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Cultivo in vitro de plantulas de orquidea em meios com diferentes
concentracoes de fertilizante mineral

Donizetti Dmaz RodriguésRobeto Fereira Novais, Victor HugoAlvarez \A, José Maria Mogira Diag,
Wagner Campos OtohiEcila Mercés deAlbuquegue Mlani**

RESUMO

Existem diversos meios nutritivos utilizados no cultimovitro de orquideas, com diferentes composigdes e
concentragdes de sais, resultando em respostas distintas entre eles. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimentc
in vitro de plantulas de orquide@dttleya walkerian@ardner) sob diferentes doses de fertilizante NPK, adicionado
ao meio de cultivo, como fonte de nutrientes. Foi utilizado o fertilizante Patefsrmulacdo NPK 10-30-20 + Mg +
micronutrientes, nas doses de: 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 10,@egnheio, acrescido de agua de coco (150 ML L
sacarose (20 g1), carvéo ativado (2 g1) e pH corrigido para 5,6. Foram utilizados frascos de vidro de 320 mL de
capacidade, contendo 35 mL de meio onde foram inoculadas dez plantulas com seis meses de idade, previamente
germinadas em meio Knudson C. O experimento foi mantido em sala de crescimento a 27 + 2 °C, 16/8 h luz/escuro e
irradiancia de 4gmol m? s*. A produgcdo maxima de matéria seca da parte aérea das plantas, aos seis meses de idade,
foi estimada em 0,255 g/frasco com uso de 5,22 dd_fertilizante adicionado ao meio de cultura. Considerando a
possibilidade de salinidade elevada do meio, para algumas espécies de orquidea, estimou-se a dose de fertilizante (3,5¢
g L) necesséria para obtencao de 90% da producdo m#&smeizes apresentaram drastica reducao do crescimento
(menor nimero e curtas) em condicdes de alta concentracédo de fertilizante.

Palavras-chavefertilizante comercial, nutricdo, micropropagacéo, Orchidaceae.

ABSTRACT

I nvitro cultivation of orchid seedlingsn media with differents concentrations
of mineral fertilizer

There are a number of medium formulations for growth of orchid seedingso, with different compositions and
concentrations of salts, leading to varying plant responses to them. The objective of this work was tarevitoate
growth of orchid Cattleya walkerian&ardner) seedlings subjected to different rates of a NPK fertilizer added to the
growth medium. The fertilizer Pet@€nwas used in the formulation NPK 10-30-20+Mg+micronutrients in the rates of 0.0;
1.0; 2.0; 3.0; 4.0; 5.0; and 10.0 g medium, with coconut milk (150 mL1), sucrose (20 gt) and activated charcoal (2
g L) and pH adjusted to 5.6. Six-month-old seedlings, previously germinated in Knudson C medium were transferred
to 320 mLglass jars containing 35 nof medium, using 10 plants per.jahe maximum production of dry matter from the
aerial part at six months of age was estimated at 0.255gffathe medium added of 5.22 g &f fertilizer. Considering
the possibility of high salt concentration in the medium for some orchid species, the fertilizer rate needed to obtain 90%
of maximum production was estimate at 3.55'gThere was a drastic growth reduction in root growth when using high
fertilizer concentrations, producing fewer roots and shorter

Key words: mineral fertilizer nutrition, micropropagation, Orchidaceae.
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INTRODUCAO A exaustdo de nutrientes no meio de cultivo faz com
que as plantas cultivadasvitro tenham, com o passar

A literatura espealizada mostra que ndo ha, amdad,o tempo, taxas de crescimento reduzikleshi & Tagaki

um meio de cultura especifico e ideal quanto a compo i_997) estudando a exaust&o de nutrientes no meio de

¢ao nutricional para todos os géneros, espécies ou hi v paraDendobium moniliforme(L.) Sw. e

dos de orquideas. Entretanto, trabalhos relatam qu%Srwinara‘Pretty Girl’, verificaram aumento de matéria

concentragdo de sais no meio de cultivo influencia diretgéCa dos tecidos em 10 e 13 vezes, respectivamente, em

mgnte ? cresumenFt)o dlelor;q;(;ifggltro., szjat p(lelz;g;gl;:.:l, relacéo ao inicio do experimento. O P foi todo absorvido
seja pelo excesso ( k - Figueredetat, '’ porD. moniliforme ocorrendo 0 mesmo para S, sacarose,

