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RESUMO: O Manual Técnico para Produgdo in vitro
e Aclimatizagdo de mudas de orquideas descreve passo
a passo a importancia de cada procedimento dentro de
um Laboratdrio até a fase de aclimatizagdo de algumas
espécies de orquideas em estufa. Esse Manual Técnico
foi desenvolvido com o intuito de mostrar o trabalho que
¢ realizado pela equipe do Laboratdrio Multidisciplinar
do Jardim Boténico de Brasilia (JBB). Apresentamos
esclarecimentos para que se obtenha o sucesso esperado no
cultivo de algumas espécies de orquidea cultivadas como
o modo e locais de cultivo e adubagio e periodicidade
de regas, pois plantas bem cultivadas e floridas sempre
despertam o interesse € o desejo das pessoas. A orquidea,
ndo ¢ de dificil cultivo, as vdarias espécies existentes
se adaptam aos mais diversos climas. E ilustrado com
fotografias coloridas e ilustragdes botanicas, trazendo
informacgdes praticas para o leitor.
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TECHNICAL MANUAL FOR PRODUCTION IN
VITROAND IN ORCHIDSACCLIMATIZATION

ABSTRACT: The Technical Manual for Production in
vitro and Acclimation of seedlings of orchids describes
step by step the importance of each procedure
within a laboratory until the acclimatization phase
of some species of orchids in the greenhouse. This
Technical Manual was developed in order to show the
work that is done by the staff of the Laboratory of
Multidisciplinary Brasilia Botanical Garden (JBB).
Here clarifications to obtain the expected success in
the cultivation of some species of orchid grown as
the mode and sites of cultivation and fertilization and
frequency of watering as plants grown and flowered

well always arouse the interest and desire of the
people. The orchid is not difficult to cultivate, where
several existing species adapt to various climates. It
is illustrated with color photographs and botanical
illustrations, bringing practical information for the
reader.

Key words: orchids, in vitro reproduction and
acclimatization.
INTRODUCAO

As orquideas (Familia Orchidaceae) representam
o maior grupo de plantas entre as Angiospermas, com
cerca de 850 géneros e mais de 20.000 espécies (Pabst;
Dungs, 1977).

Segundo Pabst ¢ Dungs (1975), o Brasil é um
dos paises mais ricos em orquideas, compreendendo
236 géneros e 2.430 espécies (Barros ef al., 2011). A
familia é uma das maiores entre as monocotileddneas
e apresenta, com relativa freqiiéncia, cruzamentos
interespecificos e, até mesmo, intergenéricos. Para as
orquideas brasileiras, Pabst e Dungs (1977) definem
quatro provincias ecoldgicas baseadas nas caracteristicas
climaticas predominantes de cada regido. De forma
geral, as condi¢des climaticas acabam por definir o
padrio de comportamento assumido pelas espécies.
Dessa maneira, as formas terrestres s3o mais comuns
nos climas frios e temperados enquanto que as formas
epifitas se encontram, com maior freqiiéncia, em climas
tropicais, mais amenos.

No Brasil, a provincia ecolégica com maior
diversidade de orquideas abrange a regido da Mata
Atlantica, seguido da regido da Floresta Amazonica,
da regido dos Cerrados, e por ultimo, da regido Sul,
representada pelos pampas sulinos (Pabst; Dungs,
1977).

Na regido da Mata Atlantica estdo concentradas
cerca de 60% das espécies de orquideas do Brasil,
pois o clima temperado, associado a altitude de cadeia
montanhosa, favorece essa diversidade (Pabst; Dungs,
1975).

A regido da Floresta Amazonica possui clima
tropical quente e com altos indices de precipitagdo,
fornecendo abundante umidade atmosférica, permitindo
o desenvolvimento de uma vegetacdo densa ou matas
sombrias carregadas de ar imido e bolorento.

A regido dos Cerrados possui altitudes variando
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de 500-1000m e apresenta acentuadas variagées de
temperatura. O Cerrado ¢ caracterizado por apresentar
chuvas abundantes, mas concentradas em alguns meses do
ano, e um periodo seco bem definido. Dessa forma, durante
os periodos de seca as orquideas utilizam-se da umidade
noturna como auxilio na hidratag¢@o. Nessa regido, a maioria
das orquideas € terrestre e mostra adapta¢des aos longos
periodos de seca como, por exemplo, a perda de folhas em
periodo ndo propicio (redugdo da perda de agua) (Pabst;
Dungs, 1977).

As orquideas epifitas ocorrentes no Cerrado
preferem as estreitas matas ciliares e de galeria. As matas
ciliares funcionam como vias de migragdo de orquideas
da regido Amazonica e Atlantica possibilitando a troca de
material genético aumentando, assim, a variabilidade ¢ a
diversidade de espécies no bioma (Pabst; Dungs, 1975).

Desde o trabalho pioneiro de Warming (1892), no
final do século XIX, até os levantamentos mais recentes,
Orchidaceae tem sido apontada como uma das cinco
familias mais representativas da flora do Cerrado. Apesar
da importancia floristica dessa familia no bioma, poucos
autores tém tratado do tema, de maneira que o conhecimento
sobre Orchidaceae nesta regido do pais ¢ ainda incipiente
(Batista; Bianchetti, 2003).

Dos 493 taxons da familia Orchidaceae citados para
o bioma Cerrado (Mendonga et al., 1998), cerca de 51,3%
estdo presentes no Distrito Federal (DF). Embora represente
uma area de apenas 0,3% em relagdo a area total do bioma, o
DF apresenta notavel riqueza de espécies da familia (Batista;
Bianchetti, 2003).

Orchidaceae € a terceira maior familia, em ntimero
de espécies no DF, mas apesar dessa importancia floristica,
as orquideas ndo compdem um elemento dominante local ¢ a
grande maioria das espécies € localmente rara ou ocasional.
No levantamento de Orchidaceae do Distrito Federal
(Batista; Bianchetti, 2003) sdo reconhecidos 72 géneros,
compreendendo 246 espécies, cinco variedades e trés
formas, totalizando 254 taxons. Quanto ao comportamento
adotado, 73,2% sdo terrestres, 24,4% sdo epifitas, trés
apresentam héabito tanto terrestre quanto epifitico, uma
espécie € exclusivamente rupicola e duas trepadeiras.
Quanto a ocorréncia nos diferentes tipos fitofisiondmicos
58% do total de espécies ocorrem nas formagGes savéanicas
e campestres, 41% em formagdes florestais € 1% em area de
transi¢do entre a mata e o campo (Batista; Bianchetti, 2003).

O DF perdeu cerca de 57,6% da sua cobertura
vegetal desde a inauguracdo de Brasilia como resultado da
ocupacio désordenada e da expansdo agricola (UNESCO,
2000). As coletas indiscriminadas, associadas a destruigio
do habitat podem estar levando algumas espécies de
orquideas ao risco de extingdo (Berg, 1996). Com uma édrea
correspondente a 578.916 hectares, onde o Distrito Federal

encontra-se dentro do bioma Cerrado, sendo 45,74% sdo
legalmente protegidos na forma de diversas categorias de
Unidades de Conservagido (UNESCO, 2002).

Nos ultimos dez anos, a rapida urbanizagdo a que
estd submetido todo o Distrito Federal, tem ameacgado
algumas de suas fitofisionomias e flora associada,
colocando-as em iminente risco. Existe uma preocupagdo
natural e, mesmo legal, com parte das formagdes florestais
remanescentes, uma vez que as matas de galeria e ciliares,
além das veredas, estdo diretamente associadas a quantidade
de agua disponivel. Entretanto, € evidente uma preocupagio
menor em conservar os Campos ¢ o Cerrado (essa ultima,
a fitofisionomia mais afetada no DF, segundo a UNESCO
em 2002), e mesmo as matas secas, que também sdo
responsdveis pelo fornecimento e qualidade de agua, ainda
que indiretamente, mas que sio igualmente relevantes. Cada
um desses tipos de vegetagdo contempla uma floristica
propria, que caracteriza fitofisionomia.

De acordo com Abud ef al. 2008, o Jardim Botanico
de Brasilia surgiu no Plano de Lucio Costa, em 1956, mas
em 1976, depois de instituida uma Comissdo para escolha
do melhor local para implanta¢do do Jardim Boténico, foi
indicada a area da Estagfo Florestal Cabeca de Veado, por
possuir uma vasta area de vegetagdo de Cerrado preservada
e recursos hidrocos disponiveis.

O Jardim Botanico de Brasilia, inaugurado em 8 de
margo de 1985, encontra-se localizado no Setor de Mansdes
Dom Bosco (SMDB) Area Especial — Lago Sul - Brasilia/DF,
constitui parte do Nucleo da Reserva da Biosfera do Cerrado
Distrito Federal e apresenta importante acervo biologico
representativo do Bioma Cerrado com espécies nativas.

Porém, a difus&o do conhecimento ¢ a sensibilizag¢do
da comunidade sd3o essenciais para geragdo de novas
iniciativas. Por esta razdo, esse trabalho pretende disseminar
o conhecimento a respeito tanto da teoria quanto das praticas
realizadas no Laboratério Multidisciplinar do Jardim
Botanico de Brasilia (JBB).

A proposta desse trabalho € reunir informagdes
sobre os métodos utilizados para produgio de orquideas in
vitro, bem como trazer informagdes sobre as caracteristicas
morfoldgicas e ambientais e as adaptagdes técnicas sobre o
cultivo, que permitam a aclimatiza¢do de orquideas, entre
as espécies, algumas de ocorréncia no bioma Cerrado e no
Distrito Federal.

Devido & importincia econdmica e, principalmente,
ecologica da familia Orchidaceae para o bioma Cerrado,
em especial para o DF, € necessario que mais estudos
sejam realizados com o intuito de subsidiar futuros projetos
de conservacdo e de reintroducdo de espécies em areas
remanescentes.
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1. Familia Orchidaceae

O nome orquidea vem do grego oichis, palavra
criada por Teofrasto. filosofo. na Grécia. por volta de 370
a.C. ¢ significa “testiculo™, devido a similaridade, deste,
com a parte subterrinea de algumas orquideas que ocorrem
no Mediterraneo (Agarez ef al., 1994).

A familia Orchidaceae ¢ caracterizada por possuir
plantas herbaceas, com habito epifitico. terrestre ou
rupicola. Os caules primarios ou rizomas sdo geralmente
reptantes ¢ os caules secundarios podem ser intumescidos
em pseudobulbos ou ndo. As folhas sdo alternas (as vezes
ausentes) com limbo inteiro. As flores podem se apresentar
de forma isolada ou em inflorescéncias racemosas ou
paniculadas, sio zigomorfas e, geralmente. hermafroditas. O
perianto ¢ tipicamente tepaloide (sépalas e pétalas similares)
¢ se apresenta sob dois verticilos ou séries: 0 mais externo.
formada por trés sépalas ¢ o mais interno, formada por trés
pétalas. sendo duas iguais ¢ uma diferente no tamanho.
forma ¢ coloragio (chamada de labelo). A presenga de
labelo constitui uma caracteristica importante para a familia.
Possuem coluna ou ginostémio, formada a partir da fusao
do androceu e gineceu e projetada na regido central da flor.
Os grios de polen se apresentam unidos de varias maneiras
formando conjuntos de 2-8 polineas e muitos apresentam
estruturas ou extensoes como caudiculos, estipes e viscidios.
O ovirio ¢ infero e os frutos sdo capsulas que se abrem
por fendas longitudinais. As sementes sdo minusculas e

MONOPODIAL

Flor — % __

e —

Pétalas —

Raiz —

numerosas. (Agarez et al., 1994).

Por possuir flores diversas ¢ muitas  vezes
exuberantes. as orquideas apresentam um elevado valor
economico para a floricultura sendo bastante utilizadas em
ornamentagdo ou mesmo cultivadas por colecionadores.
Algumas espécies fornecem esséneia como a baunilha
(Vanilla spp.) e alcaloides utilizados na farmacologia
(Arditti, 1979: Mello et al., 2000; Raven et al.. 2001).

Orchidaceae apresenta as mais variadas dimensoes
desde plantas extremamente pequenas, com flores do
tamanho de 1 mm até plantas com mais de trés metros de
altura, capazes de produzir hastes florais de comprimento
superior a quatro metros. Apesar de formas tao diferentes
elas podem ser reunidas em uma tnica familia por possuirem
uma estrutura floral muito conservada (Agarez er al., 1994).

As orquideas apresentam dois tipos basicos de
crescimento: o simpodial ¢ 0 monopodial. As simpodiais
apresentam  crescimento  limitado  ou  determinado, ou
seja. o crescimento de um ramo ou caule (intumescido
em pseudobulbo ou ndo) cessa pela formagdo de uma
inflorescéncia. A partir dai, um novo broto desenvolve-se
de gemas laterais dando continuidade ao rizoma e a um
novo ramo ou caule. que tera o seu crescimento novamente
limitado por uma inflorescéncia e, assim sucessivamente.
As monopodias apresentam crescimento ilimitado, ou
seja, o crescimento do caule ndo cessa na formagdo de
uma inflorescéncia e. por esse motivo, o crescimento ¢
considerado continuo ou indeterminado (Figura 1).

SIMPODIAL
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Figura 1. Crescimento monopodial e simpodial com partes da planta. lustragio: Thereza Carvalho.
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As folhas de orquideas podem ser dispostas em
forma de espiral ao longo do caule ou alternas, dispostas
em duas fileiras e podem faltar durante o periodo de
floragdo. Podem ser sésseis ou pecioladas, uninervadas a
paralelinérveas (raramente com nervagao reticulada) com
consisténcia, textura e aparéncia muito variadas, desde
planas a muito carnosas. até¢ mesmo cilindricas.

As sépalas (verticilo externo) e pétalas (verticilo
interno) podem se encontrar livres ou fundidas de diferentes
modos ou ainda bastante reduzidas. Uma das pétalas, o
labelo, geralmente maior ¢ mais vistoso, posiciona-se
geralmente na parte inferior da flor, em posicdo oposta a
coluna.

Sépalas
Laterais

Lobulos
Frontal

Projetando-se do centro da flor, surge um orgao
carnudo e claviforme, a coluna ou ginostémio. como
resultado da fusdo dos orgdos masculinos (estames) ¢
femininos (carpelos). A presen¢a desse tipo de csirutura
(coluna) discrimina espécies de Orchidaceae das demais
familias botanicas. A antera localiza-se no extcmo da
coluna e protege os grios de polen, agrupados cin duas a
oito massas, chamadas polineas; imediatamente abuixo da
antera fica uma pequena depressdao de superficic v iscosi.
o estigma, no qual as polineas sio depositadas durante «
polinizagdo. O ovario esta localizado sob a coluna. que
apos a fecundagio se desenvolve e forma uma cipsula
contendo milhares de sementes diminutas (Figura 2).

Sépala Dorsal

Lébulos
Laterais

Pétalas

Figura 2. Partes da flor de orquidea. Ilustragao: Thereza Carvalho.

As sementes das orquideas sdo muito pequenas ¢
contém poucas reservas de nutrientes. Contém pequenas
quantidades de proteinas ¢ lipidios de alta energia, mas
pouco agucar (Orquidario Damianus. 2010). As sementes
da maioria das orquideas ndo possuem endosperma e,
in situ, necessitam manter uma associa¢do simbidtica
com alguns fungos (micorriza: myvkes = fungo e rhiza =
raizes), para que a germinagdo ocorra. As Orquidaceas
sdo  obrigatoriamente pelo menos em
uma fase do desenvolvimento, visto que suas sementes
sdo extremamente pequenas € ndo possuem nutrientes
em quantidade suficiente para que haja o processo de
germinacdo completo, como nas demais plantas — pode
at¢ haver um inicio de germinagdo. mas o embrido nio se
desenvolvera acima do estagio de umas poucas células.
O desenvolvimento completo somente serd possivel

micotropicas,
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em associagio com fungos, que provém os nutrienies
necessarios. Em algum ponto de seu ciclo de vida. todas
as orquideas sdo dependentes de fungos. Sejam orgideas
capazes ou ndo de atividade fotossintética cm sua lusce
adulta. todas as orquideas possuem um estiagio onde sdo
nio-fotossintéticas ¢ por isso. dependentes de fontes
externas de nutrientes (Smith: Read, 1997). Na mmaiora
dos casos, ¢ somente na fase de desenvolvimento nicial
(seedling) que se torna obrigatoria a associagio simihiotica
entre a semente ¢ o fungo (micorriza).

Os fungos envolvidos na micorriza sio do crupo
Basidiomicelos. particularmente da espécie Rhizotonia.
com o0s quais muitas orquideas estio associadas. A
infecgdo de uma semente de orquidea pelos fungos ocorre
quando o embrido absorve dgua e se expande. romnendo
a cobertura da semente. Um embrido de semente consisie
%
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em umas poucas centenas células e os fungos espalham-se
rapidamente de célula para célula.

Dentro das células, as hifas formam novelos
chamados de pelotons. Cada peloton intracelular tem um
ciclo de vida curto, durando apenas alguns dias antes de
se degenerar. Como resultado da degeneragio dos pelotons
todos os nutrientes envolvidos na constituigdo dos fungos
serdo disponibilizados para as células embrionarias da
planta. Esses nutrientes suplementares serdo essenciais
para o desenvolvimento subseqiiente do embrido. A grande
maioria das espécies de orquideas desenvolve a clorofila
em seu estagio adulto. As que se tornam capazes de realizar
fotossintese, ndo dependem mais totalmente dos fungos e
estes se tornam supérfluos.

Entretanto, muitas orquideas clorofiticas, mesmo
depois de adultas, apresentam determinados fungos em suas
raizes. Um dos produtos relacionados as atividades desses
fungos € a disponibilizacdo de nutrientes provenientes da
degradagdo de diferentes substratos, como nitrogénio e
fosforo, que serdo absorvidos pelas raizes das plantas.

A infecgdo de uma semente por fungos micorriticos
ndo significa que, necessariamente, resultara na germinagéo
e crescimento de uma orquidea. Apds a associagdo fungo-
semente, trés possibilidades existem: a intera¢do micorritica
descrita acima; a infec¢@o parasitdria, na qual as células das
orquideas sdo invadidas e o embrido morre ou as células
das orquideas rejeitam a infecg@o pelos fungos.

Todas essas interagdes podem ocorrer numa
populagio de sementes recém germinadas, realgando
a relativa instabilidade da natureza da associagio.
Uma infec¢do fungica bem sucedida resulta no
desenvolvimento de uma semente de orquidea. Em relagio
a terceira possibilidade, acima mencionada, a inibi¢do do
crescimento dos fungos pode ser causada pela orquidea,
por meio da sintese de uma substincia antagOnica — ela
foi primeiramente denominada orquinol, ¢ mais tarde foi
caracterizada por Gaumann e Kern, em 1959, e denominada
dehydroxyphenanthrin (Orquidario Damianus, 2010).

2. Cultura de Tecidos Vegetais

A cultura de tecidos vegetais, apesar de ser uma
técnica relativamente recente, possui um histérico bem
amplo e a cada dia mais estudos vem sendo elaborados.

A cultura de tecidos vegetais vem sendo estudada
desde o inicio do século XX, mais precisamente em 1902,
quando, Haberlandt botanico australiano, utilizou células
de tecidos somaticos de diversas espécies de plantas para
cultivo in vitro em meio nutritivo, entretanto, nio obteve
muito sucesso em seus experimentos. Este insucesso foi
possivelmente causado pela falta de hormdnios no meio
nutritivo, substancias ndo conhecidas até entdo, ou pela

utilizagdo de espécies inadequadas, bem como a baixa
densidade de explantes maduros (Torres et al, 1998).
O explante pode ser: secgdes de folhas, flores (pétalas,
anteras), sementes (embrides imaturos), raizes e outros e,
mesmo, os meristemas apical ou lateral (Torres; Caldas,
1990).

