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RESUMO. Objetivou-se avaliar diferentes concentragdes de nitrato de cilcio e nitrato de
amoénio no crescimento in vitro de orquidea. Plantulas de Cattleya loddigesii oriundas de
sementes germinadas in vitro, com 1,0 cm de comprimento, foram inoculadas em frascos
contendo 60 mL de meio de cultura WPM modificado em suas concentragdes de nitrato de
cilcio (0, 278, 556, 834 ¢ 1112 mg L") e nitrato de aménio (0, 200, 400, 600 e 800 mg L).
O meio foi acrescido de 20 g L' de sacarose, 150 g L' de polpa de banana ‘nanica’ madura e
2 g L' de carvio ativado, pH ajustado para 5,7 = 0,1 e solidificado com 6 g L™ de 4gar, antes
da autoclavagem a 121°C e 1,5 atm, por 20 min. Apés a inoculagio, os frascos foram
transferidos para sala de crescimento a 25 + 2°C, fotoperiodo de 16h e 35 umol m? s de
intensidade luminosa. Decorridos 90 dias, observaram-se melhores resultados para ntimero
de folhas e de brotos com 400 e¢ 450 mg L' de nitrato de aménio, respectivamente,
enquanto que o maior ntimero de rafzes foi obtido com 600 mg L' de nitrato de aménio e
278 mg L' de nitrato de cilcio. Recomenda-se a utilizagio do meio WPM em sua
composi¢io original, sem nitrato de cilcio na micropropagagio desta espécie.

Palavras-chave: Cattleya, nitrato de cilcio, nitrato de amonio, micropropagagio.

ABSTRACT. Nitrogen sources in the in vitro development of the Cattleya loddigesii
Lindl. (Orchidaceae). This work aimed to evaluate the effect of different concentrations
of calcium and ammonium nitrate on the in vitro development of orchids. Cattleya loddigesii
orchid plantlets, 1.0 cm in size produced by self pollinization and also by in vitro germinated
seeds, were inoculated in flasks containing 60 mL of WPM culture medium, modified with
different concentrations of calcium nitrate (0, 278, 556, 834 and 1112 mg L') and ammonium
nitrate (0, 200, 400, 600 and 800 mg L™). The culture medium was supplemented with 20 g
L' of sucrose, 150 g L' of ‘nanica’ banana pulp, activated charcoal 2 g L™, solidified with
agar 6 g L', and pH adjusted to 5.7 = 0.1 before being autoclaved at 121°C, 1.5 atm
pressure during 20 minutes. After inoculations, the flasks were transferred to a growth
room with controlled temperature around 25 * 2°C, 16h photoperiod regime, with a light
intensity of 35 wmol m™ s™. After 90 days, it was observed that the best results in terms of
number of leaves was achieved with 400 mg L' of ammonium nitrate, and the highest
number of sprouts was obtained with 450 mg L' of ammonium nitrate, but the major
number of roots was verified in the treatment with 600 mg L' of ammonium nitrate and
278 mg L™ of calcium nitrate. In resume, it is recommended to use the WPM medium in its
original composition, without calcium nitrate to micropropagate C. loddigesii orchid
plantlets.
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Introducao

A espécie Cattleya loddigesii ocorre nos Estados da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Parand, Rio de
Janeiro e Sio Paulo, em locais situados entre 500 ¢
900 m de altitude. Seu cultivo é mais ficil em locais
de temperatura mais amena, protegidos da
luminosidade excessiva, com maior umidade nos
meses mais quentes e inverno mais seco. Seu perfodo

de florescimento vai do outono até a primavera.
Produz flores de até 9 cm de didmetro, com coloragio
desde o rosa-claro até o rosa mais intenso pintalgado,
além da variedade alba (ARAUJO, 2004).

A cultura assimbidtica, ou semeadura in vitro de
orquideas, constitui uma técnica bastante relevante, do
ponto de vista comercial e também ecoldgico. As plantas
produzidas dessa forma sio altamente interessantes para
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programas de reintrodugio de espécies nativas em dreas
de preservagio ambiental, resultando em maiores
percentuais de germinagio, em comparagio com a
germinagio em condigdes naturais, a qual é dependente
da infecgdo por fungos micorrizicos simbiontes, muitas
vezes espécie-especificos.

