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Resumo. Estudou-se a influência de diferentes concentrações de sacarose, GA3 e ANA
no desenvolvimento de protocormos oriundos da germinação de sementes de orquídea
Cattleya loddigesii sp. Foram realizados 2 experimentos em delineamento experimental
inteiramente ao acaso, com 5 repetições e esquema fatorial 4 x 5, constituído de quatro
concentrações de GA3 e cinco concentrações de sacarose (experimento 1) e de quatro
concentrações de GA3 e cinco concentrações de ANA (experimento 2) acrescentadas ao
meio MS. Os frascos permaneceram por 90 dias em sala de crescimento com irradiância
de 32 mM m-2 s-1, temperatura de 25 ± 1°C e fotoperíodo de 16 horas diárias de luz.
Avaliou-se o número de folhas, de raízes, o comprimento da maior raiz e da parte aérea
e o peso da matéria fresca das plântulas. As plântulas de Cattleya loddigesii sp apre-
sentaram melhor enraizamento e crescimento da raiz na ausência de GA3 e na presen-
ça de 60 g L-¹ de sacarose. Os maiores valores de comprimento da parte aérea e peso
da matéria fresca foram obtidos na ausência de ANA, utilizando-se 4,2 mg L-¹ de GA3
e de 16 a 30 g L-¹ de sacarose. Maior número de folhas foi obtido 0,67 mg L-¹ de ANA.
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Abstract. It was studied the influence of sucrose, GA3 and NAA concentrations on in
vitro plantlets development originating from of germination of orchid seeds Cattleya
loddigesii sp. Two experiments were carried out, in randomized block, with five
replications, and factorial 4 x 5, constituted of four concentrations of GA3 and five
sucrose concentrations (experiment 1) and of four concentrations of GA3 and five
concentrations of NAA (experiment 2) added in culture media MS. The experiment was
maintained for 90 days in a growth room under light intensity of 32 µMol.m-2.s-1, 25 ±
1oC photoperíods of 16 hours. It was evaluated the number of leaves, roots, length of
the largest root and the aerial part and the plantlets fresh mass. The absence of GA3
and with 60 g L-¹ of sucrose it was the better number and growth of roots plantlets of
Cattleya loddigesii sp. Higher length of the aerial part and the plantlets fresh mass was
obtained in NAA plus 4,2 mg L-¹ of GA3 and 16 to 30 g L-¹ of sucrose. Larger number
of leaves was obtained 0,67 mg L-¹ of NAA

Key-words: Orchidaceae, GA3, NAA, micropropagation

Introdução

As orquídeas podem ser propagadas tanto vegetativamente quanto por
meio de sementes. Essas, embora produzidas em grande quantidade, não pos-
suem endosperma funcional, sendo incapazes de germinar na natureza. Dessa
forma, o cultivo in vitro  de células e tecidos tem sido excelente alternativa a ser
empregada para a propagação das orquidáceas, por apresentar vantagens úni-
cas sobre os métodos convencionais de propagação, como multiplicação rápi-
da e obtenção de populações homogêneas de genótipos oriundos de progra-
mas de melhoramento genético (CAMPOS, 2004).

As giberelinas exercem efeitos positivos no alongamento de caules e
folhas em plantas intactas mediante o estímulo tanto da divisão quanto do
alongamento celular. Em geral, induzem o alongamento dos internódios e o
crescimento de meristemas ou gemas cultivadas in vitro  (PIRES, 1998;
JACQUES, 1985). As auxinas estão associadas ao crescimento uma vez que
agem diretamente no alongamento celular. Seus efeitos são comprovados na
formação de brotos e raízes, no desenvolvimento de gemas florais e na indução
de diferenciação vascular. Entretanto, em altas concentrações podem prejudi-
car o crescimento da plântula (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A sacarose é o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos, proporcio-
nando as mais altas taxas de crescimento da maioria das espécies (CALDAS et
al., 1990). Knudson (1922) já relatava a importância de açúcares no meio de
cultura para a germinação das sementes de orquidáceas e posterior crescimen-
to das plântulas. Para muitas espécies, a sacarose é empregada nos meios de
cultura em uma concentração entre 2 e 4% (NAGAO et al., 1994). Abaixo desta
faixa pode ocorrer clorose generalizada da cultura e acima dela podem ocorrer
problemas de excessivo potencial osmótico do meio, o que leva a deterioração
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das culturas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).
A produção comercial de mudas de orquídeas é importante por duas ra-