Hannig (1904) foi o primeiro a cultivar in vitro,
embrides imaturos de cruciferas, no qual constatou a
necessidade do acréscimo de sacarose ao meio mineral
para o desenvolvimento de embrides. Em 1925, Laibach
foi o primeiro a visualizar a aplicagdo pratica da cultura
de embrides no melhoramento genético, produzindo
plantas hibridas de cruzamentos incompativeis entre Linum
austriacum ¢ L. perenne (Torres et al., 1998).

A cultura de Orgdos isolados, desenvolvida
por Robbins e Kotte, em 1922, mostrou resultados tdo
satisfatorios a tal ponto de ser postulado que &pices
radiculares poderiam ser utilizados como explantes para
o estabelecimento das culturas in vitro. Apesar, dessas
culturas terem perdurado durante muito tempo, foi White
(1932), o primeiro a desenvolver um meio nutritivo liquido,
com capacidade de manter, durante periodo ilimitado,
o crescimento de dapices radiculares de Lycopersicon
esculentum (Torres et al., 1998).

A descoberta do primeiro fitormonio, o acido
indolacético (auxina), possibilitou o estabelecimento e
a manutencdo indefinida de culturas de calo de cenoura
(Gautheret, 1939 apud Torres et al, 1998; Nobécourt,
1939 apud Torres et al., 1998). Posteriormente, também
utilizando calo de cenoura, em 1959, Reinert observou a
formagdo de embrides somaticos utilizando este mesmo
fitormonio (Torres et al., 1998). Em 1941, com os trabalhos
de Van Overbeek, foram determinadas as exigéncias
nutricionais para o cultivo de varios tipos de embrides
(Torres et al., 1998).

Historicamente, a aplicagdo pratica da cultura
de tecidos vegetais teve inicio quando Morel e Martin
(1952) obtiveram éxito na recuperacdo de plantas de Dalia,
livres de virus do mosaico, por meio de cultura de 4pices
caulinares. Inumeras descobertas foram realizadas ao
longo do século passado na cultura de tecidos em todo o
mundo, entretanto, no Brasil, apenas na década de 50, o Dr.
Agesilau Bitancourt, do Instituto Biolégico de Sdo Paulo,
desenvolveu os trabalhos pioneiros sobre cultura de tecidos
(Torres et al., 1998). Nos dias atuais, o Brasil conta com
diversos laboratdrios desenvolvendo pesquisas nessa area.

2.1. A cultura de tecidos na propagacio de
orquideas

A cultura de tecidos tem sido aplicada, ao longo de
muitos anos, a reprodugdo assexuada de muitas orquideas
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de interesse comercial, tais como Cymbidium, Cattleya,
Miltonia, Phalaenopsis, Vanilla e Vanda (Intuwong;
Sagawa, 1974). Do mesmo modo, tem sido utilizada
para multiplicagdo via sementes (reproducdo sexuada).
Os primeiros estudos nesta area iniciaram-se com Noel
Bernard, em 1911, quando promoveu a germinagdo in
vitro de sementes de orquideas em um meio contendo
agucares, minerais, agar e salepo (extrato de tubérculo de
Ophrys sp.) (Arditti, 1967). Com base nesse experimento,
Lewis Knudson, em 1922, obteve a germinagdo de
sementes de orquideas em um meio sintético, diferente
do de Bernard, constituido apenas de aglicares, agar e
sais minerais realizando, assim, com éxito, a primeira

reproducdo assimbidtica de orquideas (sem a necessidade
de associacdo com o fungo). Durante décadas, procurou-se
aperfeigoar o meio de cultura inicial de Knudson até que,
em 1946, chegou-se ao tradicional, e até hoje, utilizado na
cultura de orquideas, “Knudson C” (Tabela 1) (Knudson,
1946; Campos, 2002).

Em 1960, George Morel, modificando o meio
de Knudson C e semeando a orquidea Cymbidium,
conseguiu realizar a primeira reproducdo assexuada
partindo de gemas apicais desta planta (Campos, 2002),
iniciando a produgéo de orquideas para comercializa¢do
(Torres et al., 1998).

Tabela 1. Composi¢@o basica dos meios de White (1932), Vacin e Went (1949), Knudson C (1946), Murashige
e Skoog (1962), BS (Gamborg et al., 1968), SH (Schenk e Hildebrandt, 1972) ¢ WPM (Lloyd e McCown,
1980). (Modificada de Caldas et al., 1998; Caramaschi, 2001; Pasqual, 2001).

Componentes White VW

KC

MS BS5 SH WPM

Macronutrientes (mg/1)

CaCl,.2H,0 — —
Ca(NO,),.4H,0
Ca,(PO,),
(NH,),SO,
NH,NO, — —
KNO,
MgSO,.7H,0
KH,PO,

KCl

K,SO,

NaH_ PO,.H,0
Na,SO,

NH, H PO,

— 440

— 1650 — —

150

200 96

(NH4)2SO4
CoCl,.6H,0
CuSO,
CuSO,.5H,0
H,BO,

Kl

MnSO,.H,0
MnSO,.4H,0
MoO,
Na,MoO,.2H,0
ZnSO,.7H0 3 —
Fe(SO,),

0,0001 —

— 8,6 2 1 8,6
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FeSO,.7H,0 — — 250 27,8 27,8 15 27,8

Fe,(C,H,0,).2H,0 - , '

Na, EDTA. 2H O — - — 37,2 37,2 20 37,2
Vitaminas e Aminoacidos (mg/1)

Acido nicotinico 0,5

0,5

Glicina
Piridoxina. HC1
Tiamina. HCI
Myo-inositol
Sacarose (g/1)

3. Micropropagacao

A micropropagacdo ¢ um método de propagagio
vegetativa amplamente estudada em diversas espécies
vegetais, sendo a modalidade dentro da cultura de
tecidos a que mais se tem difundido e encontrado
aplicagdes praticas comprovadas. Entre as vantagens
de sua utilizacdo estdo as possibilidades de obtengdo
de varias plantas a partir de um Unico explante inicial,
independentemente de condi¢des climaticas, redugdo
do tempo e da 4rea necessaria a propagacgio da espécie,
reprodugdo do genotipo da planta-mde, geralmente
com fidelidade durante a multiplicagdo e a propagacio
vegetativa de espécies dificeis de serem propagadas por
outros métodos (Erig e Schuch, 2010).

A importancia da cultura de tecidos vegetais!
¢ principalmente a producdo de um grande nimero de
mudas em um periodo relativamente curto e em um
espaco fisico relativamente pequeno (vidros) de facil
transporte e manuseio (Cid, 2003). Em diversas espécies,
o crescimento, na natureza, ocorre muito devagar, como
¢ o caso das orquideas e a cultura de tecidos passa a ser
uma alternativa a sua produg@o mais rapida e eficiente
(Campos, 2002).

Apesar das diferengas morfoldgicas, fisiologicas
e nutricionais existentes entre as espécies vegetais, a
cultura de tecidos possui algumas etapas comuns a todas
elas. Murashige (1974) apud Grattapaglia e Machado
(1998), conceitua trés estagios da micropropagacio:

- primeiro estagio: consiste na selecdo de
explantes (parte da planta utilizada na micropropagagio),
desinfestagdo e cultura em meio nutritivo sob condigdes
assépticas;

- segundo estagio: corresponde a multiplicagdo

— 05 10 5

100

100

de mudas mediante sucessivas subculturas em meio
nutritivo proprio para a multiplicagdo;

- terceiro estagio: a transferéncia das plantas
produzidas para meio nutritivo de enraizamento. Todas
estas etapas sdo seguidas de aclimatizagdo, que consiste
na transferéncia das plantas produzidas para serem
aclimatadas em estufa.

No Laboratério Multidisciplinar do Jardim
Botéanico de Brasilia (JBB)érealizado o desenvolvimento
das seguintes etapas: confec¢do do meio de cultura,
germinacdo e repicagem, para a obtencdo das mudas in
vitro.

4. Meios Nutritivos

Os meios nutritivos ou meios de cultura
foram elaborados para fornecer todas as substancias
necessarias para suprir tecidos e orgdos cultivados in
vitro, mantendo suas fun¢des metabodlicas e promovendo
sua sobrevivéncia e desenvolvimento.

Segundo Cid (2003), os elementos que compdem
0 meio nutritivo da cultura in vitro devem pertencer a
categoria dos essenciais, isto ¢, aqueles em que a planta
ndo se desenvolve na auséncia de alguns deles.

4.1. Meios liquidos e Meios Sé6lidos

Os meios de cultura podem ser liquidos ou
solidos. As culturas em meio liquido exigem um suporte
através do papel filtro sempre umidecido com meio de
cultura ou em constante agitagdo para renovagdo do
oxigénio necessario ao explante. Os meios liquidos
possuem a vantagem de serem mais simples e praticos
no preparo, sendo, at¢ mesmo, de custo relativamente

'A cultura de tecidos pode fornecer suporte para areas da bioquimica, como estudos das vias metabolicas; em fisiologia vegetal, para estudos
de crescimento e desenvolvimento, efeitos de hormoénios e reguladores de crescimento; na fitopatologia, em estudos de toxinas; na citogenética, para
estudos de cromossomos ou alteragdes cromossomicas (Pasqual, 2001) na produgio de mudas em larga escala.
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mais baixo.

Em comparagdo com meios so6lidos, os meios
liquidos mostram-se mais homogéneos, evitando,
consideravelmente, a formagdo do gradiente de
concentracdo dos nutrientes durante o desenvolvimento
do explante.

Em contrapartida, pesquisas com Catasetum
pileatum Reichenbach f., visando a formagio de
protocormos a partir de dpices radiculares, demonstraram
que o meio MS s6lido mostrou-se mais favoravel que os
demais meios menos densos, onde os explantes sofreram
oxidagdo (Kraus e Kerbauy, 1992).

Com relagdo aos meios solidos, Pasqual (2001)
afirma que, mesmo que o custo seja maior e seu preparo
mais demorado, ainda é preferido nas pesquisas devido
a facilidade de manejo do explante. Para se obter um
meio de cultura solido, faz-se necessaria a utilizacdo
de agentes solidificantes. Tradicionalmente, o Agar, um
polissacarideo extraido de algas marrons (Rodophyta), ¢
bastante utilizado para esses propositos. No Laboratorio
do JBB ¢ usado apenas o Agar.

Em nosso laboratério, o uso do meio liquido
ocorre apenas em situagdes emergenciais, quando
¢ necessaria a aceleragdo do crescimento da muda
de orquidea para posterior aclimatizagdo em estufa.
Entretanto, esse tratamento exige ajustes constantes do
meio ou trocas freqiientes de frascos enquanto que o
uso de meio solido facilita a manutengdo da repicagem/
transferéncia.

4.1.2. Componentes dos Meios Nutritivos
4.1.2.1. Agua

A 4gua € o componente utilizado em maior
quantidade na preparagdo de meios de cultura. A
dgua ndo tratada por processos especificos contém
sais dissolvidos e outras impurezas que variam em
quantidade de um local para outro. Por esse motivo, a
agua deve ser destilada ou bidestilada e deionizada por
colunas de troca idnica ou filtrada com filtros de acetato
de celulose (tipo “Milli-Q”). Esta Gltima permite que os
meios de cultura estejam livres de agentes toxicos e da
influéncia de outros sais e ions.

4.1.2.2. Macronutrientes

Via de regra, os macronutrientes sdo fornecidos
ao meio de cultura na forma de sais e sdo necessarios
em maiores propor¢des. Sdo eles: calcio, potassio e
magnésio, absorvidos pelas células vegetais como
cations (Ca?, K*, Mg*"), nitrogénio, absorvido na forma

de amoénio (NH,") ou nitrato (NO,"), fésforo, absorvido
como fons fosfato (HPO,* e (H,PO,) e enxofre,
absorvido como ions sulfato (SO,)*. Os sais usados para
fornecer macronutrientes também podem fornecer ions
sodio (Na") e cloro (CI).

Entretanto, Waes e Deberg (1986) constataram
que as sementes de algumas orquideas como Epipactis
atrorubens (Hoffm) Besser germinaram mais
rapidamente em um meio basico combaixa concentragdo
de macronutrientes quando comparado com meio
contendo alta concentragdio de macronutrientes.
Entretanto, ndo obtiveram o crescimento subseqiiente.
Esses fatos nos levam a concluir que, para aquelas
espécies, um meio contendo altas concentra¢des de
macronutrientes atua negativamente na germinacgio in
vitro, mas ndo no crescimento subseqiiente. Com isso,
constata-se que os meios podem ser especificos de
acordo com a etapa de desenvolvimento do explante.

Nitrogénio: ¢ o elemento exigido em maior
quantidade, pois ¢ constituinte de aminoacidos e dcidos
nucléicos, entre outros componentes da célulavegetal. Na
maioria das espécies vegetais, a deficiéncia de nitrogénio
causa o aparecimento de clorose (amarelamento das
folhas), sobretudo nas folhas mais velhas, proximas a
base da planta, pois a planta, nessa condi¢@o, redireciona
o nitrogénio para as folhas mais jovens (Taiz e Zeiger,
2004). No meio de cultura, o nitrogénio pode apresentar-
se sob duas formas inorganicas: de cation (amo6nio) e
anion (nitrito e nitrato).

Pesquisas realizadas com Catasetum fimbriatum
Lindley, mostraram que a enzima nitrato redutase
obteve maior atividade em plantas que possuem maior
habilidade de assimilagdo de ions nitrato (Majerowicz
e Kerbauy, 2002), pois se a planta absorve nitrato, este
deve ser reduzido a ion amonio (NH, ") para incorporagéo
ao esqueleto carbonico (Taiz e Zeiger, 2004).

O nitrogénio pode, também, apresentar-se
na forma de amonio. Segundo trabalhos realizados
por Yatazawa e Furuhashi (1968), Gamborg (1970)
e Gamborg e Shyluk (1970), o ion amdnio (NH4+)
mostrou-se toxico as células in vitro, quando fornecido
como a uUnica fonte de nitrogénio. Entretanto, a
combinagdo de nitrato ¢ amoénio no meio de cultura,
estimula o crescimento de diversas plantas in vitro.

Fésforo: ¢é componente intermediario da
respiragdo e da fotossintese, além de ser utilizado no
metabolismo energético das plantas e fonte para a
producido de 4cidos nucléicos. As plantas absorvem
fésforo na forma do ion fosfato (H,PO,) e (H,PO,),
sendo desta forma acrescida ao meio de cultura de
tecidos.

Calcio: ¢ utilizado pelas plantas na sintese de
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novas paredes celulares, em particular a lamela média,
que separa células em divisdo; ¢ também utilizado no
fuso mitdtico durante a divisdo celular e requerido para
o funcionamento normal das membranas celulares.
O déficit de célcio nas plantas resulta em crescimento
deficiente do sistema radicular e escurecimento das
margens das folhas apicais, podendo ocorrer inibi¢do do
crescimento e necrose das regides meristematicas mais
jovens.

Potassio: participa como ion acompanhante
do nitrato ou fosfato e tem como principais fung¢des
a regulacdo do P e o equilibrio osmoético no interior
das células, bem como a ativa¢do de muitas enzimas
envolvidas na respiragdo e na fotossintese.

Magnésio: tem uma fungio especificana ativagio
de enzimas envolvidas na respiragdo, fotossintese e
sintese de dcidos nucléicos. E um componente essencial
da molécula de clorofila e um dos constituintes da
lamela média.

Enxofre: ¢ constituinte de varias coenzimas e de
vitaminas essenciais a0 metabolismo e estd relacionado
com a assimilagcdo do nitrogénio pelas plantas. Muitos
dos sintomas provocados pela deficiéncia de enxofre sdo
semelhantes aos da deficiéncia de nitrogénio, tais como
clorose e redu¢do do crescimento (Taiz e Zeiger, 2004).

4.1.2.3. Ferro

O ferro encontra-se em uma faixa compreendida
entre 0SS macros € 0S micronutrientes, pois ¢
necessario as culturas em concentragdes menores
que as dos macronutrientes, porém superiores as dos
micronutrientes.

O ferro tem um importante papel como
componente de enzimas envolvidas na transferéncia de
elétrons, como por exemplo, os citocromos, sendo que
a deficiéncia de ferro caracteriza-se por uma clorose
internervural (Taiz e Zeiger, 2004).

O ferro ¢ essencial para a cultura de tecidos de
orquideas, sendo adicionado ao meio de cultura na forma
de FEEDTA, um complexo chamado quelato, que evita
a precipitacdo do ferro no meio e facilita sua absorgdo.

4.1.2.4. Micronutrientes

Os micronutrientes sdo elementos essenciais
a sobrevivéncia e desenvolvimento da planta, mas em
concentragdes bem menores que a dos macronutrientes.
Fazem parte desse grupo os seguintes elementos
essenciais: Boro (B), Cloro (Cl), Cobre (Cu), Manganés
(Mn), Molibdénio (Mo) e Zinco (Zn).

Boro: esse elemento € importante para o

alongamento celular, sintese de &cidos nucl€icos,
respostas hormonais, divisdo celular, auxilia na
manutengio da estabilidade da membrana celular € no
transporte de carboidratos no floema e, € essencial para
a sintese de UDP-glicose (precursor da celulose).

Cloro: ¢ importante na fotolise da agua e
necessario para a divisdo celular, tanto em folhas quanto
em raizes, além de participar do movimento estomatico.

Cobre: esta associado com enzimas envolvidas
em reacoes de oxido-redugdo (transferéncia de elétrons),
como o caso da plastocianina, a qual estd envolvida no
transporte de elétrons durante as reagdes da fotossintese
dependentes de luz, sendo também um dos constituintes
dos citocromos.

Manganés: participa na ativagdo de enzimas
como as descarboxilases e desidrogenases envolvidas no
ciclo de Krebs. Entretanto, sua principal fun¢do refere-
se a participacdo na fotdlise da agua (quebra da agua
produzindo oxigénio) e na substituicdo do magnésio na
ativacéo de algumas enzimas.

Molibdénio: é componente de vérias enzimas,
tais como a nitrato redutase e nitrogenase, sendo
que a nitrato redutase catalisa a reducdo do nitrato
a nitrito durante sua assimilacdo pela célula vegetal
e a nitrogenase converte o gas nitrogénio a amonia
em microorganismos fixadores de nitrogénio como
as micorrizas nas associa¢des simbidticas com as
orquideas.

Zinco: varias enzimas requerem ions de zinco
para suas atividades e este elemento pode ser exigido
para a sintese de clorofila. A falta do zinco causa a
perda da capacidade da planta em produzir quantidades
suficientes do hormonio auxina (4cido indolacético). Sua
deficiéncia ¢ caracterizada pela reducdo do crescimento
internodal, bem como pela producdo de folhas pequenas
e retorcidas, com margens de aparéncia enrugada.

Vajrabhaya e Vajrabhaya (1970) utilizaram altas
concentracdes de micronutrientes em um meio basico,
na cultura de gemas apicais de Rhynchostylis gigantea
(Lindl.) Ridl. e observaram uma grande formagdo de
calos, os quais, posteriormente, ndo se diferenciaram.
Esse fato, mais uma vez, vem corroborar a idéia que as
concentragdes de nutrientes requeridos dependem de
cada etapa de crescimento do explante.

A morfogénese e o crescimento de células de
algumas espécies vegetais podem ser promovidos pelo
aumento do nivel de micronutrientes indicados pelos
diferentes meios de cultura. Por exemplo, a indugdo
e manutencdo de calos e crescimento de células em
suspensdo de espécies florestais apresentaram melhor
resposta com micronutrientes cinco vezes mais
concentrados que a composig¢do verificada no meio MS
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(vide Item 6) (Pasqual, 2001).

Caramaschi (2001) utilizou tratamentos de meios
VW, KC e MS contendo os micronutrientes do meio MS
e tratamentos com estes mesmos meios contendo apenas
sulfato de manganés para a germina¢@o de sementes de
Cyrtopodium sp. e constatou que ndo houve diferencas
significativas na germinag3o das sementes daquela
orquidea.