Neste contexto, a produ¢io de orquideas, a partir
de técnicas de cultura de tecidos, é uma alternativa
vidvel para a obtengio de um grande ntmero de
plantas, em curto espago de tempo, suprindo, assim, a
necessidade dos produtores de orquideas na aquisigio
de mudas com qualidade comprovada.

O meio de cultura utilizado na micropropagacio
é um fator determinante para o sucesso do cultivo in
vitro de orquidea. A fonte de sais minerais fornecida
aos explantes ¢ extremamente importante, assim
como sua concentragio. O nitrogénio é um dos
principais nutrientes essenciais e ativos, sendo
absorvido, principalmente, na forma de nitrato
(NOy) e amoénio (NH,"). Por ser constituinte de
virias biomoléculas essenciais, como aminoicidos,
icidos nucléicos, proteinas, enzimas e outros, sua
assimilacio se dd em diversos processos metabdlicos
da planta (SAKUTA et al., 1987).

O efeito das diferentes formas inorginicas de
nitrogénio sobre o crescimento e o desenvolvimento
em cultura de tecidos é marcante: o nitrato, como
tnica fonte de nitrogénio, sustenta boa taxa de
crescimento em muitas espécies, sendo também a
melhor forma de nitrogénio para algumas culturas,
tals como cenoura, roseira ¢ virias outras espécies
(CALDAS et al., 1998). No entanto, hi espécies que
nio crescem bem com presenga de nitrato no meio
de cultura, como, por exemplo, calos de arroz,
indicando que este tecido € incapaz de utilizar o
nitrato como fonte de N (CALDAS et al., 1998).

Mercier e Kerbauy (1998), comparando fontes de
nitrogénio (glutamina ¢ NH,NO;) em culturas in
vitro de Tillandsia pohliana (Bromeliaceae), verificaram
que NH,NO; induziu aumento nas concentragdes de
citocininas e, paralelamente, declinio no conteddo de
icido indol acético (AIA) em tais tecidos, além de
proporcionar maior produgio de massa fresca e seca
nas plintulas. No entanto, os mesmos autores citam
que, dependendo do hdbito de crescimento das
bromélias, hi preferéncia pela forma de N orginico
que a planta utiliza.

Dijk e Eck (1995b) formularam meios de cultura
com 0 a 12 mM L' de N, utilizando como fonte o
NH,NO;, e os testaram no cultivo in vitro de
plantulas de Dactylorhiza, obtendo resultados
diversos quanto ao crescimento das plantulas: as de
D. incarnata apresentaram decréscimo na massa
fresca, D. praetermissa incremento, enquanto D.
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majalis fol indiferente ao aumento das concentragdes
de N no meio.

Outro elemento, o cilcio, desempenha papel
importante na morfogénese, por causa da interagio
com substincias reguladoras de crescimento e parece
haver associagio entre o cilcio e as citocininas,
principalmente nas dreas onde esti ocorrendo
diferenciagio (ARRUDA et al., 2000). Segundo
George et al. (1988), a formagio de protocormos, a
partir  de calos de  Dendrobium  fibriatum
(Orchidaceace), foi baixa na auséncia de célcio.

Pelo fato do cilcio ser um elemento pouco
mével dentro da planta e, em decorréncia da maior
demanda dos tecidos mais jovens por esse elemento,
sua importincia na cultura in vitro assume cariter
particular. E transportado basicamente por processos
passivos, os quais sio extremamente influenciados
pela taxa transpiratéria. Dessa forma, muitas vezes,
ocorrem sintomas de necrose nas gemas terminais,
em consequéncia da baixa atividade transpiratdria
dos explantes cultivados in vitro. Esses sintomas
podem ser evitados pela diminuigio das taxas de
crescimento, pela modificagio do ambiente de
cultura ou pelo aumento dos niveis de cilcio no
meio (McCOWN; SELLMER, 1987).