zões: primeiro, do ponto de vista econômico, pelo interesse comercial que re-
presenta a sua venda; segundo, por sua importância ecológica ao preservar
genótipos existentes, uma vez que as espécies, em estado silvestre, estão
ameaçadas de desaparecer, sobretudo em função da destruição de seus
‘habitats’. A preocupação com a conservação dos genótipos das orquídeas
nativas, ameaçadas de extinção em decorrência da devastação acelerada dos
ambientes naturais, levou à realização do presente trabalho, que objetiva estu-
dar os efeitos de diferentes concentrações de GA 3, ANA e sacarose no desen-
volvimento inicial de plântulas Cattleya loddigesii sp.

Material e Métodos

Plantas adultas de Cattleya loddigesii sp, foram coletadas previamente
ao enchimento do lago da Usina Hidroelétrica do Funil, situado no Rio Grande,
entre os municípios de Lavras e Perdões, em 2002. Essas plantas foram acondi-
cionadas em vasos e permaneceram em casa de vegetação até o florescimento,
em maio de 2003. Neste estágio, foi feita a autofecundação das flores, as quais
desenvolveram cápsulas que, cerca de nove meses depois, foram coletadas e
levadas ao laboratório.

A assepsia do material vegetal constou de lavagem das cápsulas em água
corrente por cinco minutos, imersão em solução de álcool 70% por um minuto e
desinfestação com hipoclorito de sódio, na concentração de 1%, durante 20
minutos. Em seguida, as cápsulas foram lavadas com água destilada e
autoclavada por três vezes. Essa operação foi realizada em câmara de fluxo
laminar desinfestada com álcool 70%.

Utilizando-se estilete esterilizado foi feita uma incisão na cápsula, liberan-
do as sementes, que foram inoculadas em frascos contendo meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de 2 g L-¹ de carvão ativado e 100 g L-¹
de polpa de banana nanica madura. Os frascos permaneceram por 90 dias em
sala de crescimento com irradiância em torno de 32 mM m-2 s -1, temperatura de
25 ± 1°C e fotoperíodo de 16 horas diárias de luz, até o desenvolvimento dos
protocormos, estruturas usadas nos experimentos.

Experimento 1 - constituído de quatro concentrações de GA 3 (0; 15; 30 e
60 mg L-¹) e cinco concentrações de sacarose (0; 15; 30; 45 e 60 mg L-¹) em todas
as combinações possíveis.

Experimento 2 - constituído de quatro concentrações de GA 3 (0; 2,5; 5 e
10 mg L-¹) e cinco concentrações de ANA (0; 0,25; 0,5; 1 e 2 mg L-¹) em todas as
combinações possíveis, suplementado com 20 g L-1 de sacarose.

No preparo dos meios de cultura MS para os experimentos foram utiliza-
das soluções-estoque armazenadas em frascos de vidro escuro, à temperatura
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de 5°C. Foi acrescentado ao meio MS a concentração de 2 g L-1 de carvão
ativado. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
cinco repetições (um frasco por repetição) e esquema fatorial 4 x 5.

Os meios foram solidificados com 5 g L-¹ de ágar e o pH foi ajustado para
5,8 ± 0,1. Foram vertidos 50 mL de meio de cultivo em frascos de vidro com
capacidade para 250 mL. Os frascos foram vedados com tampas plásticas
translúcidas antes do processo de autoclavagem a 121°C e 1 atm, por 20 minu-
tos. Após o resfriamento, os meios foram levados à câmara de fluxo laminar,
onde foi feita a inoculação dos protocormos, sob condições assépticas. Em
seguida, os frascos foram vedados com parafilme e mantidos em sala de cresci-
mento com as mesmas especificações relatadas anteriormente.