Infelizmente, a literatura disponivel ndo
apresenta muitos experimentos e pesquisas relacionadas
exclusivamente a influéncia dos micronutrientes
separadamente na cultura de tecidos de orquideas.
Dessa forma, alguns testes devem ser realizados para
otimiza¢io dos meios de cultura.

4.1.2.5. Carboidratos

Muitos sdo os carboidratos que podem ser
acrescentados aos meios de cultura: sacarose, glicose,
frutose e maltose. Entretanto, o mais utilizado na cultura
de tecidos de orquideas € a sacarose. A sacarose possui
certas caracteristicas benéficas a cultura in vitro: alta
solubilidade e rapida metabolizagdo, pois € o agucar
mais transportado e armazenado pela maioria das
células vegetais. Os produtos da hidrélise da sacarose
(glicose e frutose), uma vez dentro da célula, podem
entrar na via glicolitica ou na via das pentoses-fosfato
ou, ainda, serem armazenados na forma de amido.

A galactose e a lactose, quando utilizadas como
fontes de carbono na cultura, promovem a morte de
plantulas de grande parte dos géneros de orquideas
(Arditti, 1967). Por outro lado, a sacarose, frutose,
maltose e glicose, promovem uma resposta positiva no
desenvolvimento das Orchidaceae (Ernest ef al., 1970).

A eficiéncia de sacarose na germinagdo de
sementes de orquideas depende, dentre outras coisas,
de sua concentra¢do no meio nutritivo, sendo que, de
acordo com a cultura, a frutose ou a glicose podem
substituir diretamente este carboidrato. A concentragdo
otima de sacarose para a indu¢do da morfogénese ou
do crescimento difere entre as espécies de orquideas
cultivadas. Entretanto, ja foi constatado que niveis
elevados de sacarose no meio inibem a sintese de
clorofila dessas e de outras plantas. Altas concentragdes
de sacarose inibem o desenvolvimento in vitro de
Cymbidium sp. (Fannesbech, 1972).

Caramaschi (2001), em estudo referente a
pré-aclimatizacdo, substituiu a sacarose pela glicose,
obtendo bons resultados na sobrevivéncia de mudas
de Cyrtopodium vernum Rchb. f. & Warm. As plantas
que estavam em meios contendo alta concentragdo de
glicose (25g/1), tiveram uma maior taxa de sobrevivéncia

na aclimatizacdo quando comparadas as plantas que
estavam em meios contendo 12,5g/1 de glicose.

A frutose quando entra em contato com uma
auxina pode contribuir para a diferenciacdo de cdmbio
vascular, influenciando a formagdo de xilema e
floema. Essa diferenciacdo € capaz de promover maior
regeneracdo de protocormos de Catasetum fimbriatum,
quando comparado & acfo dos demais carboidratos
(Kraus e Kerbauy, 1992). A frutose utilizada em grande
quantidade pode formar calos nas raizes de mudas de
orquideas.

Todos os fatos, acima relatados, mostram que
o uso de diferentes fontes de carbono deve ser testado
caso a caso.

4.1.2.6. Vitaminas e Myo-inositol

Vitaminas sdo substdncias necessarias por
serem co-fatores cataliticos importantes de vias
metabolicas nas células. Nos primeiros trabalhos
com cultura de tecidos vegetais, o suprimento de
vitaminas nas culturas era proveniente da adi¢do de
misturas complexas como a agua de coco. Com o
decorrer do tempo ¢ das pesquisas, o desenvolvimento
de especificagcdes das vitaminas e suas concentragdes
tornaram-se necessario.

As principais vitaminas utilizadas na cultura
de tecidos vegetais sdo tiamina (vitamina B)), acido
nicotinico (niacina) e piridoxina (vitamina B ). Estudos
promovidos por Linsmaier e Skoog (1965) apud Caldas
et al. (1998), demonstram que apenas a tiamina mostra-
se necessaria a grande maioria das culturas.

E de suma importincia ressaltar que o
fornecimento ou ndo dessas vitaminas a cultura,
dependera da espécie vegetal com que se esta
trabalhando, pois as vezes uma ou até mesmo todas as
vitaminas podem ser dispensaveis para aquela espécie.
Portanto, € sugerido que sejam realizados testes para a
checagem da melhor combinagdo de vitaminas.

Os inositol-fosfolipidios, assim como outros
compostos derivados do inositol, tém um papel
fundamental no trafego de membrana e rotas de
sinalizagdo, estocagem e transporte de auxinas,
biossintese de acido fitico e parede celular, e produgéo
de moléculas relacionadas ao estresse (Abreu, 2006).

4.1.2.7. Hormdnios Vegetais ou Reguladores
de Crescimento

Os hormoénios vegetais ou “fitormdnios”
correspondem as substancias naturais que sdo produzidas
pelas plantas e sdo responsaveis por direcionar o processo
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morfogenético, pois atuam como sinais quimicos que
regulam o crescimento e desenvolvimento celular.
Atualmente, tem-se o conhecimento de trés grandes classes
de hormoénios indutores do crescimento: as auxinas, as
citocininas e as giberilinas; em contrapartida, existem
inibidores como: acido abscisico ¢ etileno (Tabela 2). As
auxinas e as citocininas sdo os reguladores de crescimento
mais utilizados na cultura de tecidos vegetais.

Alguns reguladores de crescimento celular podem
ter origem sintética (ex: acido indolbutirico (AIB)) e sdo
substancias que detém as mesmas funcdes dos hormonios
vegetais (Cid, 2003). Entre eles, o acido indolacético
(AIA), considerado uma auxina instavel (pois se degrada
facilmente pela luz) e, por essa razéo, os demais reguladores
de crescimento passam a ser mais utilizados em detrimento
do AIA; e o &cido naftaleno acético (NAA), utilizado para
enraizamento e indugdo de calos, formac¢do de células
desorganizadas, conforme a Tabela 2.

Indutores de Crescimento:

Aucxinas: tem por principais fungdes a promogao
da formagdo de raizes laterais e adventicias, regulacdo da
dominancia apical, retardamento do inicio da abscisdo
foliar, promog¢do do desenvolvimento dos frutos com a
promogdo da sintese de etileno, entre outras fungdes’.

As auxinas sdo frequentemente aplicadas na cultura
de tecidos de orquideas. Em raizes de orquideas cultivadas
in vitro, a regeneragio de protocormos (€ um termo usado
para designar um estagio inicial de desenvolvimento
do embrido das orquideas) ocorre, em geral, apdés um
estagio de calo, cuja formagdo depende da presenga de
auxinas sintéticas no meio de cultura. Como por exemplo,
AIA (acido 3-indolacético); ANA (&cido alfa-naftaleno-
acético); AIB (acido indol-3-butirico); 2,4-D (4cido
2,4-diclorofenoxiacético) ou NOA (4cido naftoxiacético).

Tabela 2. Reguladores de crescimento utilizados na cultura de tecidos de plantas (Caldas et al., 1998; Pasqual,

2001, com adaptagdes).

Classes de Reguladores Abreviaturas/

Auxinas
CPA
iloa
Citocininas . Linetna (K1IN)
BP(BA)
Zeatina (ZEA)
Giberelinas
Inibidores

Etileno

nomes comuns

Nomenclatura

Acido naftalenoacético
Acido (4-clorofenoxi) acético

Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico

As auxinas promovem o crescimento dos tecidos vegetais induzindo a liberagdo de ions hidrogénio na parede celular, levando a
acidificagdo da parede e a degradagdo de parte dessa, aumentando a sua plasticidade. As auxinas, quando utilizadas in vitro, podem induzir a

formagdo de calos e a embriogénese em varias espécies vegetais.
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A auxina 2,4-D ¢ utilizada especificamente para a indugdo
de calos, para regeneragdo de plantas via embriogenése
somatica ou para cultura de protoplastos.

Kerbauy (1991, 1993) constatou que em culturas
de apices radiculares de Cattleya sp. € Oncidium varicosun
Lindley var. rogersii, o acido indolbutirico (AIB) induziu
prolongamento e crescimento longitudinal vigoroso nos
explantes, cerca de oito vezes maior que o tamanho original.

Citocininas: promove a divisdo celular, formag&o
dos 6rgdos, maturagdo dos cloroplastos, crescimento de
gemas laterais, retardamento da senescéncia foliar e regulam
o crescimento de caules e raizes. Embora as citocininas
regulem muitos processos celulares, a sua principal fungéo
¢ o controle da divisdo celular. Sao exemplos de citocininas:
BAP [N-Benzil-9-(2-tetrahidropiranyl)-adenina] ou BA ou
6-BA (6-benzilamino-purina) (de acordo com a tabelal);
KIN (6-furfurilamino-purina) e Zeatina (N¢ —(4-hidroxi-3-
metilbut-2 enil amino-purina).

Giberelinas: compdem um grupo de hormonios que
foi descrito pela primeira vez em 1950 e, que atualmente
agrupa 125 compostos (Taiz e Zeiger, 2004). As giberelinas
sdo freqiientemente associadas a promogdo do crescimento
do caule. A aplicacdo desses hormonios em plantas intactas
pode induzir aumentos significativos na altura das plantas.
Também, em alguns tipos de plantas, induzem um marcante
alongamento dos entrends como observado em espécies
ands, além de promover alongamento e divisdo celular.
Sdo, também, os horménios mais utilizados na promogao
da germinagdo de sementes, como por exemplo, GA, (dcido
giberélico).

Inibidores de Crescimento:

Acido abscisico (ABA): pode tanto estimular,
quando utilizado em pequenas concentragdes, quanto inibir
o crescimento de calos em meio de cultura. Em cultura
in vitro de orquideas, o0 ABA possui uma tendéncia para
inibi¢do do desenvolvimento.

Etileno: pode ser produzido de maneira enddgena,
sem necessidade de fontes externas, dentro do frasco que
contenha o meio de cultura e o explante, quando mantido
por longos periodos. No entanto, sua agdo € muito pouco
estudada. Geralmente, promove a oxidagdo, a inibi¢do de
crescimento ou a senescéncia de orgdos. Em culturas in
vitro de orquideas, o etileno induz a conversio de apices
radiculares em protocormos.

4.1.2.8. Misturas Complexas

As misturas complexas constituem-se em conjuntos
empiricos de substancias adicionadas aos meios sem que seja
possivel precisar-se a concentracdo de seus componentes.
Podem variar desde conjuntos de vitaminas e aminoacidos a

diversos sais minerais e hormonios. Varios aditivos podem
ser considerados como misturas complexas, tais como:
extrato de levedura, extrato de tomate, emulsdo de peixe,
homogeneizado de banana e de mamdo, agua de coco,
dentre outros.

Segundo Ernest e al. (1970), um homogeneizado
de banana e abacaxi acrescidos ao meio basico de Knudson
C (Tabela 1), promove a aceleragdo do crescimento de
protocormos de Phalaenopsis sp.

Um tipo de mistura que ainda é muito utilizada é a
agua de coco, pois possui muitos sais minerais, hormonios,
vitaminas e aminoacidos, além de possuir uma propriedade
tamponante (manter o pH dentro de uma faixa especifica).
Para algumas espécies de orquideas, como Cattleya sp. e
Epidendrum sp., a 4gua de coco revela-se como estimulador
no desenvolvimento de embrides, mas possui efeito negativo
no desenvolvimento de embrides de Cyrtopodium eugenii
Rchb.f. & Warm., pois inibe a sua germinagio (Caramaschi,
2001).

Churchill er al. (1972) utilizaram agua de
coco e banana homogeneizada como suplemento de
nutrientes, mas obtiveram um resultado insatisfatorio na
micropropagacdo de apices radiculares de Epidendrum sp..
No entanto, Fannesbech (1972) obteve bons resultados no
desenvolvimento de Cymbidium sp. em meio MS modificado
acrescido com agua de coco.

Em pesquisas realizadas no laboratério do JBB
foram observados que a utiliza¢do de dgua de coco no meio
de cultura traz resultados positivos para o enraizamento de
espécies de Cattleya amethystoglossa e Encyclia sp. Por
outro lado, Kerbauy e Handro (1981) constataram um efeito
inibitorio da agua de coco no desenvolvimento in vitro de
gemas laterais de Cattleya intermedia.

O uso de misturas complexas dificulta a
padronizac¢do dos meios, portanto, as formulagdes de meios
nutritivos devem possuir concentragdes preestabelecidas
das substéncias isoladas, pois facilitam o controle cientifico
e a fidelidade dos resultados.

4.1.2.9. Outros Aditivos
4.1.2.9.1. Fungicidas e Antibidticos

Os fungicidas e antibidticos sdo acrescentados
aos meios de cultura como agentes de prevencio de
fitopatologias provenientes dos explantes utilizados ou
de possiveis contaminagdes externas no momento da
manipulagdo. Apesar de estarem sendo cada vez mais
utilizados no combate a contaminagdo microbiana, nio
garantem total seguranga no combate aos agentes bioldgicos
contaminantes e ndo podem, de forma alguma, substituir os
processos de assepsia.
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4.1.2.9.2. Antioxidantes

Os antioxidantes inibem a oxida¢do de compostos
fendlicos produzidos pelos proprios tecidos nos meios de
cultura, evitando a perda do cultivo.

O 4cido nitrico, o acido ascorbico, a
polivinilpirrolidona (PVP), a cisteina e o carvdo ativado,
entre outros, sdo comumente utilizados como antioxidantes.
Dentre eles, o carvdo ativado, um po bastante fino e de
cor escura, promove a fixagdo dos compostos fendlicos
produzidos pelo explante evitando a oxidagdo dos tecidos,
além de outros beneficios. Por esse motivo, é um produto
muito utilizado nas diversas culturas de orquideas. Quando
utilizado em concentragdes em torno de 0,3%, evita
oxidagdes, promove o enraizamento e a transformagéo
de apices radiculares em protocormos em Catasetum
pileatum Rchb. f. (Kraus e Kerbauy, 1992). Sugere-se, em
alguns casos, aumento da concentra¢do de auxina, quando
na presenca de carvao ativado. A pureza deste produto €
varidvel.

4.2. Diversificacio dos Meios de Cultura

Quando realizamos analise dos diferentes meios de
cultura existentes percebe-se que ndo existem composi¢des
capazes de apresentar o mesmo desempenho ideal para
todas as espécies botanicas. Em condi¢do extrema, um
determinado meio de cultura pode ser adequado somente
para um tipo de orquidea.

A escolha dos meios a serem utilizados depende,
portanto, de diversos fatores tais como: o tipo de cultura, a
espécie vegetal a ser cultivada, as exigéncias nutricionais
de cada espécie, bem como o que se deseja obter com a
cultura. Ha ainda, a possibilidade de se fazer pequenas
modificagcdes nos meios basicos, para melhor atender as
expectativas sobre a cultura.

Entre os meios mais conhecidos e utilizados na
cultura de tecidos vegetais destacam-se: White, VW,
Knudson C, MS, BS, SH, WPM.

Os mais utilizados na cultura de tecidos de
orquideas sdo os meios de Vacin e Went (VW), Knudson
C (KC), Murashige e Skoog (MS) e > MS (Caramaschi,
2001).

Os micronutrientes mais utilizados na cultura de
tecidos sdo aqueles encontrados nos meios Gamborg et
al. (1968) e Murashige e Skoog (1962), entretanto suas
concentra¢des sdo constantemente modificadas. Outros
meios, como White, SH ¢ WPM, também apresentam
micronutrientes em sua composicdo (Tabela 1).

A formula do meio KC vem sendo utilizada ha mais
de trés décadas e ainda hoje ¢ a mais solicitada para cultura
de explantes de orquideas. Entre outros resultados, Ueda e

Torikata (1972), observaram um bom crescimento de raizes
em Cymbidium sp., cultivados em meio KC, levemente
modificado pelo acréscimo de 10 mg/1 de cinetina.

O meio Murashige e Skoog (1962) possui uma
alta concentragdo de nitrato, amonia, potassio € outros
macronutrientes (Tabela 1), o que faz deste meio um dos
mais eficazes na cultura de tecidos em geral (Pasqual,
2001). Entretanto, para muitos pesquisadores, as exigéncias
de muitos tipos de cultura ndo s3o atendidas devido a baixa
concentragio de fosfato observada no meio MS. (Pasqual,
2001).

Huang (1984) tentou desenvolver um meio
de cultura que fosse comum e que atendesse a todas as
espécies do género Cattleya. Obteve sucesso com um meio
MS, modificado pelo acréscimo de agua de coco, adenina,
acido naftalenoacético (ANA) e glicose.

Gamborg et al. (1968) formularam o meio
denominado B5 (Tabela 1) primeiramente utilizado
para cultura de suspensdes de células de soja, entretanto,
posteriormente passou a ser utilizado em diversos estudos
de cultura de tecidos e a inspirar novas formulagdes
(Pasqual, 2001).

Em 1972, Schenk & Hildebrandt formularam
um meio SH (Tabela 1) destinado a indugdo e cultura
de calos de mono e dicotileddneas. Entretanto, este meio
ndo se mostrou eficaz na maioria das culturas, sendo hoje
utilizado com mais freqiiéncia na cultura de leguminosas
(Pasqual, 2001). Entretanto, o meio SH foi utilizado, com
sucesso, em 1978, para promover o desenvolvimento de
calos a partir da extremidade radicular de Epidendrum sp.
(Stewart e Button, 1978).

A comparagdo entre os meios demonstra que
o efeito é diverso para o mesmo tipo de explantes.
Caramaschi (2001) notou maior germinacio de sementes
de Cyrtopodium cristatum em meios basicos VW e KC,
que em meio basico MS.

Do mesmo modo, a germina¢do de sementes de
Cyrtopodium eugenii, no meio VW, mostrou-se mais eficaz
que para os demais meios comparados, talvez devido a
uma maior concentragio de fosfato (H,PO,) ou a maior
razdo amoOnia/nitrato no meio VW (Caramaschi, 2001). Ja
Stemberg e Kane (1998) obtiveram uma maior germinagdo
de sementes de Encyclia boothiana var. erythronioides em
um meio MS, que nos meios VW e KC.

Todos esses exemplos vém corroborar a idéia que
deve existir um meio mais apropriado para um determinado
explante e que o maior numero de combinag¢des (entre
meios e explantes) devem ser testados. Os meios de cultura
utilizados no Jardim Boténico de Brasilia estdo descritos
no item 6.
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5.Laboratoério de Reproducéo in vitro de Plantas

Com ampla experiéncia na micropropagacdo in
vitro, o JBB possui um laboratério com infraestrutura
adequada, uma estufa e orquidarios, tendo a capacidade de
produzir uma média de 100.000 mudas por ano.

O objetivo do Laboratério € promover a
propagacdo de espécies de orquideas ameagadas ou ndo de
extingdo através da técnica de micropropagacgdo in vitro
até a aclimatizag¢do das orquideas para reintrodu¢do na
natureza, contribuindo, deste modo, para a preservacdo e
conservagdo no JBB e para a biodiversidade vegetal.

5.1. Estrutura do Laboratorio

O Laboratdrio Multidisciplinar do JBB ¢
distribuido em 48 m?, dentro dos quais estdo organizados
os diferentes materiais e equipamentos necessarios. Abaixo
segue a lista de (infraestrutura fisica e de equipamentos)
areas, equipamentos e materiais que possibilitam o
desenvolvimento dos trabalhos.

Sala de Lavagem e Esteriliza¢do: autoclave
(esterilizagdo de materiais); destilador/bidestilador/
deionizador de agua (purificagdo da dgua usada nos meio
de cultura); pia (lavagem de vidrarias); estufa (secagem de
materiais).

Sala de Preparo do Meio de Cultura:
potencidmetro (ajuste de pH dos meios de cultura);
balanga analitica (pesagem de micronutrientes);
balanga eletronica (pesagem de macronutrientes); forno
(esterilizagdo de ferramenta instrumental); microondas
(dissolver o Agar para homogeneizar o meio de cultura);
geladeira (conservagdo dos meios de cultura e de frutos
de orquidea); estufa tipo B.O.D (choque térmico e
incubacdo das sementes em cultivo); agitador magnético
(homogeneizagdo dos reagentes para preparo do meio de
cultura); carrinho de aco de 45 cm com trés prateleiras
(suporte de materiais).