O cilcio auxilia na desintoxicacio de altas
concentragdes de outros elementos minerais na planta
(MARSCHNER, 1986) e exerce também fungio
estrutural (atuando na formacio da parede celular) e
nos processos de divisio celular (ARRUDA et al.,
2000).

A interagdo entre cilcio e amdnio na produgio de
massa fresca em plantulas de Dactylorhiza incarnata,
cultivadas in vitro e provenientes de sementes, foi
pesquisada por Dijk e Eck (1995a). Para tanto,
variaram a concentragio de aménio 0 a 8 mM L™ no
meio de cultura, utilizando sulfato de amonio
[(NH,),SO,], em combinagio com sulfato de cilcio
(CaSQ,), nas concentragdes de 0 a 2 mM L. A
biomassa das plintulas de D. incarnata foi
significativamente incrementada na presenca de 1
mM L' de sulfato de cilcio no meio de cultura.

Existem poucos trabalhos, realizados in vitro em
orquideas, com a finalidade de estudar fontes de
nitrogénio em substitui¢gio e/ou redugio ao nitrato de
amdnio, cuja comercializagio é controlada pelo exéreito.

Diante do exposto, avaliou-se o efeito de
concentracdes de nitrato de cilcio (CaNO,4H,0) e
nitrato de amoénio (NH,NQO;), adicionados ao meio
de cultura WPM, sobre o crescimento in vitro de
plantulas de C. loddigesi.

Material e métodos

Plantulas de Cattleya loddigesii oriundas de
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sementes  produzidas por autofecundagio e
germinadas in vitro, com aproximadamente 1,0 cm
de comprimento e com raizes, foram inoculadas em
frascos com capacidade para 250 cm?, contendo 60
mL de meio de cultura. Apés um ensaio prévio,
determinou-se o melhor meio para essa espécie
como sendo o Wood Plant Medium (WPM) de
Lloyd e McCown (1980).

Os tratamentos consistiram de concentracoes de
nitrato de cilcio (0, 278, 556, 834 ¢ 1112 mg L) e de
nitrato de aménio (0, 200, 400, 600 e 800 mg L’1) em
todas as combinacdes possiveis. O meio foi acrescido
de 20 g L' de sacarose, 150 g L' de polpa de banana
‘nanica’ madura, 2 g L' de carvio ativado,
solidificado com 6 g L' de 4gar e pH ajustado para
5,7 = 0,1, antes da autoclavagem a 121°C ¢ 1,5 atm,
por 20 min.

Apés a inoculagio, os explantes foram
transferidos para sala de crescimento a 25 = 2°C,
fotoperiodo de 16h e 35 umol m™ s de intensidade
luminosa, onde permaneceram por 90 dias. Os
parimetros analisados foram: ndmero de folhas,
ntmero de raizes, nimero de brotos, comprimento
da parte aérea (cm), comprimento de raiz (cm) e
massa seca de plantulas (g).

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x5,
com cinco repeti¢des de cinco plintulas cada. Os
dados foram submetidos 2 andlise de variincia e
comparados por regressio polinomial, com auxilio

do programa Sisvar (FERREIRA, 1999).

Resultados e discussao

Os parimetros avaliados — nimero de folhas, de
brotos e de raizes - apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos. A intera¢io foi
significativa para ntmero de folhas e raizes,
enquanto o fator nitrato de amoénio foi significativo
apenas para ndmero de brotos. As demais varidveis
nio apresentaram diferengas entre os tratamentos

(Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da anilise de variincia para as caracteristicas
nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB), comprimento
da parte aérea (CPA), ntmero de raizes (NR), comprimento de
raizes (CR) e massa seca de plantulas (MSP), em Cattleya loddigesii
cultivadas em diferentes concentragdes de nitrato de amdnio e
nitrato de cilcio.