A avaliação dos experimentos foi efetivada três meses após a instalação,
por meio de contagem do número de folhas e de raízes, do comprimento da
parte aérea e da maior raiz e do peso da matéria fresca das plântulas. As análises
de variância foram realizadas com a utilização do procedimento GLM do software
estatístico SAS® (SAS, 1990), por meio do método dos quadrados mínimos
ponderados pelo inverso das variâncias de cada tratamento, dada a heteroge-
neidade das variâncias. Devido à perda de unidades experimentais, algumas
combinações dos fatores não puderam ser estudadas.

Resultados e Discussão

Experimento 1
Houve efeito significativo das concentrações de sacarose para número

de raízes, comprimento da maior raiz, peso da matéria fresca das plântulas e
comprimento da parte aérea. A concentração de GA 3 influenciou significa-
tivamente número de raízes e comprimento da maior raiz. A interação entre os
fatores também se mostrou significativa em relação a estas duas últimas carac-
terísticas.

Diversos autores são contrários à idéia de redução da sacarose para a
micropropagação. Segundo eles os mecanismos pelos quais a concentração de
carboidrato influencia na aclimatização não são muito claros, portanto, manter
os níveis de sacarose em torno de 3% na fase que antecede a aclimatização é
recomendável, pois desse modo, a planta acumularia reservas de energia para
sobreviver melhor ao ambiente (CAPELLADES et al., 1990).

Em diferentes concentrações de sacarose obtiveram-se resultados simila-
res para o peso da matéria fresca das plântulas (Figura 1) nas concentrações de
15 e 30 g L-¹ de sacarose. O mesmo resultado foi observado para o comprimento
da parte aérea (Figura 2).
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Figura 1 . Peso da matéria fresca das plântulas de Cattleya loddigesii sp . em
função das concentrações de sacarose no meio MS.

Figura 2. Comprimento da parte aérea das plântulas de Cattleya loddigesii sp.
em função das concentrações estudadas de sacarose no meio MS.
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Com base nestes resultados, é possível afirmar que, no cultivo in vitro  de
plântulas de Cattleya loddigesii sp. podem ser utilizadas tanto a concentração
convencional de sacarose (30 g L-1), como metade desta, corroborando assim
Dignart (2006) que verificou o mesmo efeito em Cattleya walkeriana
(orchidaceae). Esses resultados concordam com Villa et al. (2006), que obteve
melhores resultados para a micropropagação do porta-enxerto de videira
VR043-43 com o uso do meio MS suplementado com 15-30 g L-1 de sacarose.

Os valores do número de raízes por plântula de Cattleya loddigesii sp. em
função das combinações dos fatores estudados, podem ser conferidos na
Tabela 1.

Tabela 1. Número médio de raízes em plântulas de Cattleya loddigesii sp. em
função de concentrações de sacarose e GA 3 no meio MS.

O desdobramento da interação GA 3 x sacarose sobre o número de raízes
mostrou-se significativo apenas na concentração de 15 g L-1 de sacarose (Figu-
ra 3) e na concentração de 60 mg L-1 de GA 3 (Figura 4).

Observando-se a Figura 3, pode-se perceber na concentração de 15 g L-1

de sacarose, diminuição do número de raízes com o aumento da concentração
de GA 3, até 33 mg L-1 de GA 3 (ponto de mínimo), com novo incremento a partir
deste ponto. Observou-se na ausência de GA 3 o maior número de raízes (2,2
raízes). A maioria dos autores mostra que os efeitos de GA 3 podem ser contra-
ditórios, às vezes inibindo e outras estimulando a organogênese do sistema
radicular (TAIZ & ZEIGER, 2004; PAIVA et al., 1997). Silva (2001), trabalhando
com gloxínia até a concentração de 10 mg L-1 de GA 3, também verificou que o
aumento das concentrações desse regulador de crescimento causou queda no
fator estudado.

