sementes foram removidas manualmente com auxilio de pinca e

inoculadas em meio de cultura com sais e vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962 — Sigma-Aldrich®), sem regulador de
crescimento vegetal, suplementado com 30 g.L de sacarose e 6 g.L"* de Agar Vetec® para a germinagao in vitro.
Aos sessenta dias, 0s protocormos desenvolvidos com duas folhas (Figura 1a), conforme classificacdo de Stewart e Zettler
(2002) foram inoculados em meio de cultivo para crescimento in vitro, composto por sais e vitaminas de MS (Murashige &
Skoog, 1962 — Sigma-Aldrich®) nas concentrages 100%, 50% e 25% da formulagdo original, suplementado com 30 g.L™* de
sacarose, e 6 g.L de Agar Vetec®.

Ao cento e cinqglienta dias de cultivo, os pardmetros morfogénicos avaliados foram o percentual de sobrevivéncia,
percentual de calogénese, percentual de brotagBes adventicias, nimero de brotos regenerados, altura dos brotos, nimero de
folhas, percentual de enraizamento, nimero de raizes adventicias e comprimento das raizes. Os cultivos in vitro foram
realizados em frascos de vidro transparente contendo 20 mL de meio de cultivo e fechados com tampa convencional. Os meios
de cultura tiveram seu pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20min a 1,06 kg cm™. Os frascos de cultura
foram incubados em sala de crescimento a 25 £2 °C, 16 h de luz e 8h de escuro, com lampadas brancas fluorescentes de fluxo
de fotons de 50 umol m st (Fermino Junior et al., 2021).

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado, com dez repeti¢des para cada tratamento,
sendo cada unidade amostral composta por um frasco contendo dez protocormos. Os resultados foram submetidos analise da
variancia (ANOVA) com aplicacéo do teste F e as médias quando significativas estatisticamente, comparadas pelo teste SNK a
5% de probabilidade, usando o software estatistico SISVAR 5.6 (Ferreira, 2011). As varidveis discretas provenientes de

contagem (nGimero) foram transformadas por (x + 0,5)*2, onde x é o percentual ou o valor obtido de cada variavel.

3. Resultados e Discusséo

O uso de diferentes concentraces de sais do meio de cultura basico MS no crescimento inicial in vitro de Cattleya
intermedia Graham ex Hook promoveu resposta morfogénica diferenciada em alguns dos pardmetros investigados (Tabela 1).
O percentual de sobrevivéncia das plantulas (%SB) e o percentual de formagdo de massa calogénica (%CG) na base das
plantulas (Figura 1b) em cultivo foi maior com o uso do meio MS na concentragdo integral, e reduziu com a diminuicéo da

concentracdo salina.
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Tabela 1 - Morfogénese in vitro da parte aérea de plantulas de Cattleya intermedia desenvolvidas em diferentes concentragdes
de meio de cultura basico MS. Legenda: %SB = percentual de sobrevivéncia das plantulas; %CG = percentual de calogénese
nas plantulas; %BR = percentual de brotagBes adventicias; NB= nimero de brotos regenerados; AB= altura das brotacdes
(cm); NF= nGmero de folhas na plantula.

MEIOS %SB* %CG* %BR* NB* AB NF*
MS 96,0 +8a 525+20a 27,7x17a 22+09a 19+03a 38+09a
MS/2 81,0+21b 30,7+19b 216+22a 1,7+09a 1,7+04a 32+04a
MS/4 50,0+0¢c 40+8¢c 8,0x17b 04+09b 15+04a 32+05a

CV% 51 10,3 13,4 28,7 22,5 8,3
Média 75,6 29,0 19,1 14 1,7 34

Nota: *Dados transformados para (x + 0,5)Y2. As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste SNK ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Proprios autores (2023).

Figura 1 - Aspectos da morfogénese in vitro de Cattleya intermedia Graham ex Hook desenvolvidas em diferentes
concentragdes de meio de cultura basico MS. a. Protocormos no estagio de duas folhas emitidas; b. Explante com formagéo de
calo (seta) na base; c. Microbrotos regenerados (seta) no explante em meio de cultura; d. Planta regenerada com raizes (seta)
adventicias. Barra =1 cm.

Fonte: Autoria propria (2023).

A formacdo de brotagdes multiplas (%BR) e o0 nimero de brotos regenerados (NB — Figura 1c) foram maiores com o
uso de MS na concentracdo integral (MS) e na reducdo a metade da concentragdo salina (MS/2), sendo menor na concentracéo
salina mais diluida (MS/4). A altura dos brotos regenerados (AB) e o nimero de folhas desenvolvidas (NF) ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas com o uso de diferentes concentracdes do meio de cultura basal MS.