Quadrados Médios
NF NB CPA NR CR  MSP
Ca(NO,), 4 89756** 0,3971™ 0,2306™ 0,7470™ 0,7008™0,00007™
NH,NO, 4 37586 0,7456* 0,7556™ 1,3490* 3,4616™0,00012™
Ca(NO,),x NH)NO, 16 4,0196* 03276 0,3916™ 1,1447** 1,3640™0,00017"
Residuo 75 19825 02344 04088 05031 14247 000013
CV (%) 2205 2932 2661 2718 2459 5887
**, * significativo a 1 ¢ 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns — nio-significativo

Fontes de Variagio GL
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Pelo teste F, apenas a concentragio de 400 mg L™
de nitrato de aménio proporcionou significincia na
interacio com nitrato de célcio, para o parimetro
numero de folhas. Melhores resultados foram
observados com a utilizagio de 400 mg L™ (5 mM L)
de nitrato de amodnio, na auséncia de nitrato de
cilcio (Figura 1), ocorrendo a formacio média de
9,14 folhas por explante. Essa concentragio de
nitrato de amodnio corresponde 2 concentragio
original do meio WPM.
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Figura 1. Numero de folhas em plantulas de Cattleya loddigesii
cultivadas em meio WPM, contendo diferentes concentracoes de
nitrato de cilcio e 400 mg L' de nitrato de amdnio.

Observou-se que nio hi necessidade da
utilizacdo de nitrato de cilcio no meio WPM para
estimular emissio de folhas. Contudo, o meio
WPM contém outra fonte de cilcio, o cloreto de
célcio (CaCl,2H,0). No entanto, Kanashiro et al.
(2007) recomenda a utilizagio de 9,38 mM L' de
nitrato de cdlcio [Ca(NO;),4H,0] como fonte de
cilcio a ser adicionada ao meio liquido MS

modificado, em vez de CaCl,2H,O, para
crescimento in vitro de Aechmea blanchetiana
(Bromeliaceae).

N

A medida que houve incremento nas doses de
nitrato de cilcio, registrou-se redugio no ndmero de
folhas até a concentragio de 695 mg L™, a partir da
qual se verificou aumento crescente do nimero de
folhas (6,05), até a dose maxima utilizada (1.112 mg
LY. Pode-se, assim, inferir que o efeito estimulante
do nitrato de cilcio continuaria e¢/ou estabilizaria em
concentragdes superiores.

Em plantulas de C. loddigesii, maior ndmero de
raizes (4,3) foi verificado com 600 mg L' (7,5 mM
L") de nitrato de aménio (1,5 vez a concentragio
original do meio WPM) e 278 mg L' (1,18 mM L)
de nitrato de cilcio, que corresponde 2 metade da
concentragio original do meio WPM (Figura 2). A
partir desse ponto, houve decréscimo no ndmero de
raizes. Essa tendéncia, provavelmente, indica que,
para essa varidvel, uma menor relagio NH,*/NO; é
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necessdria para obter melhores resultados. Quanto
a0 comprimento das raizes de Oncidium varicosum,
Kerbauy (1993) também obteve resultados favoraveis
com a adigio de nitrato de aménio (NH,NO;) no
meio de cultura MS.

y 600 mg L™= 2,914 40,0108 - 3.10°¥ +1.10%° R*=074
a

NuUmero de raize
N
L

0 T T T 1
0 278 556 834 1112

Nitrato de calcio (mg L%)

Figura 2. Numero de raizes em plantulas de Cattleya loddigesii
cultivadas em meio WPM, contendo diferentes concentracoes de
nitrato de cilcio e 600 mg L' de nitrato de aménio.

Aragjo et al. (2005) e Mercier e Kerbauy (1998)
verificaram que concentragdes crescentes de aménio
favoreceram aumento no nimero de rafzes em
orquidea (Cattleya nobilior) e aumento no ndmero
de rafzes em Pitcairnia flammea e Vriesia
philippocoburgii, respectivamente. Villa et al. (2007)
verificou que a adigio de cloreto de potissio a0 meio
Knudson C nio influenciou no aumento do
comprimento da parte aérea das duas frutiferas e na
massa fresca de calos do porta-enxerto de videira
‘R110’. Segundo Pasqual (2001), a emissio de novas
raizes é favorecida pela presenca do cilcio e do boro
em meio de cultura.