GA3 (mg L-1) 

Sacarose (g L-1) 0 15 30 60 
0 1,90 1,50 1,80 1,49 
15 2,35 1,17 1,56 2,06 
30 2,57 1,35 2,14 1,86 
45 2,00 3,04 2,04 2,33 
60 2,09 2,08 1,31 2,44 
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Figura 3. Número médio de raízes em plântulas de Cattleya loddigesii sp . em
função de concentrações de GA 3 em meio MS suplementado com 15 g L-1 de
sacarose.

Observou-se o incremento do número de raízes com o aumento da con-
centração de sacarose, na presença de 60 mg L-1de GA 3 (Figura 4). Leite et al.
(2000) encontraram uma porcentagem de enraizamento para plântulas de perei-
ra com comportamento quadrático significativo relacionado ao aumento das
concentrações de sacarose. Em geral, a concentração de sacarose no meio de
enraizamento é mantida nos mesmos níveis em que se usa nos meios de multi-
plicação, entre 2 e 3%. Para Grattapaglia & Machado (1990), uma boa disponi-
bilidade de energia é indispensável para a rizogênese.
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Figura 4. Número de raízes em plântulas de Cattleya loddigesii sp. em função
de concentrações de sacarose em meio MS suplementado com 60 mg L-¹ de
GA3.

Os valores médios do comprimento da maior raiz em função das concen-
trações de GA 3 e sacarose podem ser conferidos na Tabela 2. Neste caso, ape-
nas na ausência de GA 3 (Figura 5) e na concentração de 30 mg L-1 deste regula-
dor (Figura 6) houve efeito significativo das doses de sacarose.

Tabela 2. Comprimento médio da maior raiz de plântulas de Cattleya loddigesii
sp. em função das concentrações de sacarose e GA 3 no meio MS.
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GA3 (mg L-1) 
Sacarose (g L-1) 0 15 30 60 

0 2,27 1,24 0,98 1,33 
15 2,22 3,04 1,42 1,68 
30 1,76 2,20 1,82 1,33 
45 1,16 1,99 1,85 0,93 
60 1,21 2,23 0,86 1,44 
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Foi observada a presença de raízes com 2,37 cm de comprimento na au-
sência de sacarose e de GA 3 (Figura 5). Houve decréscimo no comprimento da
maior raiz à medida que se aumentou a concentração de sacarose sendo o
conteúdo do endógeno do explante suficiente para promover o enraizamento.
O aumento do número de raízes proporcionado pelas maiores concentrações
de sacarose (Figura 4) pode ter sido determinante nesta redução do compri-
mento da maior raiz.

Figura 5. Comprimento da maior raiz de plântulas de Cattleya loddigesii sp. em
função de concentrações de sacarose na ausência e presença de 30 mg L-1 de
GA3 no meio MS.

Experimento 2
Houve efeito significativo das concentrações de GA 3 sobre o número de

folhas, número de raízes, comprimento de raízes e peso da matéria fresca das
plântulas. A presença de ANA influenciou significativamente o comprimento da
parte aérea e o peso da matéria fresca das plântulas. A interação entre os fatores
mostrou-se significativa em relação a número de folhas e número de raízes.

Valores superiores de comprimento da parte aérea (1,74 cm) (Figura 6) e de
peso da matéria fresca das plântulas (0,125 g) (Figura 7) foram observados na
ausência de ANA, demonstrando o efeito inibidor desse fitorregulador para
estas variáveis. Estudos com crisântemo e figueira, realizados respectivamente
por Oliveira (1994) e Brum et al. (2002), evidenciaram que o aumento da concen-
tração de ANA reduz o comprimento das brotações.
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Figura 6. Comprimento da parte aérea de plântulas de Cattleya loddigesii sp.
em função de concentrações de ANA.

Figura 7. Peso da matéria fresca de plântulas de Cattleya loddigesii sp. em
função de concentrações de ANA no meio MS.