Stancatet al, 2008). e com decréscimo no valor de pH de 5,8 para 5,0. Resul-

Alguns autores afirmam que ha especificidade muitg 4« semelhantes foram observados DEravinara
grande entre a composicao quimica do meio e 0 gendtiPg ety Girl”, exceto para o P que néo foi totalmente ab-
em que, para cada espécie ou grupo de espécies, hagdiiqo. Com esse trabalho, os autores constataram que
meio mais apropriqdo. Esge fato foi verificado por Dijk 8?5 diferencas nos padrdes de absorgdo dg, Ni”,

Eck (1995) ao.avallzi\re.m diferentes cohcgntrggées de f(Rﬁga' Ct, NO;, H,PO;, glicose, frutose, sorbitol e manitol,
foro (P) e nitrogénio (N) no cultiven vitro de ¢ (ampem nos padrées de producéo de matéria seca s&o

Dactylomizqmajalis(Rchb. f.) FF Hunt & Summerh. i ndas da carga genética e dos métodos de propaga-
D. praetermissdDruce) So¢D. incarnata(L.) So6 eD. cdoin vitro.

maculata(L.) Sod ssp. maculata. Esses autores também ~om este trabalho, avaliou-se a produigévitro de

concluiram que somente o N, em grandes doses, royggiéria seca de plantulas de orquideas, com seis meses
problemas de toxicidade, provavelmente pela salinidadg jjade, em resposta a doses crescentes do fertilizante
causada. Peter§ 10-30-20 + Mg + micronutrientes, adicionadas ao

Adelberget al.(1997) compararam, na forma liquidameio de cultura, como fonte de nutrientes minerais.
0s seguintes meios: MS (Murashige & Skoog, 1962),

Y% MS, ¥ MS, Knudson C (Knudson, 1946), LindemanpMA TERIAL E METODOS
(Lindemanret al, 1970) é/acin & Went (\acin &Went,

1949), e obtiveram melhores resultados na producéo de Este expe,rlrento f0|. condu2|dq no Laboratorio de
Ligtura de Células ecidosVegetais do Departamento

matéria seca de plantulas obtidas de sementes de ac ; . . } .
P do Fitotecnia, da Universidade FederaVdmsaAs con-

hibridos deCattleya (Sophrolaeliocattleyalewel Box .~ _ ) .
‘Scheherezadee BrassolaeliocattlevaRualevs Mill di¢cbes da sala de crescimento foram mantidas constantes
yarugiey a 27 £2°C, com 16/8 h luz/escuro e irradiancia de

Mendenhalll ) c.om ,o uso de MS e sua§ diluicoes. 48 umol n? s?, fornecida por tubos fluorescentes Ostam

Em cultivoin vitro de duas orquideas terrestres40Wqu do dia
(Bromheadia fmlaysqm&chb. f eCy'n.1b|d|um sinense A unidade experimental foi composta por um frasco
(Jacks. eAndrews)Willd.) e uma epifita@endiobium

com capacidade para 320 mL com 35 mL de meio sobre o

White Fairy”), avaliou-se a absorcao de nitrato e amon'ﬁ’ual foram colocadas cinco plantulas @attleya