O meio de cultura MS Murashige e Skoog (1962) é um meio muito rico em macronutrientes, micronutrientes e
vitaminas (Dezan et al., 2012), no entanto as exigéncias nutricionais para cada espécie de planta séo bastante especificas. O
suprimento ndo adequado de um elemento essencial (excesso ou deficiéncia) pode resultar em danos para o desenvolvimento
vegetal. O excesso de nutrientes pode provocar danos por causa da salinidade, ou seja, ocorre um desequilibrio osmético que
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afeta negativamente a absor¢do de agua pelas raizes (Schwalbert et al., 2014). De acordo com George et al. (2008), a adicdo de
componentes ao meio de cultura, especialmente macronutrientes e fontes de carbono, representa decréscimo consideravel no
potencial osmético do meio. No presente estudo, o uso da concentragdo integral do meio MS indica a existéncia de uma
quantidade adequada de macro e micronutrientes, bem como de um balango osmotico para o crescimento e desenvolvimento
da parte aérea, expressos pelo maior percentual de sobrevivéncia, e maior percentual e nimero de brotacdes adventicias.

Algumas espécies de orquideas in vitro apresentam maior desenvolvimento da parte aérea quando cultivadas em meio
de cultura MS com a concentracdo salina reduzida (Pedroso-de-Moraes et al., 2009; Cordeiro et al., 2011; Cunha et al., 2011,
Dezan et al., 2012), diferindo dos resultados obtidos em C. intermedia. No estudo de crescimento in vitro de Cattleya
bowringiana com diferentes concentracdes do meio de cultura MS, também obteve o maior nimero de brotos por plantula e o
comprimento da parte aérea com 0 uso do meio MS na concentracdo integral (Palaoro et al., 2018). Conforme Ferreira et al.,
(2017), a escolha do meio de cultura para o desenvolvimento das orquideas é essencial para o adequado crescimento, e 0 ajuste
do mesmo deve ser especifico.

A formacéo de raizes adventicias (%ER) e o comprimento médio das raizes (CR— Figura 1d) in vitro em plantulas de
C. intermedia foi maior (100%) com o uso de meio de cultura basal MS diluido a 25% (MS/4), e menor nas concentracfes
salinas mais elevadas (Tabela 2). O nimero de raizes adventicias regeneradas (NR) ndo foi modificado comparando-se as

diferentes concentrac¢des salinas do meio basal MS.

Tabela 2 — Rizogénese in vitro de plantulas de Cattleya intermedia desenvolvidas em diferentes concentragdes de meio de
cultura basico MS. Legenda: %ER= percentual de enraizamento das plantulas; NR= nimero de raizes adventicias regeneradas;

CR= comprimento médio das raizes.

MEIOS Y%ER* NR* CR
MS 71,0+23b 30+0,7a 15+£04b
MS/2 783+20b 23+05a 1,4£0,2b
MS/4 100+0a 28+04a 2,7+06a

CV% 7,0 9,3 24,7
Média 83,1 2,7 1,9

Nota: *Dados transformados para (x + 0,5)Y2. As médias
seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste SNK ao nivel de 5% de
probabilidade. Fonte: proprios autores (2023).

Na fase do enraizamento in vitro, frequentemente, os meios de cultura sdo preparados com a reducdo da concentragdo
salina (Diniz et al., 2014), uma vez que elevadas concentragfes salinas tendem a inibir todas as fases da rizogénese
(Grattapaglia & Machado, 1998). De acordo com Damiani e Schuch (2009) o desenvolvimento de um sistema de enraizamento
mais eficiente resulta em mudas com maior qualidade fisiol6gica e diminuicdo de perdas durante a fase de aclimatizacdo na
micropropagacao de plantas.

Os resultados obtidos no presente estudo com C. intermedia estdo de acordo com Rego-Oliveira e Faria (2005)
trabalhando com Catesetum fimbriatum, e Sorace et al. (2008) com pléantulas de Oncidium bauer, em que o maior nimero de
raizes foi conseguido com a utilizacdo do meio MS diluido. Entretanto, 0 nimero e comprimento das raizes desenvolvidas em
Cattleya bowringiana no cultivo in vitro com a concentracdo integral de meio MS foram maiores do que em meio com reducdo

da concentracdo salina (Palaoro et al., 2018).
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4. Concluséo

O uso de meio de cultura basal MS na concentracéo integral em cultivo in vitro de C. intermedia favorece a maior
sobrevivéncia das plantulas, o maior percentual e nimero de brotac@es regeneradas.

Para o enraizamento adventicio de plantulas no cultivo in vitro, o uso de meio de cultura basal diluido a 25% (MS/4)
favorece o percentual de enraizamento e o comprimento médio das raizes.

A avaliacgdo de diferentes tipos de meios de cultura (macro e micronutrientes) e dos aditivos (sacarose, carvao ativado)
poderd melhorar o protocolo de crescimento in vitro de C. intermedia em novas pesquisas a serem desenvolvidas.
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