Quando se desdobra o GA 3, pode-se indicar a dose de 4,2 mg L-¹ de GA 3
como ponto de máximo peso da matéria fresca das plântulas (Figura 8). Este
resultado discorda do obtido por Silva (2001) e Oliveira (1994), que, trabalhan-
do com gloxínia e crisântemo, respectivamente, observaram que o aumento das
concentrações de GA 3 provocou queda no peso da matéria fresca das plântulas.
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Figura 8. Peso da matéria fresca de plântulas  de Cattleya loddigesii sp. em
função das concentrações de GA 3 no meio MS.

O desdobramento da interação GA 3 x ANA sobre o número de folhas
apresentou significância das concentrações de ANA apenas na presença de 10
mg L-¹ de GA 3. Apesar do maior valor observado ter ocorrido na concentração
de 0,25 mg L-¹ de ANA (Tabela 3), houve, com o modelo ajustado, aumento do
número de folhas, até a concentração de 0,67 mg L-¹ de ANA, ocorrendo, a
partir deste ponto, decréscimo dos valores (Figura 9).

Tabela 3. Número de folhas de plântulas de Cattleya loddigesii sp. nas
combinações dos fatores estudados.
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ANA (mg L-1) 0 2,5 5 10 

0 4,83 6,70 5,25 4,25 
0,25 5,16 2,80 4,20 7,25 
0,5 4,82 4,95 4,58 5,10 
1 4,75 5,10 4,33 4,40 
2 4,81 5,06 4,90 3,35 
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Figura 9. Número de folhas em função de concentrações de ANA no meio MS
suplementado com 10 mg L-1 de GA 3.

Os valores médios do número de raízes podem ser conferidos na Tabela 4.
Verificou-se que o aumento das concentrações de GA 3 induziu o decréscimo no
número de raízes formadas até a concentração de 5,8 mg L-1 de GA 3 (Figura 10).
Maior número de raízes foi observado na ausência de GA 3 (3,39).

Tabela 4. Número de raízes em plântulas de Cattleya loddigesii sp. nas
combinações dos fatores estudados.
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Figura 10. Número de raízes de plântulas de Cattleya loddigesii sp. nas
concentrações estudadas de GA 3, na ausência de ANA.

Possivelmente, as concentrações utilizadas foram elevadas para Cattleya
loddigesii, o que prejudicou seu enraizamento, sendo o conteúdo endógeno
do explante suficiente para promover o enraizamento, concordando com os
resultados do Experimento 1. De modo semelhante Fráguas et al. (2004), traba-
lhando com Ficus carica, observaram alto percentual de enraizamento e maior
número de raízes na ausência do regulador de crescimento.

A concentração de sacarose também é um fator determinante na promo-
ção de crescimento e é dependente do tipo de explante (CALDAS et al., 1998).
Estudos comprovaram que 75 a 85 % do aumento da biomassa se deve à incor-
poração de carbono pela adição de sacarose (DE RIEK et al., 1997). A concen-
tração mais utilizada no preparo do meio de cultura MS é de 30 g L-1, entretanto
modificações nesse valor podem beneficiar o cultivo in vitro .

Por outro lado, o excesso de sacarose pode ser prejudicial, pois inibe a
síntese de clorofila e, portanto, reduz a capacidade fotossintética das culturas,
mesmo sendo essencial ao crescimento (YAMADA & SATO, 1978). Foi obser-
vada aumento na taxa de fotossíntese, em subculturas sucessivas, quando a
concentração de sacarose foi reduzida de 20 ou 40 g L-1 para 10 g L-1 (PASQUAL,
2001). Embora o açúcar não seja o componente de maior custo no preparo do
meio de cultura, a redução da sua concentração pode ser economicamente
favorável, especialmente para produção comercial de mudas (HOFFMANN,
1999).
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Conclusões

Maior comprimento da parte aérea e peso da matéria fresca são obtidos
na ausência de ANA utilizando-se 4,2 mg L-1 de GA 3 associado a 16 - 30 g L-1 de
sacarose. Maior número de folhas foi obtido com 0,67 mg L-1 de ANA.

Plântulas de Cattleya loddigesii possuem melhor enraizamento e cresci-
mento da raiz na ausência de GA 3 associada à presença de 60 g L-1 de sacarose.
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