Sala de Manipulacdo: capela fluxo laminar
horizontal (manipulagdo  asséptica); estereoscOpio
(amplificagdo da visualizacdo e sele¢do do explante).

Sala de Cultura: prateleiras (acomodacio de
mudas); lampadas fluorescentes e incandescentes; timer
(controle de fotoperiodo); ar condicionado automatico
(controle de temperatura); esterilizador de ar (reducdo de
contaminantes).

Almoxarifado: prateleiras (estocagem de vidrarias
e materiais de limpeza); estufa para aclimatizagio: estufa
com telado de sombrite (desenvolvimento de condi¢des de
aclimatizag@o); controle automaético da irrigacdo.

Vidrarias:  baldes  volumétricos;  becker;
erlenmeyers; provetas; pipetas; funis; placas de petri de

150 mm; frascos diversos e tubos de ensaio.

Toda vidraria deve ser autoclavada durante 20 a
30 minutos a 121°C e depois secos na Cadmara de Fluxo
Laminar Horizontal ou em estufa a 150 °C durante 30
minutos.

5.2. Boas praticas de laboratoério
As boas praticas no laboratorio norteiam uma série
de medidas necessarias para que a seguranga do trabalhador
seja garantida, além de indicar rotinas que propiciem a
reprodutibilidade dos testes e rastreabilidade dos protocolos
utilizados. A literatura sobre o assunto ¢ vasta e nossa
proposta resume-se a apresentacdo de alguns exemplos
seguidos na produgdo de orquideas, ja que existe legislagdo
especifica pormenorizando o assunto.
A rotina basica desenvolvida no laboratério pode
ser exemplificada pelos seguintes aspectos:
1) Assepsia do ambiente de trabalho;
1.1) Limpeza periddica do laboratdrio (chio,
prateleiras, bancadas, vidrarias com material inoculado e
capelas);
1.2) Eliminagdo de vetores como formigas, acaros
e pulgdes com inseticidas;
1.3) Isolamento de area para evitar fluxo de pessoas
ndo ligadas ao laboratorio;
1.4) Troca periddica dos filtros do ar condicionado
e da Camara de Fluxo Laminar Horizontal,
1.5) Descarte de meios de cultura velhos (30 dias);
2) Higiene Pessoal
2.1) Amarrar os cabelos;
2.2) Aparar barba e unhas;
2.3) Retirar aderecos: reldgio, anel e pulseira;
2.4) Usar sapatos preferencialmente fechado;
2.5) Usar obrigatoriamente jaleco;
2.6) Lavar as mos e 0 antebraco com agua, sabdo
e alcool 70%;
2.7) Néo se alimentar dentro do Laboratorio.

5.3. Fases da Micropropagacio
5.3.1. Manutencio de plantas matrizes

As plantas matrizes s@o plantas selecionadas para
compor o banco de germoplasma, onde serdo coletados
materiais para a multiplicagdo in vitro. As plantas matrizes
devem se encontrar livres de pragas e doengas no ato da coleta
de explantes. Devem fornecer bons frutos para semeadura e
uma boa propagacdo de brotos laterais com vistas a coleta
e multiplicagdo in vitro através de multibrotagdo direta
(indug@o de multiplicag@o de gema pré-existente).

Uma das maneiras de multiplicar um explante ¢é
via indug@o de gemas adventicias por organogénese direta
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ou indireta. Essas gemas sdo denominadas adventicias por
serem induzidas em regides nas quais naturalmente, nio se
formariam. A forma indireta refere-se a fase de calogénese,
ou seja, ocorre a formagdo de calos a qual antecede a
regeneragdo das gemas adventicias.

5.3.2. Coleta de material vegetal (obtencio de
explantes)

Nesse processo, deve-se levar em consideracio a
estacdo do ano para a coleta, pois o estadio fisiologico do
explante varia de acordo com as estagdes (época de maior
atividade vegetativa, reprodutiva ou de repouso). O tamanho
do explante também influencia a taxa de contaminagio
por microorganismos: quanto maior o explante, maior a
chance de contaminagio. porém maiores sio as chances
de sobrevivéncia e crescimento do explante. Além disso, o
processo de desinfestagdo, assim como o estado fisiologico
da planta matriz ¢ do explante, sdo fatores de extrema
importancia. Para a desinfestagdo pode ser utilizado o
etanol e/ou compostos a base de cloro como. hipoclorito
de sodio, dentre outros (Grattapaglia; Machado, 1998). As
vezes, desdiferenciacdo para existir precisa de organogénese
indireta, como, por exemplo, quando se utilizam folhas
como explantes (Grattapaglia: Machado, 1998).

5.3.2.1. Sementes

Quanto a semente, deve-se considerar o tamanho,
coloracio. presenga de lesoes, estado fitossanitario e 1dade
fisiologica. A coleta de sementes ¢é feita através do fruto.
Deve-se observar primeiro se esse fruto tem uma boa
maturagdo. para garantir a germinagao.

Os frutos de orquideas. quando maduros. liberam
as sementes por trés aberturas longitudinais (linhas de
deiscéncia). Quando proximos da maturagdo, a regido
apical dos frutos comega a ficar amarelada e posteriormente
se contrai deixando as aberturas mais evidentes, conforme
figura 3. Os frutos sadios. quando ainda totalmente
fechados (imaturos). conforme figura 4, apresentam um
ambiente interno esterilizado para as sementes €. somente
apos a formacio das aberturas. as sementes entram em
contato com 0 melo externo e PASSAIM a ser contaminadas

por patogenos comuns (fungos ¢ bactérias).

5.3.2.2. Explantes vegetativos (brotos e folhas)

Na coleta dos brotos ou folhas para multibrotagdo
ou indugdo de calos para embriogénesc direta (processo no
qual os embrides se formam diretamente a partir do explante
original sem a formagdo de calo), deve-se coletar os brotos
¢ folhas mais jovens e tenros ¢ mais limpos (para Lacilitar o
desinfecgido) para obtengdo de melhores resultados.
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Para a escolha do explante, alguns parametros
devem ser seguidos:

- Quanto a planta doadora: considerar a idade,
aspecto fitossanitario, estado nutricional ¢ produtividade. A
experiéncia de um profissional na escolha da planta doadora
traz mais cficacia e eficiéncia ao processo de multiplicagio
in vitro. Foram observados que explantes mais velhos.
retirados de plantas cultivadas em estufas ou viveiros e/ou de
explantes (cultivados in vifro) ja diferenciados apresentam
dificuldades para regeneracgio de novas plantas.

- Levar em consideracio a estacdo do ano para a
coleta, pois o estadio fisiologico do explante vara de acordo
com as estagoes (época de maior atividade vegetativa,
reprodutiva ou de repouso).

5.3.3. Desinfeccio e tratamento do fruto e de
sementes

Seguem  abaixo  alguns
desinfecgio de frutos fechados e abertos:

procedimentos  de

e

Figura 3. Fruto aberto. Fonte: Lilian Breda.

Figura 4. Fruto fechado de orquidea. Fonte:
Lilian Breda.



5.3.3.1. Frutos fechados
Método 1:

A) Em Fluxo Laminar, colocar o fruto em um Becker
de 100 ml e submergir em alcool 70% durante trés minutos.

B) Logo ap0s, submergir a céapsula em solugdo de
hipoclorito de sédio 2% (preparado com 4gua destilada
autoclavada) por 25 minutos.

C) Lavar com agua destilada estéril por trés vezes.

D) Cortar os frutos em trés partes no sentido
longitudinal com ldmina de bisturi (esterilizado), niimero
10, em cima do papel de filtro autoclavado, conforme figura
5.

E) Retirar as sementes com ajuda da lamina de
bisturi.

F) Semear em placas de Petri contendo meio de
cultura (Ne 1 - vide item 6) para germinagdo. Basta depositar
as sementes na superficie do meio de cultura Knudson C,
conforme a figura 6.

G) Fechar as placas com filtro de PVC e levar para
sala de cultura e manter em temperatura ambiente.

Método 2:

A) Em Fluxo Laminar, mergulhar o fruto em um
Becker de 100ml com &lcool acima de 90%.

B) Levar o fruto até uma chama e flambar até que o
alcool seque completamente. Repetir o processo trés vezes,
conforme figura 7.

C) Cortar o fruto em trés partes no sentido
longitudinal sobre uma placa de Petri com papel de filtro
autoclavado, semear em meio de cultura para germinagéo
(Ne 1 — vide item 6). Fechar as placas com filtro de PVC ¢
levar para sala de cultura e manter em temperatura ambiente.

A germina¢do das sementes deve ocorrer em até 60
dias (dependendo das condigdes ambientais e da qualidade
da semente). Apos esse periodo as plantulas deverdo ser
transferidas para outro meio de cultura (Ne 2 - vide item 6)
para crescimento das mudas.

5.3.3.2. Frutos abertos

Para desinfectar frutos de orquidea, nos quais
as aberturas ja se efetivaram (expondo as sementes), o
primeiro procedimento a ser realizado ¢ a retirada do apice
ou da extremidade do fruto, para tentar minimizar o grau de
infec¢do e a quantidade de sementes infectadas.

Método 1:

A) Em Fluxo Laminar, diluir para 50% a

concentragdo de alcool acima de 90%.

B) Cortar o fruto em trés partes no sentido
longitudinal e retirar as sementes com ajuda da 1amina de
bisturi.

C) Submergir as sementes ¢ manté-las submersas
em alcool 50% durante 1 minuto.

D) Substituir a solugdo de dlcool 50% por hipoclorito
de sédio a 0,5%, durante dez minutos.

E) Lavar as sementes com 4gua destilada estéril trés
vezes.

F) Ainda em fluxo laminar secar em placa de Petri,
com papel de filtro.

G) Semear em placas com meio de cultura (Ne 1 —
vide item 6) para germinago.

H) Fechar as placas com filtro de PVC, levar para sala
de cultura e manter a temperatura ambiente na sala de cultura.

Método 2:

A) Em Fluxo Laminar, cortar o fruto em trés partes
no sentido longitudinal e retirar as sementes com ajuda da
lamina de bisturi. Devem-se submergir as sementes em
solugdo de sacarose a 5%.

B) Incubar por 12 horas entre 25 °C e 30 °C.

C) Retirar a soluc@o de sacarose com uma seringa
estéril.

D) Acrescentar e submergir as sementes em 3% de
agua oxigenada (10 volumes) e manter por 30 minutos.

E) Descartar a agua oxigenada e lavar com agua
deionizada estéril por trés vezes.

F) Retirar a solugdo de sacarose contendo as
sementes lavadas com ajuda de seringa esterilizada e semear
em placas de Petri contendo meio MS % ou N,OK, conforme
figura 8 (vide item 6).

Obs.: As sementes que flutuam ou boiam (aquelas
que ndo ficam no fundo) devem ser desprezadas juntamente
com o sobrenadante, pois sdo sementes estéreis (sem
embrido).

Um fator importante a se mencionar sdo as perdas
ocorridas com as possiveis contaminagdes das culturas,
causadas por uma assepsia ineficiente do explante ou da
cultura, ou ocorridas no momento de manipulagdo do
material. Mesmo apds a manipulagio, alguns frascos podem
ser perdidos, ja que nem todos eles possuem uma vedagdo
perfeita e o ar “contaminado” pode entrar em contato com a
cultura (Cid, 2003).

5.3.4. Desinfeccao de folhas e brotos
Método 1:

A) Em becker de 100 ml, submergir folhas e brotos

26 Heringeriana, Brasilia, v. 5, n°. 1, Julho de 2011.



Figura 5. Manipulagio do fruto para extra¢do das sementes. Fonte:
Lilian Breda.

Figura 7. Desinfec¢do de fruto fechado ¢ flambagem com dlcool.
Fonte: Lilian Breda.

Figura 8. Extracdo da solugio de sacarose e transferéncia para o meio de
cultura. Fonte: Lilian Breda.
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selecionados em solugdo de alcool 70% por 3 minutos.

B) Lavar em agua deionizada estéril.

() Submergir o material em solugdo de hipoclorito
de sodio 20%. por 20 minutos.

D) Lavar trés vezes em agua deionizada estéril.

[£) Fazer cortes quadrados (de 1 cm®) na folha ou
brotos ¢ incubar em placas de Petri com meio de cultura
(vide Meio MS especifico para essa etapa — item 6).

F) Incubar as culturas a 25 °C com iluminac¢ido
(fotoperiodo) de 14 horas.

Repicar/transferir a cada més para novo meio de
cultura (vide item 6 - Meio MS para producao de calos),
até o aparecimento dos primeiros calos.

5.3.5. Regeneracio de plantulas a partir de calos

Para regenerar as plantulas, devem-se transferir os
calos para um meio de cultura com metade da concentragdo
de sacarose ¢ sem reguladores de crescimento (vide
Meio MS % especifico para essa etapa — item 6). Todo o
procedimento de transferéncia deve ser feito em Camara de
Fluxo Laminar Horizontal. Estes calos tém um alto poder
de regeneracio e produgio de plantulas e constituem-se
em excelente forma de se obter uma grande quantidade de
mudas de orquideas.

5.3.6. Multiplicacao/Repicagem/Transferéncia

Para uma multiplicagdo i vitro, através
da multibrotagdo devemos selecionar os explantes

desenvolvidos. no qual devem ser selecionados e repicados/
transferidos (Figura 9), usando o meio de cultura MS '
adicionado de 5 a 10 mg/l de BAP (6-benzilaminopurina).

mudas de
orquideas isoladas provenientes de atividades
de repicagem ou transferéncia. Fonte: Lilian
Breda

Figura 9. Frasco contendo

5.3.7. Elongamento

Para o elongamento e desenvolvimenio dos
explantes de orquideas. essas devem ser acondicionadas
utilizando-se o meio de cultura MS 'z acrescide
mg/l de BAP (6-benzilaminopurina) + 0,5 mg |
(4cido giberélico).

Com o crescimento dos explantes devem scr feitas
repicagens para diluir em quantidades necessarias para o
crescimento dos mesmos. com isso os explantes devem
ser colocados em meio de cultura MS (macro 30",
micronutrientes sem altera¢do + vitaminas + sacarose 207,
t Agar 01% + pH 5.2).

s de (0.5

de GA

5.3.8. Enraizamento

Na fase de enraizamento in vitro, devem-sc utilizar
as seguintes concentragdes para o meio de cultura
- 0.5 mg/l da concentragio de citocinina com

meio de cultura MS (macro 50% + micronutricnles sem

alteragdo + vitaminas + sacarose 20% + Agar 0.1"y + pH
5.2) e 0,1 mg/l de NAA (acido nafetalenacético)
Quando as raizes comegarem a crescer. trunslerir

o material para o meio de cultura sem reguladorcs (NAA
¢ BAP) e adicionar 0,1% de carvio ativado. pois sem a
transferéncia de meio de cultura ocorrera a formugio de
calos nos apices das raizes, prejudicando o crescimento da
muda.

Ap6s o enraizamento, como se pode ver no figura
10. e elongamento da parte aérea (folhas) as mudas estiao
prontas para serem aclimatadas em estufa.

Figura 10. Muda de Canleva
nobilior enraizada. Fonte: Lilian
Breda.

28 Heringeriana, Brasilia, v. 5, n° 1. Julho de 2011.



5.3.9. Aclimatizacéo

A aclimatizag¢@o é o processo no qual as plantulas
sdo retiradas do meio de cultura e plantadas em condigcdes
externas, nas quais a luminosidade é maior e a umidade é
menor. Muitas plantas podem ser perdidas nesse processo,
pois os principais obstadculos enfrentados pela planta
durante a adaptagdo ao novo ambiente sdo a hidratagio,
a necessidade de desenvolver um sistema radicular (a
necessidade de se adaptar o sistema radicular as novas
condi¢des para que haja um pleno desenvolvimento e
absorcdo de nutrientes mais eficientes) que permita a
absorcdo de nutrientes do substrato e a sujeig¢do a acéo
de microorganismos.

As mudas de orquideas germinadas, crescidas
e enraizadas in vitro, estardo aptas a transferéncia para
os viveiros de aclimatizagdo, geralmente, apds 360 dias.
Entretanto, esse periodo pode variar de acordo com cada
espécie de orquidea.

A fase de aclimatizag@o das orquideas germinadas
in vitro é uma fase critica na producdo de mudas e
nesse sentido tém sido testadas diferentes técnicas para
favorecer o desenvolvimento individual de cada uma das
espécies. Requisito comum entre as técnicas € o plantio
das mudas em Sphagnum spp. (musgo vermelho, muito
utilizado para aclimatar mudas de orquideas em estufa).

A secdo a seguir tem o proposito de mostrar as
técnicas comumente utilizadas no JBB:

Os frascos com as mudas de orquideas sdo
colocados dentro da estufa e abertos permanecendo
durante 15 dias com o meio de cultura. Na primeira
e segunda semana, cada frasco devera ser aspergido
com solucdo contendo fungicida de contato a base
de mancozebe (lg/l). Deve-se aspergir trés vezes
por semana (ou um dia sim e outro ndo). Na terceira
semana deve-se utilizar fungicida juntamente com
fertilizante. Deve-se regar uma vez por semana. A
composicdo do fertilizante deve ser a base de adubo
fosforado durante os dois primeiros meses. No terceiro
més, usar adubo nitrogenado durante dois anos até a
primeira florac@o. Apds essa etapa, mudar para adubo
a base de NPK + 10 nutrientes (N-8%, P,O, soluvel
em agua-9%, K ,0-9%, Mg-0,6%, S-1%, B-0,02%,
Cl-1%, Co0-0,005%, Cu-0,2%, Fe-0,15%, Mn-0,02%,
Mo-0,005%, Zn-0,35%).

Cada espécie de orquidea necessita de um local
especifico dentro da estufa. Por exemplo, a espécie
Cattleya amethystoglossa permanece na estufa em um
local que possui um sombrite 70% duplo, sendo um local
bastante sombreado porém quente. A Cattleya labiata
permanece em um local com sombrite 70% com mais
claridade ja Cattleya nobilior permanece em um local

com sombrite 50% e bastante luminosidade.

O clima do Distrito Federal possui estagdes do
ano bem definidas, como o periodo da seca e chuvas.
No JBB as orquideas cultivadas em estufa sdo irrigadas
uma vez ao dia por meio de aspersores aéreos durante
10 minutos, no inicio da manhi e 10 minutos no final da
tarde, durante o periodo da seca. No periodo das chuvas,
as regas devem ocorrer apenas duas vezes por semana,
no inicio da manha ou no final da tarde.

Apo6s 15 dias na estufa, retirar as mudas de
orquideas dos frascos, colocd-las em uma bandeja de
plastico com agua e fungicida a base de macozeb (com
0,1% de fungicida). Com isso deve-se retirar o meio de
cultura lavando-se as raizes com esse liquido e, depois
de retirado todo o vestigio do meio de cultura, coloca-las
em bandejas de polietileno com 72 células (ou menos, de
acordo com o numero de mudas disponiveis), contendo
mistura de Sphagnum spp. com 50% de fibras de coco
desfibrado. Por precaugdo, é necessario que a fibra de
coco esteja desprovida do maior nimero possivel de
fitopatdgenos e, para isso, deve ser fervida agua antes de
ser utilizada na mistura.

Os pesquisadores do JBB, em 2007, testaram
diversas técnicas de aclimatizagdo para diferentes
espécies de orquideas, tais como: Cattleya labiata,
Cattleya nobilior e Cattleya amethystoglossa. Sempre
foi uma preocupagdo constante do JBB a utilizacdo de
substratos alternativos provenientes de recursos naturais
existentes dentro da area do JBB por questdes praticas,
ecoldgicas e econOmicas. A seguir, apresentaremos
alguns dos resultados identificando a espécie de orquidea
e a mistura de substratos utilizada.