O cilcio é essencial no desenvolvimento
radicular. A secre¢io H, induzida pela auxina nas
células meristemiticas, ocorre pela troca de Ca™?
por H*. Com isso, hi diminui¢io do pH da
parede celular, que se torna menos rigida e
permite aumento do volume (TAKANE, 2002).
Embora algumas espécies crescam in vitro na
presenca apenas de nitrato, a maioria dos
explantes derivados de plantas intactas, tecidos e
orgios incorpora nitrogénio e cresce mais
rapidamente em solugdes contendo fons nitrato e
amonia do que na presenga de apenas uma dessas
fontes (PASQUAL, 2001).

Para ndmero de brotos, nio houve interacio
entre os fatores testados, apenas para a adigio de
nitrato de amonio. O maior nimero de brotos (1,76)
foi obtido com 450 mg L' (5,6 mM L) de nitrato
de amonio (Figura 3), concentragio préxima 2
original (400 mg L") utilizada no meio WPM. Na
auséncia de nitrato de aménio, foi registrado 1,38
broto por explante.

Aratjo et al.
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Figura 3. Ntmero de brotos formados em plantulas de Cattleya
loddigesii, em diferentes concentragdes de nitrato de amonio
acrescidas a0 meio WPM.

A pouca diferenca observada entre os tratamentos
com 0 e 450 mg L' de nitrato de amdnio, pode ser
explicada, provavelmente, pelo fato de a polpa de
banana ter suprido grande parte do nitrogénio
utilizado pelo explante, na auséncia de nitrato de
amonio (comunicagio pessoal’).

Poddar et al. (1997), em Eleusine coracana,
observaram que concentragdes de duas a seis vezes
maiores de nitrato de amonio, utilizadas no meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), podem
favorecer a regeneragio de brotos na auséncia do
regulador de crescimento. J4 em altas concentragdes
de nitrato de amodnio e de ANA, o meio de cultura
tornou-se téxico. De acordo com os mesmos
autores,
regulador de crescimento, estimulando brotacdes.
Similarmente, Silva et al. (2005) registraram que o
incremento das concentracdes de nitrato de amonio,

o nitrato pode funcionar como um

na auséncia de cinetina, aumentou o nudmero de
gemas e brotos em Dyckia maritima (Bromeliaceae).

Mercier e Kerbauy (1991) constataram que distintas
fontes de nitrogénio provocam diferengas nas taxas de
sintese de certas substincias, como 2iP, zeatina e
clorofila, assim como na atividade metabdlica e no
desenvolvimento de protocormos de Epidendrum fulgens.

De acordo com George ¢ Sherrington (1984), o
desenvolvimento e a morfogénese em cultura de
tecidos sdo, acentuadamente, influenciados pela
disponibilidade de nitrogénio e pela forma como o
mesmo ¢ fornecido. Segundo Sakuta et al. (1987), altas
concentragdes de amoOnio (NH,") e nitrato (NOy)
podem ser criticas no processo de morfogénese ¢
crescimento  dos explantes. Provavelmente, esses
resultados estio relacionados com a prépria fungio
metabdlica do nitrogénio, como constituinte de
aminoacidos, enzimas e proteinas.

O estudo de diferentes concentragoes de nitrato
de amonio e nitrato de cilcio em meio WPM altera a

! Professora Janice Guedes de Carvalho — Departamento de Ciéncia do Solo da
UFLA.
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razio das fontes de nitrogénio NH,"/NO;". Esta
razio parece ser determinante no crescimento in vitro
e o amonio deve ser, no miximo, 1/3 do N total.
Esse desequilibrio de fons pode ter influenciado os
resultados obtidos no presente estudo.

Conclusao

Para o crescimento in vitro de plantulas de
Cattleya loddigesii, recomenda-se a utilizagio do meio
de cultura WPM em sua formulagio original, mas
modificado pela retirada do nitrato de cilcio.

O enraizamento é favorecido com a utiliza¢io de
600 mg L' de nitrato de aménio e 278 mg L' de
nitrato de cilcio.
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