(Hewet al, 1993). Os autores ndo observaram d'ferengaﬁalkerianaGardnerprovenientes de sementes, com apro-
significativas nos padrées de absorcéo de N entre as £S5, damente 0,5 cm de altura e 0,2 cm de comprimento
pécies estudadas, embora a taxa de absorcao de amPRige iar cultivadas inicialmente em meio Knudson C
tenha sido maior do que a de nitrato. (Knudson, 1946) durante seis meses. Quando repicadas
A nutricdo nitrogenada de cultivovitrotambém foi  para os frascos com o respectivo tratamento, estas foram
estudada por Majerowicz & Kerbauy (2002); nesse estyeparadas individualmente e limpas do agar aderido as
do, foram utilizadas diferentes fontes de N:.;NQ&H,", rajzes.
ureia, e glutamina, para o cultivo de plantulas de dois O experimento, em blocos ao acaso com quatro repe-
gendtipos de @asetum fimbriatungGardner ex Hook.) ti¢ées, foi constituido por sete concentragdes do fertili-
Rchb. f. Esses autores verificaram melhores respostagaate Petefs NPK 10-30-20 + Mg + micronutrientes (em
glutamina em termos de produgéo de matéria seca gglgg®, N 100; P 130,9; K 166,0; Mg 0,6 €, em md,kg/68;
plantulas, sendo que n&o houve diferenca significatiee 500; Zn 25; Cu 36; Mn 250; e Mo 9) adicionado ao meio
entre as outras fonteSambém, a presenca do nitratonas concentracdes: 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 16.dAm todos os
causou maior crescimento de raizes em um dos genétigoatamentos, foram utilizados 30 g tle sacarose, 2 g'L
contrariamente ao ocorrido com a ureia. Por outro ladde carvao ativado, 6 g'lde agar (Merck Alemanha) e
no outro gendtipo observaram restricdo do crescimerpbl corrigido para 5,6.
da parte aérea das plantas quando a fonte amoniacal foiAo final de seis meses, foram avaliados o crescimento
utilizada. das plantas quangoproducao de matéria fresca e seca de
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parte aérea e de raizes, comprimento e numero de raizéso que apresentam, de modo geral, relagdo menor que
altura e nUmero de unidades de parte aéred,(tdPsti- 1, como observado por Rodriguesal (2010) ao avalia-
tuida pela estrutura formada pelo limbo foliar + pseudoem o crescimento deaelia purpurata‘Werkhaser x
bulbo), utilizando-se de paquimetro digital (Digimessaelialobata‘'Jeni’ cultivadas em vasos, em casa de ve-
100A) e balanca analitica (Gehaka BG 400). getacdo. No presente estudo, a relacdo RA&condi-

As amostras foliares foram secas em estufa de circutzo da dose correspondente a producédo maxima d& MSP
¢ao forcada de ar a 70 °C, moidas e submetidas a dige$t@ide 1,85 (Figura 1C). Desta forma, a relagao R4®de
nitrico-perclérica para a determinagao dos teoresie P ser utilizada como caracteristica auxiliar ao estudo
Ca, Mg, S, Fe, Mn, B e Zn, quantificados por espectrometrnatricional, sabendo-se que valores extremos de RA/P
de emisséo 6tica em plasma induzido (ICP), e N pelo méfmdem indicar problemas relativos a deficiéncia ou ao ex-
do semi-micro-Kjeldahl (Embrapa, 1999). cesso de nutrientes.

As andlises de variancia, de regressao e contrastesO numero de unidades de parte aéread\j@h com-
foram realizadas com auxilio do programa SAEG 9.0, ajugrimento médio dessas unidades (CMY@iguras 1D e
tando-se as equacdes para as variaveis: matéria secaEpapresentaram alto incremento em resposta ao aumen-
parte aérea (M9, matéria seca de raizes (MSR), relagato da dose do fertilizante, com valores maximos estimados
raiz:parte aérea (RAA}, nimero de raizes (NR), compri- em 14,7 unidades/frasco e 2,6 cm poAltias concentra-
mento médio de raizes (CMR), unidades de parte aéiges de 3,7 e 4,8 g'L.respectivamente. Resultados seme-
(UPA), comprimento médio das unidades de parte aérimntes foram obtidos por Moraessal. (2009) ao avalia-
(CMUPA) e os teores de nutrientes na parte aérea da plaem o crescimento de plantulas @attleya loddigesii
ta, como variaveis das doses do fertilizante no meio. Lindl. em meio de cultura MS (50% da concentrag&o origi-

nal) e em dois meios contendo os fertilizantes: Hyponex
RESULTADOS E DISCUSSAO (NPK 6,5-6-19) e Kristalon laranja (NPK 6-12-36), durante
o periodo de 180 dias de cultivovitro.

Em experimentanterior doses de fertilizantes mine- . - .
. . As raizes demonstraram sensibilidade a salinidade quan-
rais compreendidas entre 0,25 e 2,25 ¢dsultaram, para N ; - . )
do expostas as maiores concentracdes (acima de'6 g L

muitas variaveis de crescimento, em curvas lineares, n&\o . . . .
o fertilizante), com reduzido numero (Figura 1F) e com-

sendo possivel definir a melhor dose de fertilizante a sp?rrimento (Figura 1G)s orquideas, as epifitas em parti-
adicionada ao meio de cultivo (Rodrigwetsal., 2012). ' '