A Cattleya labiata parece ser uma espécie de
facil aclimatizagdo. Os resultados mais significativos
foram alcangados através do uso de bandejas com
armagdo de ripa de madeira, fundo coberto de sombrite e
substratos compostos por diferentes misturas, tais como:
mistura de corticeira com Sphagnum spp. e fibra de coco
desfibrado; fibras fervida de casca ou de sementes de
arvore ou palmeiras misturadas com Sphagnum spp. ou,
ainda, casca de arroz lavada misturada com Sphagnum
spp. e fibra de coco desfibrado.

O uso de bandejas ¢ justificado pelo fato de
comportar maior quantidade de mudas do que vasos
de cerdmica (numero 12, por exemplo). A bandeja
de polietileno e a bandeja de isopor sdo Otimas para
aclimatizagdo, porém ocupam bastante espago na estufa.

A Cattleya nobilior apresentou os melhores
indices de desenvolvimento em vasos coletivos de
cerdmica (nimero 12), em vasos individuais (numero
7) e bandeja de polietileno com substrato composto
por mistura de corticeira (Bulnesia sarmientoi ou
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Enterolobivm gummiferum) bem triturada ¢ Sphagnum
spp.

A Cartleva amethystoglossa deve ser aclimatada
em vaso de ceramica individual ou bandeja de polietileno.
Como as raizes necessitam de maior acracio, o substrato
mais adequado foi a mistura de uma quantidade maior
de corticeira (Bulnesia sarmientoi ou Enterolobium
gummiferum) bem triturada com pouca fibra de coco
desfibrada. O cultivador deve estar atento para evitar a
compactagio do substrato.

5.4. Tipos de substratos:
vantagens ¢ desvantagens

recipientes e

Vasos de ceramica:

Vasos coletivos de ceramica (tamanho namero
12) (Figura 11), com drenagem de 1/3 de scixo lavado
¢ cobertura de Sphagmum spp. e corticeira (Bulnesia
sarmientoi e/ou Enterolobium gummiferum).

Vantagem: O espago na estufa ¢ otimizado, pois
em vasos com essas dimensoes cabem aproximadamente
20 mudas de orquideas.

Desvantagem: No momento da retirada das
mudas, para transferéncia para vasos individuais. pode
haver o rompimento das raizes, pois ¢ comum que as
raizes grudem uma nas outras devido a proximidade

das mudas. Para que isso seja amenizado pode reduzir o

Figura 11. Vaso coletivo de ceramica (nimero 12) com

substrato misturado de Sphagnum  spp. ¢ corticeira
(Bulnesia sarmientoi ¢/ou Enterolobium gummiferum e

mudas de Cattleva labiata . Fonte: Lilian Breda.

numero de mudas por vaso.

- Vasos individuais de ceramica (numero 7).
(Figura 12) com drenagem de 1/3 de seixo Livado ¢
cobertura de Sphagnum spp. e corticeira (Hulnesia
sarmientoi e/ou Enterolobium cummiferum)

Vantagem: Devido as dimensodes do vaso

as mudas sdo individualizadas, favorecendo o scu
desenvolvimento.

Desvantagens:

a) As raizes podem grudar na parede do vaso de
ceramica. causando o rompimento durante a retirada da
orquidea;

b) O vaso de ceramica individual toma muito

espago nas prateleiras da estufa.

Figura 12. Vaso individual de ceramica (ni

7) com substrato misturado de Sphae
spp. ¢ corticeira (Bulnesia sarmientoi ¢
Enterolobium gummiferum ¢ mudas de
Caitleva labiata. Fonte: Lilian Breda.

* Bandejas de isopor:

Vantagens: a) As mudas de orquideas estio
c¢lulas individualizadas. sendo que ndo ha competic
por espaco, para crescimento de raizes: b) O 1~
serve como isolante térmico. favorecendo o contiol
temperatura no interior das células, deixando o
mais umido, por mais tempo (Figura 13).

Desvantagens:

a) No momento da retirada da muda da el
algumas raizes podem grudar no isopor, causindo
rompimento das mesmas.
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Figura 13. Bandcja de isopor (com 80
cClulas) e plantio de mudas em substrato
Sphagnum spp. Fonte: Lilian Breda

* Bandejas com armacio (perimetro) de

madeira e com tela de sombrite 50% no fundo;

Desenvolvimento inicial de mudas para posterior

transferéncia para vasos.

Vantagem: O espag¢o na estufa ¢ otimizado. pois.
por esse método. cabem aproximadamente 100 mudas de
orquideas em uma bandeja com drea de 38 x 68 cm. Caso
algumas raizes consigam ultrapassar a base (trama ou
malha do sombrite). basta cortar o pedaco do sombrite
que contém as raizes que a malha ou trama rapidamente
se desmanchara. evitando danos as raizes.

Desvantagem: Devido ao grande numero de
mudas por area. no momento de sua retirada para
transferéncia para outro tipo de recipiente, as raizes
podem estar grudadas uma as outras, provocando o
rompimento das raizes (Figura 14).

Figura 14. Bandeja com arma¢do de madeira
com tela de sombrite 50% no fundo. Fonte: Lilian
Breda.

* Bandejas de polietileno (com 72 células):

estao

favorecendo o secu

Vantagem: As mudas de orquideas
em células individualizadas,
desenvolvimento sem que cause danos as raizes. pois
a bandeja de polietileno ¢ lisa, ndo deixa as raizes
grudarem a superficie. Outra vantagem que a bandeja
em polietileno apresenta sobre a bandeja de isopor é
que. ao serem empilhadas, as bandejas se encaixam
umas nas outras reduzindo o volume a ser transportado.
Além
dessas, sa0 mais resistentes a quebra e desgaste e menos

barateando o frete e facilitando a estocagem.

porosas, portanto. mais duraveis ¢ mais fiaceis de serem
esterilizadas. (Figura 15).

Desvantagem: A bandeja de polietileno ndo
retém calor. tornando a muda suscetivel a alteracoes
de temperatura. A manuten¢do da muda em estufa
com controle de temperatura ¢ umidade minimiza essc
impacto.

Figura 15. Bandeja de polietileno (com
72 células). Fonte: Lilian Breda.

6. Preparo de meios de cultura

6.1. Meios de Cultura utilizados no
Laboratério do JBB, composic¢io e finalidade

A) Meios de cultura N1 — Knudson C: utilizado
para a germinagdo de sementes de orquideas:

Heringeriana, Brasilia, v. 5, n°. 1, Julho de 2011. 31



* Macronutrientes

Reagentes Férmulas Concentracoes
Sulfato de amonio (NH))SO, 500 mg/1
Fosfato de potassio KH,PO, 250 mg/1
Nitrato de calcio Ca(NO,),.4H20 1 g/l
Sulfato de magnésio MgSO,.7H,0 250 mg/1
 Ferro EDTA
Reagentes Foérmulas Concentracoes
Sulfato ferroso FeSO,.7H,0 27,8 mg/l
Na EDTA C H NONa, 37,3 mg/l
* Micronutrientes
Reagentes Foérmulas Concentragoes
Iodeto de potassio KI 0,75 mg/1
Acido bérico H,BO, 3 mg/l
Sulfato de manganés MnSO,.H,O 10 mg/1
Sulfato de zinco ZnSO,.7TH 0 2 mg/l
Molibdato de sédio Na MoO,.2H 0 0,25 mg/1
Sulfato de cobre CuSO,.5H,0 0,025 mg/1
Cloreto de cobalto CoClL,.6H,0 0,025 mg/1
* Vitaminas
Reagentes Férmulas Concentracées
Myo-inositol CH, O, 100 mg/1
Acido nicotinico CHNO, 1 mg/l
Piridoxina C.H NO. HCI 1 mg/l
Tiamina C_H _CIN,O_HCl 10 mg/1
* Outros
Reagentes Concentragoes
Sacarose 2% 20 g/l
Agar 0,7% 07 g/l
pH 52a5,8
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B) Meios de cultura N° 2 — Knudson C:

* Macronutrientes

utilizado para crescimento de plantulas de orquideas.

Reagentes Formulas Concentracdes
Nitrato de potassio KNO, 1.900 mg/1
Nitrato de amoénio NH,NO, 1.650 mg/1

Cloreto de calcio CaCl,.2H O 440 mg/1
Sulfato de magnésio MgSO,.7H,0 370 mg/1
Fosfato de potassio KH,PO, 170 mg/1

Na, EDTA C, H, ,NONa, 37,3 mg/l
Sulfato ferroso FeSO,.7H,0 27,8 mg/l
* Micronutrientes
Reagentes Formulas Concentracdes
Iodeto de potassio KI 0,83 mg/1
Acido bérico H,BO, 6,2 mg/l

Sulfato de manganés MnSO,.H,O 16,9 mg/1

Sulfato de zinco ZnSO,.7H,0 8,6 mg/1

Molibdato de sédio Na,MoO,.2H,O 0,25 mg/1
Sulfato de cobre CuSO,.5H,0 0,025 mg/1
Cloreto de cobalto CoCl,.6H,O 0,025 mg/1
* Vitaminas
Reagentes Formulas Concentracoes
Myo-inositol CH O, 100 mg/1
Acido nicotinico CH.NO, 0,5 mg/l
Piridoxina C,H NO_HCIl 0,5 mg/1
Tiamina C_H, CLNO_HCI 0,1 mg/1
Glicina C,HNO, 2 mg/l
* Outros
Reagentes Concentracoes
Sacarose 2% 20 g/l
Agar 0,7% 07 g/l
Carvao ativado 0,1% 01 g/l
pH 5,2a5,8
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C) Meio de Cultura N°3 - (N,0K) Margara (1989): utilizado para germinag¢do de sementes de orquideas.

Reagentes Concentragio (mg/l)
CaNO,.4H,0 590
KNO, 1313
MgSO,.7H,0 246
KH,PO, 136
NaH PO,H.,O 170
MnSO,.H,0 16,9
ZnSO,.7H,0 8,6
CuSO,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
H.BO, 6,2
Kl 0,83
NaMoO,.2H,0 0,25
KCl 74,5
FeSO,.7H,0 27,8
NaEDTA 37,3
Myo-inositol 100
Sacarose 2%
Bap 05
" Tiamina 05
g -é " Piridoxina 25
g g = Nicotinico 25
pH 5,2a5,8

Obs.: Viérios meios de cultura sdo utilizados para
germinacdo de sementes de orquideas, como: Knudson C,
MS modificado e o da Margara.

Existem formula¢des comerciais prontas de alguns
meios nutritivos mais comuns como MS, White, McCown
e WPM. Esses produtos existem na forma de pé contendo
somente os sais minerais e deverdo ser acrescidos de alguns
componentes organicos. Os pacotes sdo encontrados no
Brasil e no exterior, especialmente nos Estados Unidos e
Europa, para o preparo de 1 a 50 litros de meio, bastando
que seja adicionada agua, algum outro suplemento (quando
necessario) e o ajuste do pH. Os meios de cultura prontos
deverio ficar estocados por um periodo maximo de um més
(Caramaschi, 2005).

6.2. Solucio-estoque

6.2.1. Preparacio de Solucio-estoque

Antes de discorrermos sobre os meios nutritivos,
faz-se necessaria a apresentacdo de algumas orientagdes
quanto ao preparo de solugdes-estoques.
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Os estoques de macronutrientes devem-se pesar as
solugdes MgSO, (sulfato de magnésio) + KH,PO, (fosfato
de potéssio) que ficaram no mesmo frasco, diluir em um
becker de 100ml essa solugdo, deve-se completar para 1
litro e pesar separado o CaCl, (cloreto de calcio), depois de
diluido completar para 1 litro. O reagente KNO, (nitrato de
potassio) e NH,NO, (nitrato de amonia) devem ser pesados
e adicionados diretamente no meio de cultura em preparo.
A solugdo de MgSO,, KH,PO, e CaCl, ficam armazenadas
em frascos na geladeira.

Solugio-estoque (50X)

Reagentes Quantidades
(*)NH,NO, 1.650mg/1
(*)KNO, 1.900mg/1
MgSO, 18,5¢g/1
KH PO, 8,5¢/1
CaCl, 22,0g/1




OBS.: (*) Esses reagentes, como sio em alta
concentragdo, sdo pesados, diluidos e acrescentados
diretamente no meio de cultura em preparo.

Solug¢des de fosfato e calcio normalmente precipitam
caso sejam misturadas em pH acima de 6. Dessa forma,
solugdes-estoque isoladas de sais de calcio, nitrato de calcio
ou cloreto de calcio podem ajudar a evitar problemas de
precipitagdo. As solugdes-estoque sdo preparadas com 10 a
50 vezes a concentragdo final do meio.

O estoque de Fe-EDTA ¢ preparado da seguinte
maneira: pesar 3,73g de Na,EDTA.2H,O e dissolver em
500ml de agua destilada. Apds a dissolugcdo, manter a
agitagdo e adicionar lentamente 2,78g de FeSO,.7H,0 e
dissolver em 500ml. Apds a dissolugdo, completar o volume
para 1000ml e agitar novamente. Colocar em frascos escuros,
cobertos com papel aluminio e armazenar na geladeira.

O estoque de micronutrientes devem-se pesar
individualmente os reagentes: KI (iodeto de potéssio) +
H,BO, (4cido bérico) + MnSO, (sulfato de manganés) +
ZnSO, (sulfato de zinco) + NaMoO, (molibdato de s6dio)
+ CuSO, (sulfato de cobre) + CoCl, (cloreto de cobalto)
e diluidos em um Becker com 50ml de agua deionizada e
acrescentar no baldo volumétrico de 1 litro todas as solugdes.
Os reagentes CuSO, e CoCl, devem ser preparados em um
subestoque, pois a concentragdo é de apenas 2,5mg/1. Todas
as solucdes diluidas e acrecentadas no baldo volumétrico
devem ser completadas para 1 litro, sendo acondicionadas
em um frasco e armazenada na geladeira.

Solugio-estoque (100X)

Reagentes Quantidades
KI 83mg/1
H.BO, 620mg/1
MnSO, 1.690mg/1
ZnSO4 860mg/1
NaMoO, 25mg/1
(*)CuSO, Iml
(*)CoCl, Iml

OBS.: (*) Esses reagentes devem ser preparados
em um subestoque, pois as quantidades sdo minimas ndo
tendo uma precisdo na solucdo final. O subestoque deve
ser pesado 250 mg/100 ml. Tomando-se 1 ml de cada
solucdo, vocé estard pegando 2,5mg que € o necessario
para acrescentar na solugéo de 1 litro.

O estoque de vitaminas e aminoacidos é preparado
a partir da dissolucdo de cada elemento individualmente
em 50 ml de agua deionizada em cada reagente pesado,
depois serdo colocadas em um baldo volumétrico e
completadas para 1 litro, depois dividir em frascos de S0ml

e armazenados no frezer.

Solucio-estoque (100X)

Reagentes Quantidades
Inositol 10.000mg/1
Acido nicotinico 50mg/1
Piridoxina 50mg/1
Tiamina 10mg/1
Glicina 200mg/1

O uso de determinadas vitaminas ¢ de hormdnios
em laboratdrio exige que as esterilizagdes sejam realizadas
a frio (filtragem), pois sdo geralmente substincias
termolabeis. Portanto, essas vitaminas e hormonios devem
ser adicionados depois de o meio ter sido autoclavado.
Exemplos: Vitaminas (acido ascorbico); Auxinas (AIA,
AIB); Citocininas (TDZ, 2ip e Cinetina); Giberilina (GA,).

6.2.1.1. Solucdes-Estoque de Substincias utilizadas
para Calibragem e Funcionamento de Aparelhos de
Precisio, para ajustes de Solugdes e outros fins * Solucio-
estoque de HCI 1N (100ml)

- Usar beker e proveta de vidro;

- Abrir o vidro de HCI dentro do exaustor;
- Retirar 8,3 ml de HCI;

- Misturar em 50 ml de dgua destilada;

- Obs.: colocar o HCI na agua, aos poucos;
- Completar para 100 ml.

* Soluc¢ao-estoque de KOH 1IN (100ml)
- Pesar 5,6g de KOH,;

- Dissolver em 50 ml de 4dgua destilada;
- Completar para 100 ml.

* Solucio-estoque de NaOH 1IN (100ml)
- Pesar 4,0g de NaOH,;

- Dissolver em 50 ml de agua destilada;

- Completar para 100 ml.

* Soluciio-estoque de alcool 70%
- Retirar 700 ml de alcool 92,8°;
- Acrescentar 300 ml de agua destilada.

* Solucio de descanso para eletrodo do
potencidometro
- geralmente usa-se KC1 3M.
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* Solu¢io-estoque de hormonios
- Dissoluciio dos hormonios:

Dissolver em HCl Dissolver em KOH ou
NaOH
Cinetina AIA
BAP ANA
2iP AIB
Zeatina 2,4-D
Giberilina GA,

Pingar duas a quatro gotas do solvente indicado
para dissolver o horménio e completar com 4gua. As vezes,
¢ necessario aquecer levemente a solug¢do para a completa
dissolucdo.

Exemplos:

*Solugio de estoque 1mg/ml de BAP

- Pesar 50mg de BAP;

- Dissolver em duas a quatro gotas de HCI IN e
colocar 10ml de agua; agitar (aquecer, se precisar);

- Completar para 50 ml de agua;

- Identificar o frasco com BAP (1mg/ml) e datar;

- Guardar no congelador ou levar a capela para filtrar e
depois congelar. Se for filtrar, o frasco deve estar autoclavado.

* Solugio de estoque 0,1 mg/ml de AIB

- Pesar 05 mg de AIB;

- Dissolver em duas a quatro gotas de KOH ou
NaOH 1IN e colocar 10ml de agua e agitar;

- Completar para 50 ml de agua;

- Identificar o frasco com AIB (0,1mg/ml) e datar;

- Guardar no congelador ou levar a capela para filtrar e
depois congelar. Se for filtrar, o frasco deve estar autoclavado.

* Solugio de estoque 0,01 mg/ml de GA,

- Pesar 0,5 mg de GA;

- Dissolver em duas a quatro gotas de KOH ou
NaOH IN e colocar 10 ml de 4agua e agitar;

- Completar para 50 ml de agua;

- Identificar o frasco com GA, (0,01 mg/ml) e datar;

- Guardar no congelador ou levar a capela para filtrar e
depois congelar. Se for filtrar, o frasco deve estar autoclavado.

6.2.1.2. Solucgéo-estoque de FeEDTA

De acordo com, Caramaschi, 2005, deve-se pesar
e dissolver cada reagente separadamente. Depois de
dissolvidos, completar cada um para 500 ml. Sob agitacéo,
verter a solugdo de FeSO, na solugdo de Na,EDTA, aos
poucos. Guardar na geladeira em frasco escuro e/ou
envolvido com papel aluminio. Identificar o frasco com

nome da solugdo, concentragfo (neste caso 10mm) e datar.

Reagentes 10mm
Na, EDTA 3,73g
FeSO,.7H,0 2,78g

Guardar na geladeira.
O volume a ser tomado depende do meio de cultura

usado:
Meio 10mm
MS 10 ml/1
Y2 MS Sml/l
KC 10 ml/1
VW 10 ml/1

COMPOSICAO DIFERENCIADA DOMEIO
MS, DE ACORDO COM A ETAPA DE DESEN-
VOLVIMENTO:

Meio MS para producio de calos

- MS (macronutrientes + micronutrientes + FeEDTA
+ vitaminas + sacarose 2% e gelrite 0,2% + 0,5 mg/l de NAA
+ 1 mg/l BAP)

Meio /2 MS para regeneracio da plintula

- % MS (macronutrientes + micronutrientes +
FeEDTA + vitaminas + 1% suco de magi + 1% batata cozida
amassada + 0,2% gelrite ou gellan gum + pH 5,4)

7. Aclimatizacgao

O processo de aclimatizagdo de orquideas
desenvolvido no Jardim Boténico de Brasilia ser4 repassado
como dicas. Foi preciso habilidade para compor uma
estrutura de funcionamento dentro da realidade do JBB e
arte para observar as plantas e perceber suas necessidades.
Trabalhamos principalmente com espécies epifitas
ameacadas de extingdo.

7.1. O Processo

Quando as plantulas sdo retiradas dos frascos do
laboratério estdo muito entumecidas e enoveladas, com
isso tém o risco de quebrar, principalmente as plantulas que
possuem raizes grandes.

* 1° Passo: S@o espalhadas cuidadosamente sobre
uma cama umida preparada com fibra de coco e Sphagnum
Spp.

* 2° Passo: Deixar por um ou dois dias num espago
arejado dentro da estufa.

As plantulas véo perder um pouco d’agua e ficardo
mais flexiveis, facilitando o manuseio.

* 3° Passo: Foram separadas as plantulas por
tamanhos (pequena, média e grande).
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As mudas maiores vdo para vasos coletivos e
quando aparecem os primeiros brotos sdo transplantadas
para pequenos vasos (n° 0) individuais e depois para o
viveiro. Nesta fase fixamos as plantas nos vasos com lascas
de cortiga (casca de arvores tombadas/morta da espécie
Bulnesia sarmientoi e Enterolobium gummiferum) com
um pouco de substrato de fibra de coco e Sphagnum spp.
envolvendo a raiz para garantir protecdo e umidade até que
elas se fixem na cortica.

As mudas médias sdo acomodadas em bandejas
de plastico com 92 células e depois para vasos coletivos,
ou diretamente para vasos individuais — depende do
desenvolvimento. As mudas menores sdo espalhadas
sobre uma cama umida de fibra e Sphagnum spp. As que
sobrevivem a esse processo v@o seguindo as mesmas
etapas das demais plantas.

7.2. Agua

Ao contrario das plantas adultas que suportam
longos periodos de estiagem, as que estio em fase de
aclimatizagdo (plantulas) necessitam sempre de muita
agua. Por isso o uso de um substrato com alta capacidade
de drenagem ¢ fundamental, j4 que existe o indesejavel
acimulo de dgua nas raizes. Lembrando que essa
experiéncia € feita dentro do clima seco do nosso Planalto
Central, onde o frio e a alta incidéncia dos raios solares
no inverno sdo danosos as pequenas plantulas em fase
de aclimatizag¢do. Por outro lado, o excesso de agua no
periodo das chuvas ndo trouxe maiores problemas. Nao foi
necessario promover uma irrigacdo extra na estufa. Nesta
fase as plantas ndo suportam periodos de estiagem, mesmo
que por poucos dias. A recuperagéo ¢ lenta e a perda pode
chegar a mais de 80%.

7.3. Controle de Pragas

O controle de pragas das plantulas na estufa foi
feito da seguinte maneira:

* 1% e 2" Semana: aplicagdo de fungicida a base de
mancozebe, trés vezes na semana;

* 3% Semana: aplicacdo de fungicida a base de
mancozebe, uma vez por semana e fertilizante deve ser a
base de adubo fosforado durante dois meses. No terceiro
més, usar adubo nitrogenado durante dois anos até surgir a
floragdo. Apos essa etapa mudar o tipo de adubo.

« Utilizamos 6leo de nim para retirar cochonilhas
e pulgdo e urina de vaca para retirar ferrugem das folhas.

A experiéncia mais importante, neste caso, foi com
plantulas que saem do Laboratorio ja infestadas por fungos
e bactérias tendo sido, antes, autoclavadas. Aproveitamos
as plantulas contaminadas dando um tratamento com agua
sanitaria diluida com agua destilada retirando o fungo e
bactéria e aclimatamos da mesma forma que as plantulas

ndo contaminadas.

Se a contaminagdo in vitro se dava com as plantulas
ainda muito pequenas, sem um sistema foliar e radicular
bem desenvolvido o aproveitamento era minimo. Por outro
lado, se a contaminagdo acontecia tardiamente quando as
plantulas ja estavam bem desenvolvidas o aproveitamento
era grande. Semelhante as plantulas sem contaminag&o.

7.4. O Substrato

No comego trabalhamos com uma mistura de
Sphagnum spp. e fibra de xaxim, mais tarde substituindo
por fibra de coco. Utilizamos, também, casca de arvores
(cortiga) trituradas e em lascas (retiradas de &rvores
tombadas).

A espécie Cattleya labiata se desenvolve bem em
um substrato de fibra de coco e Sphagnum spp.

A espécie de Cattleya nobilior se desenvolve
melhor com madeira triturada.

Em qualquer das situagdes o importante no
substrato ¢ que ele tenha uma Otima capacidade de
drenagem e arejamento, evitando o aciimulo de 4gua nas
raizes. Com excegdo, da Cattleya amesthystoglossa que foi
plantada em substrato de carvdo, madeira triturada e fibra
de coco. Nas demais espécies testadas foram usadas uma
mistura a base de fibra de coco, Sphagnum spp. e cortiga
triturada.

7.5. O Aproveitamento

O aproveitamento esteve ligado a forma como as
plantulas saem dos frascos do Laboratorio.

Quando abrimos um frasco temos desde plantulas
grandes bem formadas até aquelas que germinaram mais
tarde e ndo se desenvolveram adequadamente.

Nas plantulas maiores o aproveitamento € de
aproximadamente 90%.

Nas plantulas médias o aproveitamento ¢ de
proximadamente 70 a 80%.

Nas plantulas pequenas o aproveitamento ¢ de 10
a 20%.

Se esse tipo de trabalho visar a comercializagdo,
recomendamos que as plantulas muito pequenas e mal
formadas, sejam descartadas, pois o aproveitamento ndo
compensa.

7.6. Plantio de Orquideas em Vaso

7.6.1. O Melhor Modo de Plantio

O xaxim desfibrado é considerado o melhor
substrato para o cultivo de orquideas. Entretanto, a

exploragdo indevida desse recurso (exclusivamente
extrativismo) colocou o xaxim (Dicksonia sellowiana
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(Presl.) Hook.), na lista oficial da flora ameagada de
extin¢do do Ministério do Meio Ambiente. Um substrato
alternativo para o xaxim ¢ a fibra de coco, que pode ser
utilizada da mesma forma, tanto em fibras agregadas quanto
desfibrado e, por esse motivo, sera aqui indicado para esse
propésito. O ideal € a fibra de coco desfibrado, pois € facil
de manusear, permite o maior contato das raizes e ¢ facil
de misturar com outros substratos. Todos os substratos,
como: fibra de coco agregada ou desfibrada e Sphagnum
spp. devem ser esterilizados (fervidos ou autoclavados),
antes da utilizagdo.

O carvdo vegetal € utilizado como complemento
de substrato para algumas espécies, como Cattleya
amethystoglossa, na fase de aclimatizag3o.

A casca de Pinus spp. deve ser fervida antes de ser
utilizada, com o proposito de se retirar o 6leo e o exudado
presentes na mesma, pois essas substincias prejudicam
o desenvolvimento das mudas. A casca de pinheiro é
utilizada como complemento de substrato para algumas
espécies, como Cattleya labiata.

A corticeira  (Bulnesia  sarmientoi  e/ou
Enterolobium gummiferum) & utilizada em misturas de
substratos. Deve ser esterilizada da seguinte maneira: para
cada 1 litro de 4gua, 1 tampa de 4dgua sanitdria e deixando
os pedagos submersos por, no minimo, 30 minutos.

Como recipientes a serem utilizados, devemos dar
preferéncia aos vasos de cerdmica perfurados no fundo e
lateralmente ¢ que apresentem textura bem porosa. Para
as plantas que gostam de mais umidade, podemos utilizar
vasos de plastico, também, perfurados no fundo. Uma
alternativa, para as plantas que apresentam muitas raizes
aéreas ou que apreciam muita ventilagdo, é o uso de
cachepo (cesto de madeira em sarrafinhos).

Ao cultivar suas orquideas, independentemente
do tipo de vaso indicado (exceto para cachepds), ndo se
esqueca de colocar no fundo, em até um terco do recipiente,
cacos de cerAmica limpos e picados, ou brita (sem a cal),
ou isopor picado, seixo de rio ou ainda pedregulhos ou
pequenas pedras com o objetivo de se obter uma boa
drenagem. Os seedlings (plantas pequenas que ainda
ndo floresceram) prosperam melhor em pequenos vasos
plasticos e que tenham como substrato o Sphagnum spp.

8. TIPOS DE SUBSTRATOS
8.1. Para o Replantio de Orquideas

Primeiro passo € separar o vaso a ser replantado
(Figura 16); escolher um vaso novo e preenche-lo até 1/3
com cacos no fundo do vaso (Figura 17); completar vaso
novo com fibra de coco desfibrada (Figura 18); retirar a
planta do vaso velho (Figura 19); retirar o substrato velho

da planta (Figura 20); retirar as bainhas secas (Figura
21); lavar e escovar a planta (Figura 22 e 23); esterilizar a
tesoura de corte (Figura 24); cortar as raizes velhas (uns 3
cm de comprimento) com cuidado para ndo causar danos
as raizes novas (Figura 25); fixar a planta ao substrato
(tendo o cuidado de manter a maior parte do rizoma em
contato com o substrato) usando palitos de bambu ou com
algum tipo de fio encapado (Figura 27), com o cuidado de
deixar a parte velha da planta encostada na borda do vaso
e a brotacdo nova ou a “frente” com espago suficiente para
o crescimento de outros brotos (Figura 28).

8.1.1. Maneiras de Plantio

1- Antes do plantio, deixar todo o tipo de substrato
(fibra de coco desfibrada, casca de Pinus spp., folhas secas)
e o proprio vaso de molho, no minimo, uma hora com agua
sanitaria (1/3 de copo para 8 litros de agua). Enxaguar em
agua limpa, quantas vezes forem necessarias, para retirar
os residuos da agua sanitaria.

2- Utilizar os materiais descritos no item anterior
(ja escorridos) na seguinte ordem, a partir do fundo do
vaso:

1.Certificar-se que o vaso desejado possui furo(s)
de drenagem no fundo

2.Quando o vaso for de pldstico ou de barro
(principalmente o conico), colocar no fundo: cacos de
tijolos, brita, pedregulhos ou equivalentes. (Figura 17)

3.Uma camada de fibra de coco desfibrada.

4.Uma camada de casca de pinus.

5.Uma camada de folhas secas.

6.Uma camada de carvio triturado (moinha de
carvdo).

7.Meia colher (sopa) de farinha de osso ou outro
equivalente.

8.Uma camada de fibra de coco desfibrada, até
Sfaltar dois dedos para preencher o vaso.

9.Colocar a muda ja preparada na posigdo correta
e prendé-la.

10.Completar com fibra de coco desfibrada (ndo
cobrir totalmente o rizoma).

11.Trancar varetas de bambu ou algum tipo de fio
encapado para fixar a muda.

12. Colocar tutores (caso necessdrio) e amarrar
os caules e folhas (posi¢do vertical).

3- Depois de pronto, mergulhar o vaso completo
em tanque ou balde, ou regar em torneira. Retirar e deixar
€SCOTTer.

4-Conservar o vaso em lugar coberto, sem
incidéncia do sol direto, por um periodo de 7 (sete) a 10
(dez) dias.

5- Nesse periodo nfo sfo necessarias regas
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copiosas, somente borrifar as folhas diariamente., ¢) Nome da Orquidea.

6- Depois desse periodo. levar o vaso para o d) Data de floragio.

orquidario, evitando o sol direto. 8- Para melhor controle, usar um fichario com
7- Etiquetar o vaso com as seguintes informacdes:  todos os dados da orquidea e seu historico.
a) O nimero do vaso. 9- Adubar somente depois de 06 (scis) meses.

b) Data do envasamento.

r
Figura 16. Vaso a ser mudado, Figura 17. Colocar cacos no fundo do vaso.
Foto: Wilma Pizza. Foto: Wilma Pizza. Brasilia.

Figura 18. Completar vaso novo com fibra de Figura 19. Retirar a planta do vaso velho.
coco desfibrada. Foto: Wilma Pizza. Brasilia.
Foto: Manuel Lourengo, Portugal.
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Figura 20. Retirar o substrato velho da planta.
Foto: Wilma Pizza.

Figura 21. Retirar as bainhas secas.
Foto: Wilma Pizza.

Figura 22. Lavar com uma escova macia.
Foto: Wilma Pizza.

Figura 23. Planta limpa.
Foto: Wilma Pizza.

Figura 24. Esterilizar a tesoura de corte.
Foto: Wilma Pizza.

i T
L‘ ‘-;.;' - 4:_;:'%‘-, s
R
Figura 25. Cortar as raizes velhas.
deixar ca. 3cm e manter as novas
Foto: Wilma Pizza.
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Figura 26. Raizes cortadas.

Foto: Wilma Pizza.

Figura 28. O broto novo sempre na frente.
Foto: Wilma Pizza.

Figura 29. Brotos novos.
Foto: Wilma Pizza.
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8.1.2. Recomendacdes sobre os Vasos
8.1.2.1. Vasos de Fibra de Coco

a) Ao comprar, procurar aquele mais rigido.

b) Colocar o vaso de fibra de coco de molho
(submerso) em 4gua sanitaria (1/3 de copo para 8 litros de
agua).

¢) Retirar ap6s uma hora. Deixar escorrer (posig¢do
inclinada).

d) Seguir as dicas sobre a ordem dos substratos até
o plantio.

8.1.2.2. Vasos de Barro ou de Plastico

a) Para certas orquideas, o ideal é o vaso de barro
redondo com furos de drenagem no fundo e laterais.

b) Caso os furos sejam muito grandes, cobri-los,
por dentro, com tela (mosquiteiro) usando cola de sapateiro,
evitando assim a saida de substrato e entrada de insetos.

¢) Medir a distincia entre os furos para o gancho de
pendurar.

d) Sendo o vaso de plastico, as pedras servirdo
também para dar equilibrio.

¢) Para furar um vaso de plastico use uma haste de
metal pontiaguda, aquecida na chama do fogdo.

8.1.2.3. Vaso Cachepd

Praticamente ja esta pronto para uso. Verificar se as
frestas nfio s3o muito largas, pois nesse caso o substrato pode
ser perdido. Em caso positivo, procure tampa-las (Nossas
Orquideas, 2011).

8.1.3. Recomendacdes sobre o Substrato
8.1.3.1. Fibra de Coco Desfibrada

a) Deve ser peneirada antes de ser colocada de
molho para retirada do excesso de po.

b) No tanque ou balde, coloque a fibra de coco de
molho (submersa) em agua sanitaria, no minimo, por uma
hora. Depois, passar em agua limpa (enxaguar).

c) Retirar a fibra de coco apertando-a com as méos,
para eliminar o excesso de agua. Depois, deixar descansar
em uma peneira, para adiantar o processo de secagem.

d) Guardar a fibra de coco, ainda imida, em um saco
plastico ou de ragéo. Fechar o saco, caso néo for usar a fibra
de imediato.

e) Cuidado com entupimento do ralo do tanque.
Retire a d4gua com caneca e passe na peneira para ndo
desperdicar fibras (substrato).

8.1.3.2. Casca de Pinus spp.

a) Peneirar e se possivel separa em tamanho.

b) Colocar de molho com 4dgua sanitéria ou ferver.

¢) Para a completa submersdo dos pedagos de casca,
colocé-los dentro de um saco poroso (cebola), depois passar
em agua limpa.

d) Escorrer em uma peneira e deixar secar um pouco,
guardando-os em saco plastico.

e) Depois de lavado, esse tipo de substrato pode
ser enriquecido colocando-o de molho em agua limpa com
fertilizante dissolvido.

8.1.3.3. Folhas Secas

a) Dé preferéncia para folhas mitidas, como aquelas
de jabuticabeira.

b) Quando colhidas em lugares limpos (acimentado,
por exemplo), onde ndo ha impurezas, ndo € necessario o
processo de lavagem.

¢) Caso sejam colhidas sobre terra, devem ser
peneiradas e retiradas as impurezas. Se possivel, deixa-las de
molho em agua sanitaria.

d) Retirar, escorrer na peneira e deixar secar.

8.1.3.4. Carviao Moido

a) Dé preferéncia & moinha de carvdo ou carvdo
triturado (quebrado).

b) O carvdo servira para manter a umidade e diminuir
a acidez do substrato (pH).

1.6.5 Nutrientes/Fertilizantes

a) Fornecer nutrientes a planta.

b) O nitrogénio (N) estimula a brotagdo e o
enfolhamento.

¢) O fosforo (P) incentiva a floragdo e frutificagdo.

d) O potassio (K) fortalece os tecidos vegetais e torna
as plantas mais resistentes as pragas.

9. DESCRICAO DAS  ORQUIDEAS
REPRODUZIDAS NO LABORATORIO DO JARDIM
BOTANICO DE BRASILIA

O Laboratdrio Multidisciplinar do Jardim Botanico
de Brasilia trabalha com a reprodugo in vitro das seguintes
espécies:

9.1. Cattleya amethystoglossa Linden & Rchb.f. ex
R.Wamer;

9.2. Cattleya bicolor Lindl.;

9.3. Cattleya granulosa LindL.;

9.4. Cattleya labiata Lindl.;

9.5. Cattleya nobilior Rchb.f.;
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9.6. Cattleya walkeriana Gardner;
9.7. Mormodes sinuata Rchb.f. & Warm.;
9.8. Cyrtopodium cristatum Lindl..

9.1. Cattleya amethystoglossa Linden & Rchb.f. ex
R.Warner

Historia da espécie: Trata-se de uma espécie brasileira
classificada por Lindley e Reichenbach f. no fim do ano de
1856, Lindley comprou em Bruxelas, um carregamento de
plantas do Brasil. Ela notou que, ao florescer, algumas plantas
desse lote na verdade tratava-se de uma nova espécie e enviou
a flor para Reichenbach no intuito de que este confirmasse sua
suspeita, ja que ele era professor catedratico de botanica em
Viena. Devido a problemas com o transporte, a flor chegou em
suas mdos em péssimas condi¢des de estudo e identificagdo,
mas, mesmo assim, Reichenbach a identificou como sendo
a Cattleya porphyroglossa. Entretanto, ao enviar a resposta
a Lindley, Reichenbach trocou o prefixo latin amethysto, ao
invés do grego porphyro, enviando assim a identificagdo de
Cattleya amethystoglossa para Lindley, que adotou esse nome
(Orquidea Terra, 2010).

Distribuiciio: A distribuicBio dessa espécie se da
somente no Brasil, € vai desde o estado de Pernambuco,
descendo por Alagoas, Sergipe, Bahia e Espirito Santo, ja que
a ocorréncia dela se da preferencialmente em matas litoraneas.

Habitat: Dentro do bioma Mata Atlantica, em altitudes
entre 300 e 1.200 metros acima do nivel do mar. Entretanto,
apresenta ocorréncia também em regides mais interioranas,
como no nordeste de Minas Gerais e a Chapada Diamantina,
na Bahia (Toscano de Brito; Cribb, 2005). Vegeta como epifita
em matas altas e claras, em arvores de médio a grande porte.
Também pode ser encontrada como rupicola, vegetando sobre
pedras com bastante detrito vegetal, e as margens de rios.
Também ocorre em regido pobre em vegetacdo e com estacdo
seca intensa.

Planta (parte vegetativa): quando encontrada na
forma epifita, possui pseudobulbos robustos, pouco sulcados
e, em alguns casos, podendo ultrapassar um metro de altura.
Quando encontrada na forma rupicola, os pseudobulbos sdo
mais sulcados e, em sua maioria, ndo atingem os 70 cm de
altura. Possui sempre duas ou trés folhas coriaceas, de colorido
sempre verde-oliva, de mais ou menos 15 cm de comprimento
e 8 cm de largura, eliptico-lanceoladas (Orquidea Terra, 2010).

Flor e época de floraciio: Os racemos, geralmente
com até 8-10 flores (em casos raros chegando a 20 ou
mais), emergem de espatas em meio as folhas, no apice do
pseudobulbo. Flores com aproximadamente 8 cm de didmetro,
apresentam pétalas e sépalas com colorido que pode variar de
rosa claro ao rosa intenso (ametista), esparsamente salpicados
com maculas purpuras trilobado de colorido ametista com
apice dos lobulos laterais e apice do lobulo terminal de

coloragdo purpuro-violaceos; 1obulos laterais recobrindo
a coluna. As flores da Cattleya amethystoglossa possuem
duragio, em média, de 15 dias. A floragdo ocorre entre agosto
e outubro (Orquidea Terra, 2010).