i cular, tém as raizes com velame, estrutura que estoca agua
Com base nesses rgsultados, foram estabelecidas aSiatrientes, disponibilizando-os de maneira lenta e gra-
ses para este expenmen@m:redﬂayg—se qué, €m CON- 413| para a planta em seu habitat (Arditti, 1982%im,
centracoes a partir de 3 a 4-8do fertilizante, a salinidade pode-se deduzir que o suprimento de nutrientes deve ser
comecasse a exercer efeito prejudicial ao crescimentQ & 1 4ivas concentragdes e mais continuamente, ao con-
desenvolvimento das plantulas (explantes). trario do que se faz para as culturas anuais: grandes do-
As diferencas encontradas na producdo de matéria sgga o poucas aplicacdes (Novais & Rodrigues, 2004).
da parte aerea (M8pcomo variavel das doses foram despqianio, a adigio de 10 ¢ te fertilizante Peters® 10-
critas por uma equacao quadratica (Figura 1A), que pemig.0 + Mg + micronutrientes resultou em perdas para
tiu estimar a concentragdo de fertilizante (5,22)gleces-  i5qas as variaveis biométricas analisadas.
saria para atingir a produgdo maxima de M$R255 g/ As plantas, de modo geral, apresentaram aspecto sau-
frasco). Considerando-se 90% da produtividade maximaggye| e sem sintomas de estresse salino nos tratamentos
concentracdo de fertilizante no meio € de 3,55.g L que receberam até 5 ¢ Ho fertilizante. No entanto, no
A producéo de matéria seca de raizes (MSR) apres@iiamento com a dose de 104 ks plantas manifesta-
tou alto incremento até a dose de I'gle fertilizante; e, ram o fenémeno da hiper-hidricidade, definida como uma
como observado no modelo, apresentou um intervalo efesordem morfofisiolégica de plantas crescidastro,
tre as doses de 1 a 5 ¢,lcom pequenas variagdes ngesultando em baixa habilidade para o crescimento nor-
producao de matéria seca (Figura 1B). De acordo com efsgl, além de problemas relativos & aclimatizagéo. Este fe-
resultado, verificou-se que a relagéo entre a producaorimeno é uma resposta da planta a estresses gerados por
MS de raiz e de parte aérea (RAYRFigura 1C) foi forte- um ambiente inadequado ou impréprio para o crescimen-
mente influenciada pela concentracéo de sais no mei@.e desenvolvimenta vitro, caracterizado por reducéo
tendo em vista o aumento da MS&companhado pela no teor de clorofila e proteinas, incremento no contetido
diminuicdo na MSR. Orquideas cultivadasitro podem de agua e alteragdo na composicdo idnica dos tecidos
apresentar relagdo RAXFsuperior a dois, dependendo(Hazarika, 2006; Hossagt al, 2010).
do meio usado e da espécie (Rego-Oliveira & Faria, 2005; N&o existe na literatura dados sobre os niveis criticos
Stancatcet al, 2008), o ge ndo ocorre com plantax de macro e micronutrientes para plantas de orquideas
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cultivadasin vitro. Para uma comparacao entre os tratdras plantas perenes, sendo muito responsivas ao P nesta
mentos, serdo considerados adequados os teoresfade inicial de crescimento.
macro e micronutrientes encontrados para a producao Os teores de K na parte aérea variaram segundo
méaxima de MSR e para 90% desta producéo. um modelo (raiz quadrada), com valores entre 16,9 e
Teores adequados de N em folhas de plantas adul880 g kg!, em que os maiores teores foram observados
apresentam valores entre 16 e 35 @ pnes Jret al, entre as doses de 5 e 10l fertilizante no meio (Figu-
1991). Considerando que o teor adequado de N em cuta-2C). Plantas cultivadasvitro tém, inicialmente, com-
vosin vitro seja aquele em que ocorre a produgdo maxinpartamento heterotréfico, isso porque a fotossintese rea-
(28,3 g kgt de N) e comparando este com o teor apreselizada pelas folhas ndo produz carboidratos suficientes
tado para a ultima dose de fertilizante (51,8 ¢ Kogerce- para crescimento satisfatorio. Por isso, ha necessidade
be-se alto incremento de N nos tecidos da planta (Figuta adicao de fontes externas de carboidratos ao meio, os
2A), sendo este um fator indicativo de hiper-hidricidadejuais seréo absorvidos e utilizados pela planta (Arditti,
Nas raizes e na parte aérea das plantas, foram ob4&92; George, 1993). Essa relagdo entre o transporte de
vados teores muito elevados de P (Figura 2B) quandgQucares e o K sugere que plantas cultivadastro
comparados com aqueles considerados adequados p&jam muito mais sensiveis a deficiéncia deste nutriente
plantas adultas (Jones &t al, 1991). Isso se deve, emno meio. Diversos trabalhos mostram que ndo apenas a
parte, a grande disponibilidade deste nutriente no malose de K interfere no crescimento de plantas cultivadas
de cultura, uma vez que o fertilizante utilizado apresentir-vitro, mas também a fonte usada, uma vez que o K entra
va na sua formulacao teor elevado de P (130,9% kgcomo ion acompanhante de nitrato, cloreto ou sulfato
Estes teores elevados de P sugerem que plantas jovg@edaset al, 1998; Junqueirat al, 2003;Villa et al,
de orquideas tenham comportamento semelhante a 8006; Figueiredet al, 2008).
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Como o fertilizante Peter4.0-30-20 foi utilizado nes- Os teores de S aumentaram, significativamente, com o
te experimento, o meio apresentava baixa concentragionento da dose de fertilizante no meio de cultivo, de 1,04
em Ca, confirmado pelos baixos teores encontrados @8,5 g kg (Figura 2F), sendo este comportamento inespe-
parte aérea (Figura 2D), inferiores aos consideradoedo, uma vez que o fertilizante P€eteir8-30-20 nao apre-
adequados por Jonesdral (1991), de5a 20 gKg sentaSem suas garantias minimas de nutrientes, levando a
Entretanto, sintomas visuais de deficiéncia deste norer que um pequeno teado considerado pelo fabrican-
triente ndo foram observados. Provavelmente, a necés-esté presente no fertilizante e na agua de coco.
sidade de Ca foi suprida, em parte, pela agua de cocoNo Brasil, o setor produtivo de flores e plantas orna-
adicionada ao meio, sendo que o teor de Ca apresenhoentais vem ocupando espago no setakgtonegocio
uma diluicdo linear nos tecidos da planta com o aumeogue tem estimulado muito os produtofi@glavia, € um
to da producdo de matéria seca, com valores de 3&or ainda carente de pesquisas, principalmente no que
para 1,81 g k@, respectivamente para a dose de 1 a Xz respeito as técnicas que promovam melhorias na qua-
g L1 do fertilizante. lidade do produto (folhas e flores). Furlani & Castro (2001)