Cultive: necessitam de boa umidade (boas regas
em substratos com boa drenagem), ventilagdo e intensidade
luminosa para o pleno desenvolvimento. Necessidades
requeridas, principalmente na época da brotagdo de novos
pseudobulbos e no periodo que antecede a floragdo. O plantio
devera ser feito em fibra de coco desfibrado ou mesmo placas
ou cubos de fibra de coco, em vasos cerdmicos ou cachep0s
de madeira, sempre pendurados a mais ou menos 1 metro do
sombrite 70% ou penduradas em local sombreado, porém
com claridade. Na época de floraco, deve-se evitar a rega nas
inflorescéncias, pois o acimulo de 4gua na base das folhas,
quando expostas ao sol, podera ocasionar o apodrecimento e
queda dessas (Orquidea Terra, 2010).

9.2. Cattleya bicolor Lindley

Histéria da espécie: a primeira descrigio desta
espécie foi feita por John Lindley baseada em uma pintura de
Decourtiz, de plantas provenientes de Bom Jesus do Bananal -
MG. As primeiras plantas foram levadas para a Inglaterra por
Loddiges em 1837 (quando entdo foram para o Kew-Garden).
Esta Cattleya bifoliada, de tamanho médio a grande, ndo €
vista freqiientemente em cruzamentos (Orquidea Terra, 2010).

Distribuicio: pode ser encontrada dispersa pelos
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Goias
e no Distrito Federal. No DF, com ocorréncia no Setor de
Industria, Sobradinho e Guara. Pode ser encontrada, também,
no estado de Goids, nas divisas com os estados de Minas
Gerais e Distrito Federal, e ¢ chamada de Cattleya bicolor var.
brasiliensis (Orquidea Terra, 2010).

Habitat: regides do cerrado, sempre entre 500 e 1.200
metros acima do nivel do mar, porém ndo tolera luz solar
direta, buscando sempre locais protegidos da incidéncia direta
do sol, porém com bastante luminosidade. Espécie de habito
epifita, mas pode, também, ser encontrada na forma terrestre,
vegetando sobre detritos de folhas e pedagos de madeira caidos
de arvores nas matas de galeria. Também pode ser encontrada
na forma rupicola, vegetando sobre rochas (Orquidea Terra,
2010).

Planta (parte vegetativa): o aspecto vegetativo ¢ bem
tipico, mas tem variagdes de acordo com a regido de origem da
planta. Mas, no geral, ¢ uma planta de rizoma forte que emite
raizes grossas ¢ flexuosas, pseudobulbos fusiformes, finos e
sulcados, eretos ou arqueados, podendo ultrapassar um metro
e meio de altura. Os pseudobulbos sdo coroados com duas ou
trés folhas oblongo-lanceoladas, coriaceas, rigida, com mais
ou menos 15 cm de comprimento, por 8 cm de largura e de
colorido sempre verde escuro (Orquidea Terra, 2010).
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Flor ¢ época de floragiio: a inflorescéncia surge

em espata, simples no meio das duas folhas, com hastes
florais podendo atingir at¢ 30 cm de altura e podendo
ter até 15 flores de mais ou menos 10 cm de diametro.
Uma particularidade que a diferencia de qualquer outra
Cattleva bifoliada, é a falta dos lébulos laterais do
labelo, que deixa assim, toda coluna a mostra. O lobulo
frontal em forma de leque ¢ com bastante substancia,
apresenta uma canaleta que sai por baixo da coluna
e que se prolonga até o meio do labelo. sendo outra

caracteristica bem marcante dessa espécie. O inicio da

floracdo ¢ no final do més de dezembro, atingind:
apice no inicio do més de fevereiro (Orquid ler
2010).

Cultivo:
¢ aecrac¢ido de suas raizes, o que torna seu culiive

planta exigente quanto

pouco mais complexo, que algumas outra p
de Cattievas bifoliadas. Desenvolve-se bem

de ceramica ou cachepos de madeira. desde

preenchidos com substrato a base de
desfibrada e lavada. de modo que as raizes figuem be

aeradas (Orquidea Terra, 2010).

Figura 30. Carileva bicolor.
Foto: Jodao A. N. Batista

9.3. Cattleya granulosa Lindley

Historia da espécie: a descoberta desta espécie foi em

1840, por um coletor de orquideas a servigo do Horticultural
Society of London. As primeiras mudas foram enviadas ao
Jardim Botinico da Royal Horticultural Society, Inglaterra,
junto com outras plantas coletadas no Brasil e Guatemala. Na
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¢poca, foram levantadas duvidas quanto ao verdadeiro habita
da espécie tanto que, em 1842, a publicagio da nova esp
indicava ser oriunda da Guatemala, divida esta desteia apos
alguns anos (Orquidea Terra, 2010).

Distribuicio:  genuinamente  brasileira.
especificamente do nordeste do  Brasil, distribui
estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco.
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Sergipe e Paraiba. Ndo ha ocorréncia nos estados do Cear3,
Piaui, Maranhdo e Bahia, essa espécie ¢ frequentemente
confundida com outra muito parecida, a Cattleya
schofieldiana, que ocorre nos estados do Espirito Santo e
Bahia, e por esse motivo Cattleya granulosa, em algumas
fontes, € erroneamente registrada também para aqueles
estados (Orquidea Terra, 2010).

Habitat: Habita a faixa litorAnea do Nordeste
brasileiro, predominante nas restingas. No Rio Grande
do Norte, ocupa uma faixa de 2 a 20 km que vai desde o
municipio de Canguaretama (ao sul) até o municipio de
Touros (ao norte). Vegeta desde o nivel do mar ao topo
de algumas dunas. Em Pernambuco e Alagoas ocorre em
regides distintas, tanto ao nivel do mar, como em altitudes de
1000m, dividindo espago com a Cattleya labiata (Orquidea
Terra, 2010).

Planta (parte vegetativa): ¢ uma planta geralmente
robusta, porém, no Rio Grande do Norte, apresenta porte
mediano. Seus pseudobulbos nfo ultrapassam os 50 cm de
altura, enquanto que, em outros estados, podem chegar aos
90 cm. Os pseudobulbos sdo cilindricos, com mais ou menos
2 cm de didmetro e pouco sulcados. Encimados sempre por
duas folhas de mais ou menos 15 cm de comprimento, por
6 cm de largura, coridceas e bem rigidas, podendo variar
da coloragéo verde, ao verde-acinzentado (Orquidea Terra,
2010).

Flor e época de floracdo: espécie brasileira
considerada como uma das mais bonitas Cattleyas bifoliadas.
Espécie pouco florifera, geralmente com trés a cinco flores
por haste, mas em regides pode-se encontrar plantas com
até 15 flores em uma mesma haste (Orquidea Terra, 2010).

Suas flores tém em média 10 cm de didmetro, o
labelo ¢ trilobado, com sua coluna nem sempre totalmente
recoberta. A por¢do media € mais estreita que o dpice e mede
de 2,5 a 3,5 cm de comprimento. A superficie tem aparéncia
rugosa e a cor de um amarelo avermelhado na porgéo distal,
que vai até o apice coberto por estrias € manchas vermelho
- venosas. A borda ¢ geralmente branca. Geralmente
florescem entre maio a novembro dependendo do cultivo ou
regido (Orquidea Terra, 2010).

Cultive: ¢ de dificil cultivo considerando os
métodos tradicionais.

Ao cultivar a Cattleya granulosa deve-se dar
preferéncia aos vasos de ceramica ou cachepd de madeira
com fibra de coco e uma boa drenagem. A adubacdo deve
ser aplicada principalmente na fase de desenvolvimento e
as regas podem ser diarias, na parte da manhd (Orquidea
Terra, 2010).

9.4. Cattleya labiata Lindley

Historia: foi classificada e descrita pelo boténico

John Lindley, em 1821. Talvez a Cattleya labiata seja uma
das mais importantes espécies para a orquidofilia, pois tem
participagdo em alguns melhores hibridos produzidos até o
momento (Orquidea Terra, 2010).

Distribuicdo: nordeste brasileiro, nos estados de
Alagoas, Pernambuco, Ceara e Paraiba.

Habitat: ocorre em altitudes de 500 a 1000 metros.
Vegeta em areas especificas como a Zona da Mata, Zona do
Agreste e Zona do Sertdo do nordeste brasileiro. Ocorrem
principalmente como epifitas, vegetando sobre darvores
mais altas, que recobrem boa parte das serras do nordeste
brasileiro, como também, podem ser encontradas, em menor
quantidade, vegetando sobre rochas nas mesmas serras
nordestinas (Orquidea Terra, 2010).

Na natureza, a Cattleya labiata esta sujeita a uma
enorme variagdo a exposi¢do da luz solar, procurando
sempre os locais de melhor luminosidade, tendo como
temperatura ambiente uma variagdo entre os 13°C e 35°C.
Devido a sua localizac¢do geografica, a Cattleya labiata ndo
esta sujeita a estagdes bem definidas como no sul do Brasil,
onde parecem bem distintas, as quatro estagdes. No nordeste
brasileiro as plantas em geral, sdo influenciadas basicamente
por duas estagdes: o verdo, época de estiagem € o inverno,
época de chuvas (Orquidea Terra, 2010).

Planta (parte vegetativa): no Ceara, as plantas sdo
baixas e robustas, produzindae flores pequenas, de forma
mais arredondada e geralmente de coloragdo escura. Ja as
plantas do estado de Alagoas e Pernambuco possuem bulbos
mais altos e sulcados, com flores maiores e de coloragdo
mais clara (Orquidea Terra, 2010).

As Cattleya labiata sdo plantas com pseudobulbos
de 15 a 25 cm de altura, sulcados e afilados. Apresenta uma
unica folha oblongo-eliptica, de 15 a 25 cm de comprimento,
sempre maiores no comprimento que na largura, com a
coloragdo podendo variar de verde-amarelo até o verde-
bronzeado (purpuro). Bulbos e folhas, em sua maioria,
apresentam um crescimento vertical (Orquidea Terra, 2010).

Flor e época de floracdo: a espécie possui de 2
a 5 flores em uma unica haste floral, sendo que consegue
produzir flores com 12 até 18 cm de didmetro, algumas
vezes ultrapassando os 20 cm. As flores possuem um
perfume bem caracteristico ¢ podem permanecer floridas
por até 30 dias. As brotagdes ocorrem, geralmente, nos
meses de outubro e novembro, com possiveis variagdes no
periodo. E a tnica espécie de Cattleya monofoliada que
floresce no outono, sendo assim denominada “autumnalis”.
Em determinadas regides, no final do més de novembro e
inicio de dezembro, comegam a aparecer floridas; em outras,
podem florescer nos meses de marco e abril, dependendo
assim, da particularidade de cada planta e local de cultivo
(Orquidea Terra, 2010).

A coloragdo € caracterizada por flores de pétalas
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¢ sépalas em tom lildas de intensidade variavel. Lobulo
frontal apresenta-se em tom lilas mais escuro que as outras
extremidades, deixando espaco para duas manchas de cor
branca nos lobulos laterais, que encontra assim, com o
amarelo do interior do tubo, que pode variar do amarelo
ouro ao cobre (Orquidea Terra, 2010).

Cultivo: planta bem rustica, de facil cultivo. sendo
uma das mais indicadas para orquidofilos iniciantes.

No sul do Brasil (Joinville, Mata Atlantica) elas
adaptam-se melhor quando cultivadas em vasos plasticos
ndo muito grandes. com boa drenagem (brita) e lugar de
cultivo protegido por cobertura plastica.

Para uma boa florada. a iluminagéo deve ser intensa.
As folhas devem apresentar um tom verde claro amarelado.

Em orquidarios, no verdo, devem receber uma protecio de
sombrite 50%. No inverno este sombreamento ¢ retirado
deixando-se apenas a prote¢do de plastico agricola. As
mudas (seedlings) devem receber sombreamento todo o
ano. Para adubagao utiliza-se o adubo organico de dois em
dois meses ou adubagdo quimica de boa qualidade (NPK
balanceado + micro nutrientes), (Orquidea Terra, 2010).

De modo geral. as Cattleyas labiatas crescem. sob
cultivo. em quase todo o territorio brasileiro. Necessitam de
muita iluminacdo ¢ umidade relativa alta, especialmente a
noite, boa ventila¢do e muita irrigacio durante o periodo de
brotacdo. Manter as plantas espacadas e ventiladas paraevitar
a proliferagiio de insetos e pragas. As Cattlevas labiras sio
“espagosas” ¢ crescem rapidamente quando bem cullivadas.
desse modo, necessita-se replanta-las periodicame:

L

Figura 31. Cartleva labiata.
Foto: Lilian Breda

9.5. Cattleya nobilior Reichenbach f.

Historia da espécie: foi descrita por Reichenbach,
em [883, na revista francesa L'illustration Horticole. Foi
ilustrada por Lucien Linden (filho de M.J.1. Linden), botanico.
que desde o primeiro momento preocupou-se em mostrar

as diferencas morfologicas que a distinguiam da Cartleva
walkeriana, de Gardner. Nobilior, em latim. significa “mais
nobre”, provavelmente uma comparagio com a Cattleva
walkeriana em que o autor fez questio de ressaltar: ser mais
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nobre que a Cattleva walkeriana (Brazilian Orchids, 2010)

Distribuiciio: ocorre em paises sulamericanc:
Bolivia, Paraguai ¢ Brasil. No Brasil ¢ natural dos estudos
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (estendendo-wc atc o
fronteira com o Paraguai). Para, Maranhao. sudeste da Bih
Tocantins. Nao ocorre no Distrito Federal.

Habitat: ocorre em areas do bioma cerrado. con
epifita. em vegetagdo florestal (matas) e na forma rup

regides rochosas. A variedade “amalice’ ¢ encontradi nu
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arca restrita, no estado de Tocantins. Esta variedade possui
um labelo, largo e colorido, além de produzir mais flores, com
pétalas mais largas e mais planas (Brazilian Orchids, 2010).

Planta (parte vegetativa): muito confundida com
a Carnleva walkeriana, pois apenas essas duas espécies
de Cattleva apresentam inflorescéncias  emergindo  de
uma estrutura, pouco convencional (representada por um
pseudobulbo ndo intumescido), dando-nos a impressio que
a inflorescéncia emerge diretamente do rizoma. Entretanto,
a inflorescéneia emerge do apice desse pseudobulbo ndo
intumescido (Brazilian Orchids, 2010).

Flor e época de floraciio: as sépalas e pétalas sio
roseo-purpureas ou arroxcadas. O labelo € roseo com venagdes

plrpuras ¢ as bordas brancas. A haste floral caracteriza-se por

3

apresentar uma ou duas flores, sendo que a variedade ‘amaliae’
carrega, em geral, mais flores. O tamanho da flor varia entre
10 a 12 em de diametro A variedade tipica floresce em julho/
agosto ¢ a variedade “amaliae’, floresce em setembro/outubro
(Brazilian Orchids, 2010).

Cultivo: pode ser cultivada em clima temperado ou
mais quente, sendo que a temperatura ideal esti em tormo
de uma média de 21°C ou mais elevada. Vegeta muito bem
quando colocada em casca rugosa (viva ou morta). No periodo
de repouso. de maio a setembro, a rega deve ser reduzida. E
uma planta perfeitamente adaptada aos rigores climaticos do
Cerrado (Planalto Central), onde se alternam fortes extremos,

dias quentes ¢ secos ¢ noites muito frescas ou mesmo muito
frias dependendo da estagdo. Esta regido possui duas estagoes
bem definidas: uma chuvosa e uma extremamente seca que
pode durar até sete meses. Neste periodo, o sereno da noite
¢ a fonte de umidade, para suportar a seca prolongada. Nesse
periodo desfavoravel, Cattleva nobilior  vai absorvendo
lentamente suas reservas ¢ chega a ter suas folhas e
pseudobulbos enrugados, diminuindo de volume. A aparéncia
normal (folhas e pseudobulbos targidos) retornara somente
quando comegam as chuvas. em meados da primavera até o
final do verio (marco).

Considerando as caracteristicas climaticas do Cerrado,
bem como os tipicos tipos de vegetagdo mais abertas Cattleva
nobilior ¢ uma planta que necessidade de luminosidade ¢
ventilacdo elevadas (Brazilian Orchids, 2010).

Variedade: as duas variedades (“tipica” e “amaliae™)
ndo podem ser cultivadas de maneira andloga. pois as
exigéncias ambientais sio ligeiramente diferentes.

- tipica: adapta-se melhor em vasos de barro, bem
drenados ¢ com substrato leve ¢ bem poroso (entre os mais
comuns, xaxim desfibrado, fibra de coco e casca de pinus
(fervido). que devem ser trocados a cada dois anos) (Brazilian
Orchids, 2010).

- amaliae: prefere ser montada em palitos de xaxim,
corticeira, toras de peroba ou outro suporte ristico (Brazilian
Orchids, 2010).

Figura 32. Cattleva nobilior.
Ilustracdo: Thereza Carvalho
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Figura 33. Cartleva nobilior
Foto: Jodao A. N. Batista

9.6. Cattleya walkeriana Gardner

Historia da espécie: descrita pelo botanico e

meédico inglés George Gardner, que entre 1839 ¢ 1840,

em visita a regido diamantifera do estado de Minas

Gerais, coletou plantas que vegetavam sobre drvores as

margens de um pequeno afluente do Rio Sao Francisco.

A descriciio original foi publicadano Journal Botanye of

London. no ano de 1843, ¢ o nome dado a espécie foram
uma homenagem de Gardner ao seu fiel assistente, Edward
Walker (Orquidea Terra, 2010).

Distribuicdo: cspecie exclusivamente brasileira
com distribuigdo geogrifica nos estados de Goias. Mato
Grosso, Minas Gerais ¢ de Sao Paulo, além do Distrito
Federal.

Habitat: as plantas suportam grandes variacgoes
de temperatura ¢ umidade nos seus diversos habitats.
Em média. as temperaturas variam em torno de 32°C
a 40°C, durante o dia, ¢ mais ou menos 3 °C, durante a
noite. A Cartleva walkeriana ¢ uma cspécic de habitat
diversificado. podendo ser encontrada vegetando tanto
na forma epifita (a forma mais comum), sobre drvores ¢
arbustos em mata seca, como também na forma rupicola,
sobre rochas calcarias ou arenito. Sua raiz adere totalmente
ao tronco ou rocha, mantendo ai a sustentacdo para seu
desenvolvimento (Orquidea Terra, 2010),
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Resiste com certa facilidade aos longos
secos. Por esta razdo, ¢ muito bem adaptada ao
brasileiro, normalmente em altitude
(Orquidea Terra, 2010).

Planta (parte vegetativa): para essc lopico
observacoes realizadas para Cartleva nobilio
pseudobulbos que sdo relativamente curtos. cilindric
fusiformes, muitas vezes sulcados e com curta di-tan

superion 0

7

entre um e outro. o rizoma ndo € muito espessado. o
planta um aspecto desordenado. chegando a formar cran
touceiras: as folhas, geralmente uma por pseudobu
cliptico-lanceoladas
de comprimento variavel (geralmente de 4-153
comprimento X 3-6 cm de largura). atingindo., muitas

o dobro do pseudobulbo e com coloragdo variando d
amarelado ao verde-escuro de acordo com a quant lide
luz recebida (Orquidea Terra, 2010).