Agua de coco, muito utilizada na propagag¢do enfatizam que o balanco adequado de micronutrientes é
vitro de orquideas, quando adicionada ao meio de cfillndamental uma vez que estes estéo diretamente relacio-
tura pode induzir a diviséo celular e promover um rapitados com a formacédo dos botdes florais e, sua deficién-
do crescimento de plantas, em decorréncia de sua cari& ou, seu excesso, pode causar alteracdes no aspecto
posicédo (sais minerais, acucares, reguladores de crdefolhas e flores.
cimento, proteinas, além de vitaminas e outros compo- No presente trabalho, dos micronutrientes analisados,
nentes aganicos) (Geaye, 1993)Aradjoet al (2006) apenas os teores de Zn e Mn mostraram-se adequados,
verificaram maior desenvolvimento de plantulas deemelhantes aqueles encontrados em plantas adultas (Fi-
Cattleya loddgesiiGrande’ xCattleya loddgesiiAlba’ guras 3B e C) (Jones ét al, 1991 Arditti, 1992; Novais
cultivadasin vitro com a adicdo de 200 mL de agua dé& Rodrigues, 2004). Isso demonstra que os teores de Zn e

coco ao meio Knudson C. Mn no fertilizante Peters® e na agua de coco foram sufi-
Com relacdo ao teor de Mg na parte aérea, este agientes para suprir as necessidades das plantas.
sentou expressivo aumento a partir de 2 de-fertilizan- Os teores de Fe encontrados nos tecidos da parte aé-

te (de 0,92 a 1,81 g Ky ainda assim, insuficientes para aea da espécie estudada foram baixos, indicando que os
adequado crescimento Gattleyade 2 a 3 g k§(Jones sintomas visuais de deficiéncia deste nutriente, frequen-

Jretal, 1991) (Figura 2E). temente observados em cultiviosvitro, sdo devidos a
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Figura 2. Teores de nitrogénio (A), fosforo (B), potassio(C), calcio (D), magnésio (E) e enxofre (F) na parte aérea de plantulas de
Cattleya walkerian@omo variaveis de doses de fertilizante (P&te0s30-20) no meio de cultivo.
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