Flor ¢ época de floracdo: Emsua maioria. ¢ noapice

dos pequenos pseudobulbos que surgem as inflores:

sem espata, em hastes com altura média de seis centineiros

Cada haste apresenta geralmente duas ou trés flores

flor com mais ou menos oito a 12 centimetros de dinnetro

el § 1 |

até arredondadas, coriaceas ¢ nueidis.

pétalas e sépalas lilases com tonalidade varidavel: labelo

branco na I'L‘::!iiiii central e ]"I"Iilg\.‘ﬂlil ou rosa purpiireoe no

restante, sendo a zona marginal mais escura. A [loracio.

geralmente tem inicio no comego do més de abril. atinai
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seudpice no més de maio ¢, em alguns casos, pode prolongar-
se¢ até julho (Orquidea Terra, 2010).

Cultivo: a melhor época para o plantio é a partir
dos meses de agosto e setembro (primavera no Brasil) e
estendida até abril. Segundo a experiéncia do laboratorio
de micropagagio do JBB. todo o plantio deve ser realizado
em bandejas de polietileno permitindo melhor manejo e
racionalidade de espaco. Quando as condi¢oes ambientais,
tais como o clima, a agua. a altitude e o calor forem
propicios, esta espécie pode atingir bons tamanhos de
mudas (seedlings) num curto periodo de tempo (Orquidea
Terra, 2010).

Aceita bem uma ampla gama de substrato, desde
o Sphagnum até a fibra de xaxim, mas por ser uma espécie
epifita, responde melhor ao plantio em madeira, como os
troncos ou cascas de arvores de casca rugosa. A peroba,
por exemplo, ¢ a mais utilizada por orquidofilos (Orquidea
Terra, 2010).

e

Figura 34. Cattleva walkeriana.
Foto: Lilian Breda.

9.7. Mormodes sinuata Rchb.f. & Warm.

Distribuicdo: espécie exclusiva do Brasil com
distribui¢io geografica nos estados de Goias, Distrito
Federal, Minas Gerais e Sio Paulo.

Habitat: a maior parte das espécies do género
¢ quase que exclusivamente de ocorréncia amazonica.
Excegdo deve ser registrada para Mormodes sinuata

Por ser uma planta de facil adaptagdo, pode ser
cultivada em diversos locais, como: sombrites. estufas.
ripados ou mesmo ao natural, desde que fixadas em drvores
como palmeiras, dracenas. ipés. laranjeiras. dentre outras.
Quando cultivadas em orquidarios, respondem melhor
quando colocadas em locais com maior luminosidade.
temperaturas nio muito baixas e umidade relativa acima
dos 60%, principalmente durante a noite (Orquidea Terra,
2010).

Devido ao metabolismo de exemplares de Cattleva
walkeriana, os estomatos permanecem fechados durante o
dia evitando, assim, a perda excessiva de agua no periodo.
Dai a vantagem de se molhar as plantas somente no periodo
do crepasculo, pois além de aumentar a umidade durante
esse periodo, é também nesse periodo que os estomatos
estdo abertos, facilitando assim uma maior absorcio da
agua e nutrientes (Orquidea Terra, 2010).

que ¢ encontrada em matas umidas e secas do Planalto
Central. Espécie epifita; vegeta nas matas ciliares
¢ matas de galeria distribuidas pelo bioma Cerrado
(Miranda, 1996).

Planta (parte vegetativa): pseudobulbos mais
ou menos robustos. depois de desfolhados, com anéis
transversais mostrando as cicatrizes de onde as folhas
se encontravam inseridas e, na época seca, com rugas
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¢ sulcos longitudinais: as folhas possuem de 5-7
nervuras longitudinais e sdo. recurvadas (Orchidaceae
Brasilienses, 2011).

Flor e época de floracio: a titulo de curiosidade,
a inflorescéncia ndo emerge nem da base nem do apice
dos pscudobulbos.

Geralmente emerge em  posigio
lateral, em meio as folhas. Racemo floral ascendente
¢ arcado; a inflorescéneia possui cerca de oito flores
marrom-avermelhadas: o labelo tem um curto unguiculo
¢ trilobalo e uniformemente avermelhado (Orchidaceae
Brasilienses, 2011).

A época de floragdo coincide com o comego
das chuvas, em abril, algumas vezes estendendo-se até
junho.

Cultive: as espccies pertencentes ao género
Mormodes geralmente se adaptam aos climas quentes
¢ intermediarios, com ventila¢do ¢ muita luminosidade,
mas nunca sob o sol direto, principalmente na fase

final de seu ciclo de crescimento. Durante a ¢poca de
crescimento, necessitam de mais calor ¢ mais agua.
para produzir grandes pseudobulbos. (Orchidaccac

Brasilienses, 2011).

As regas devem ser frequentes durante o periodo
de formagio das folhas e reduzidas gradualmente quando
os pseudobulbos estiverem maduros. Com o 1
folhas irdo amarelar e cair. Rega excessiva provocari
seu apodrecimento.

npo as

Durante o periodo de crescimento. o melho
adubo ¢ o N-P-K, na propor¢ao 30-10-10 ¢
recomendada a utilizagdo da metade da quantidade
preescrita pelo fabricante, Durante o repouso da planta

L

ndo ¢ necessaria adubagdo. Mudar para 10-30-20 cerca
de um més antes da floragdo. Normalmente dcvem se
divididas e replantadas na época de brotagdo. Podem <o

plantadas em uma mistura de Sphagnum spp.. casca de
arvores ¢ fibra de xaxim.

Figura 35. Mormodes sinuara. Folo: Jodo A. N, Batista.

9.8. Cyrtopodium cristatum Lindle)y

Historia da espécie: foi descrita por Lindley.
em [841. O Brasil é o pais mais diverso para o género
com cerca de 35 espécies. O Planalto Central ¢ o centro
geografico de distribuigao do género.

Distribuicfio: a espécie encontra-se distribuida em
paises da América do Sul, tais como Guyanas, Colombia,

Venezuela ¢ Brasil. No Brasil, ocorrem nos estados de
Minas Gerais, Goias, Distrito Federal, Bahia, Mato Grosso,
Roraima e Para.

Habitat: espécie terrestre: prefere solos rasos. bem

drenados e secos, ligeiramente pedregosos ¢ em eclive
como aqueles encontrados nos campos limpos ¢ campos

sujos que cobrem as encostas dos morros na recido do

Cerrado. E uma espécie adaptada 4 muita luminos dade ¢
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aos rigores do clima predominante do bioma Cerrado. A
maior parte das espécies do género Cyriopodium resiste as
queimadas, surgindo novos brotos tio logo ocorra o inicio
do periodo chuvoso.

Planta (parte vegetativa):os pscudobulbos sdo

conico-ovordes, pequenos, expostos, acuminados, eretos,

de 3 a4 emde altura e perto da base com | cm de diametro;

folhas eretas, coriaceas, lineares, com nervuras espessas.
Floreépocade floracio: ainflorescénciaé simples,

marrom-esverdeada: as flores sdo predominantemente

amarelas, levemente perfumadas. as pétalas e sépalas sdo
amarelas vivo e as vezes amarronzadas nas extremidades
¢ na parte externa: o labelo ¢ as expansdes laterais sido
amarelos, as vezes as expansoes sdo amarronzadas. O
labelo possui um calo carnoso-granuloso no formato de
uma crista.

Na regido Centro-Oeste. a espécie floresce no fim
de agosto ¢ durante 0o més de setembro, embora algumas

.
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Figura 36. Cyrropodium cristatum.

Foto: Jodao A. N. Batista.
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plantas possam ser encontradas floridas ainda no inicio de
outubro.

Curiosidades: no Brasil, as plantas do género
Cvrtopodium, recebem diferentes nomes como “sumaré¢”
(Rio de Janeiro e Sio Paulo). no Nordeste € conhecido por
“rabo-de-tatu™ pela semelhanga do pseudobulbo com o
rabo daquele animal. Em Goias € popularmente conhecido
por “cola-de-sapateiro™ pela utilizagdo do sumo extraido
dos pseudobulbos para colagem do couro. papel ¢ madeira.

A muscilagem extraida dos pseudobulbos de
algumas espécies do género ¢ utilizada para fins medicinais,
servindo para cicatrizagdo de lesdes. coagulacdo do sangue
¢ cortes. Do sumo se faz uma pomada que ¢ usada no
tratamento do tergol. Alfons Balbach cita em seu livro “A
Flora Nacional na Medicina Doméstica™ (Edificacio do
Lar, 1974), 0 uso do suco do Cyrropodium no tratamento de
abcesso ¢ a fabricagio de xarope para tosse e coqueluche.

th



ANEXO

GLOSSARIO RELACIONADO A MORFOLOGIA

Acuminado: que apresenta uma ponta fina, aguda e
comprida.

Adventicia: que nasce em lugar indevido.

Androceu: conjunto dos 6rgdos masculinos da flor.
Antera: parte do androceu que contém os graos de pdlen.
Apical: referente ao apice.

Axila: angulo formado pelo encontro de 2 partes da planta.
Bainha: base da folha que a prende ao caule.

Bractea: uma folha modificada em cuja axila nasce uma
flor ou uma inflorescéncia.

Caudiculo: pequeno eixo entre as polineas e o retinaculo.
Coridcea: com consisténcia semelhante a do couro.
Dorsal: do lado superior.

Eliptico: em forma de elipse.

Epifita: que vive sobre outra planta, sem retirar dela
alimento.

Espata: bractea que protege a inflorescéncia.
Fusiforme: em forma de fuso.

Herbacea: que tem o porte ¢ consisténcia de erva; caule
tenro, ndo lenhoso.

Hermafrodita: que possui ambos os sexos na mesma flor.
Lanceolado: em forma de langa.

Peciolo: parte da folha que a prende ao caule.

Pedicelo: haste que suporta a flor numa inflorescéncia.
Pedunculo: haste que suporta uma inflorescéncia.

Pseudobulbo: “falso bulbo”. Corresponde a dilatagio do
caule de muitas orquideas.

Racemosa: inflorescéncia onde as flores séo pedunculadas
e ndo se inserem no mesmo ponto.

Retindculo: pequena massa viscosa junto ao rostelo que se
liga as polineas pelo caudiculo.

Rizoma: caule rasteiro com a aparéncia de raiz.

Rostelo: parte estéril do estigma que projeta-se em ponta e
produz uma substancia viscosa.
Rupicola ou rupestre: que vive sobre rochas.

Sphagnum spp.: musgo que pode ter cor de verde a
vermelho e serve para aclimatizagfo de mudas de orquideas.
Antes de ser utilizado deve ser fervido ou autoclavado,
para que seja esterilizado.

Venacio ou nervacio: distribuicdo das nervuras nas
folhas.

GLOSSARIO RELACIONADO A BIOTECNOLOGIA
E A CULTURA DE TECIDOS

Aclimatizacdo: consiste na transferéncia das plantas
produzidas in vitro (sob condi¢des controladas), para
serem aclimatadas ou adaptadas as condigdes ex vitro,
geralmente em estufa.

Alongamento celular: crescimento celular causado por
auxina e/ou giberelina.

Apice caulinar: segmento do 4pice do caule, composto
pelo meristema apical juntamente com os primordios
foliares e folhas em desenvolvimento (Laboratério de
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal, 2010).

Biotecnologia: em seu sentido mais amplo compreendem
a manipulagdo de microorganismos, plantas e animais,
objetivando a obtengdio de processos e produtos de
interesse. Desta maneira, toda atividade que envolva a
aplicacdo dos conhecimentos de fisiologia, bioquimica e
genética, ¢ considerada como técnica biotecnoldgica. Em
seu senso mais restrito a biotecnologia esta associada ao
emprego de técnicas modernas de biologia molecular e
celular.

Calos (cultura de tecidos desorganizados): aglomerados
de células com crescimento ativo e de forma desorganizada,
oriundos de tecidos meristematicos ou mais raramente
parenquimdticos sob a acdo de substincias reguladoras
do crescimento, principalmente as do grupo das auxinas
e citocininas.

Célula diferenciada: é aquela que desenvolveu forma
especializada (morfologia) ou funcdo especializada
(fisiologia).

Célula indiferenciada: célula ainda ndo especializada,
que apresenta caracteristicas embrionarias. Refere-se
ao estado caracterizado por células isodiamétricas, com
pouco ou nenhum vactolo e grande nucleo, geralmente
localizadas no meristema (Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento ¢ Genética Vegetal, 2010).

Condicdes assépticas; condi¢des livres de
microorganismos, tais como bactérias e fungos.

Crescimento desorganizado: quando, tecidos formados
in vitro, ndo apresentam estruturas claramente definidas
e contém um numero limitado de células especializadas
e diferenciadas (Laboratorio de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal, 2010).

Crescimento organizado: Tecido ou 6rgéo de crescimento
determinado em produzirumnovo 6rgédo (desenvolvimento)
de forma a resultar novas estruturas vegetais. Crescimento
pés-meristematico. Um tecido organizado ¢ a agregacdo
de células diferenciadas (ex.: xilema ou epiderme)
(Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética
Vegetal, 2010).
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Cultura de o6rgdos (cultura de tecidos organizados):
Formas organizadas de crescimento que podem ser
mantidas continuamente in vitro. Inclui o isolamento
asséptico de estruturas definidas como primoérdios e
segmentos foliares. Para os propdsitos da cultura de
tecidos, os mais importantes tipos séo:

a) Cultura de meristemas: o meristema é o
conjunto de células indiferenciadas e de caracteristicas
embrionarias.

b) Cultura de dpices caulinares: iniciada a partir
de apices caulinares ou gemas laterais. Empregada para
estabelecer culturas que originam multigemas, gema, eixos
ou brota¢Ges caulinares multiplos.

¢) Culturas de segmentos nodais: contém
segmentos caulinares que carregam gemas simples ou
multiplas.

d) Cultura (ou resgate) de embrides: embrides
zig6ticos sdo excisados e cultivados para dar origem as
plantulas.

e) Cultura de raizes isoladas: raizes cultivadas
sem conexd0 com os eixos caulinares, originando novos
tecidos.

Explante: corresponde a qualquer segmento de tecido
oriundo de uma planta para dar inicio a uma cultura in vitro,
podendo ser um segmento de folha jovem, uma antera ou
um ovario, um embrido zigoético, um apice radicular ou
caulinar, uma gema axilar, entre outros (Cid, 2003). Os
explantes poderdo gerar novas plantas diretamente, ou
passardo por um estdgio intermedidrio denominado de
calo, antes da obtengdo da planta (Cid, 2003).

Desdiferenciacio celular: retorno de células diferenciadas
ao estado meristematico ndo diferenciado (Laboratdrio de
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal, 2010).

Desinfestacdo: tratamentoque eliminaosmicroorganismos.

Determinagdo celular: processo pelo qual o potencial
de desenvolvimento de uma célula torna-se limitado a
uma rota especifica (Christianson, 1985). A determinagdo
celular diz respeito a uma canalizagdo progressiva no
desenvolvimento.

Diferencia¢do celular: Processo de diversificagdo das
caracteristicas bioquimicas, anatdémicas, morfoldgicas
e fisiologicas, ocorrida nas células, nos tecidos ou
orgdos durante o desenvolvimento a partir do estado
meristematico ou juvenil para o adulto. As células do
embrido e do meristema apical sdo exemplos de estado
indiferenciado, as quais ganham novas competéncias
se tornando diferenciadas (Laboratério de Fisiologia do

Desenvolvimento e Genética Vegetal, 2010).

Fitormdnios ou hormdnios vegetais: substéncias
reguladoras da divisio e do crescimento celular,
naturalmente produzida pela planta.

Fitorreguladores ou reguladores de crescimento:
sdo substdncias sintéticas que mimetizam os efeitos
dos hormonios no metabolismo celular (Laboratério de
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal, 2010).

Hormonios vegetais: os hormonios sdo moléculas
regulatorias de ocorréncia natural que agem como sinais
quimicos para regular o crescimento € o desenvolvimento
(morfogénese).

Indugéio®: € o desencadeamento de um processo
morfogenético pela exposi¢do do explante a um estimulo
fisico, quimico ou bioldgico.

Inibidores de crescimento: sio substincias inibidoras da
divisdo e crescimento celular naturalmente encontrada nas
plantas ou sintéticas.

Meio nutritivo ou meio de cultura: ¢ um meio que contém
todos os elementos minerais essenciais, vitaminas, agucar
e reguladores de crescimento, que permitem o crescimento
e desenvolvimento dos explantes em cultivo. O meio pode
ser liquido ou gelificado.

Meristema: tecido composto de células ndo diferenciadas
que mantém permanentemente as caracteristicas
embriondrias  primarias, envolvido com sintese
protoplasmatica e formag8o de novas células por diviséo
mitotica (Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Vegetal, 2010).

Micropropagacdo: ver item 3.3.

Morfogénese: integragdo entre crescimento (mudangas
quantitativas) e diferenciagdo (alteragdes qualitativas),
mediadapor divisdo e especializagdo celular. Amorfogénese
¢ o resultado de um complexo controle hormonal multiplo,
espacial e temporal, através da regulagdo e expressdo
de sistemas génicos multiplos. A morfogénese na planta
intacta ¢ mediada pela agdo correlativa dos meristemas
e de seus produtos. Na cultura de tecidos vegetais, ao
se romper as correlagdes enddgenas, os tecidos ficam
sujeitos as condi¢des exogenas, representadas no caso
pelos fitorreguladores adicionados ao meio de cultura.
A morfogénese in vitro passa entdo a ser modulada pelo
balango de fitorreguladores adicionados ao meio de cultura.

Protocormeo: é um termo usado para designar um estadio
inicial de desenvolvimento do embrido das orquideas
(Kraus et al., 2006; Morel, 1964).

A indugdo envolve o controle da expressdo génica, embora nfo seja um fenémeno genético, pois ndo ocorre ganho ou perda genética
(modificagdo alélica ou genotipica). Refere-se somente a expressdo dos genes pré-existentes. Em cultura de tecidos, € a sinalizagdo por um

fitormonio a uma resposta especifica em nivel celular.
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Regeneracio: a regeneragdo por substituicdo permite a
reconstrugdo de extremidades e partes dos organismos, e,
no caso de algumas plantas, a possibilidade de, a partir de
uma pequena parte do corpo do vegetal, se regenerar todo o
organismo: processo de propagagio vegetativa (Infopédia,
2010).

Reguladores de crescimento: sdo substincias
reguladoras da divisdo e do crescimento celular vegetal
(o mesmo que fitorreguladores).

Repicagem: transferéncia de um explante mantido
em um determinado frasco por um certo tempo para
um frasco contendo meio fresco.

Subcultura: subdivisdo do explante em duas ou mais
porgdes apOs o crescimento em um meio por certo
periodo de tempo e transferéncia para novos frascos
contendo meio fresco.

Suspensées (cultura de tecidos desorganizados):

proliferagdo de células isoladas ou pequenos
aglomerados dispersos em um meio liquido,
sob agitacdo (Laboratério de Fisiologia do

Desenvolvimento e Genética Vegetal, 2010).

Totipotencialidade: principio biologico creditado ao
fisiologista vegetal alemdo Haberlandt, que em 1902,
enunciou que cada célula vegetal possuia o potencial
genético para reproduzir um organismo inteiro. Como
corolario, este fisiologista elaborou previsdes de
que tecidos, células e 6rgdos poderiam ser mantidas
indefinidamente em cultura. De certa forma o conceito
de totipotencialidade ja era inerente a teoria celular
de Schleiden e Schwan (1838 apud Vasil et al., 1979)
ao postularem que algumas células eram capazes de
serem separadas do organismo e continuar a crescer
independentemente (Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal, 2010).

LISTA DE ABREVIATURAS
E SIGLAS

ABA - Acido abscisico

AIA - Acido indolbutirico

AIB - Acido indolacético

ANA - Acido alfa-naftaleno-acético

BA ou 6-BA - 6-benzilamino-purina

BAP - N-Benzil-9-(2-tetrahidropiranyl)-adenina
B.O.D - Demanda Bioquimica do Oxigénio
CDC - Ciclo de Divisdo Celular

DF - Distrito Federal

GA, - Giberilina

JBB - Jardim Botanico de Brasilia

KIN - 6-furfurilamino-purina

NAA - Acido naftaleno acético

NOA - Acido naftoxiacético

PCMs - Protocormos
PVP - Polivinilpirrolidona
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