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NOTAS CIENTÍFICAS

Propagação de orquídea Gongora quinquenervis
por semeadura in vitro(1)

Priscilla Cavalcante Martini(2), Lilia Willadino(3), Gilberto Dias Alves(3)

e Virgínia Maria Tenório Sabino Donato(3)

Resumo � O objetivo deste trabalho foi avaliar a germinação e a
organogênese in vitro em Gongora quinquenervis em dois meios nutri-
tivos, Knudson �C� e Murashige & Skoog, com três concentrações de
BAP (0,0, 0,5 e 1,0 mg L-1). Os protocormos cultivados no meio
Knudson �C� necrosaram. A maioria dos embriões cultivados em meio
Murashige & Skoog tendeu a diferenciar-se em calos. Estes calos apre-
sentaram alto potencial morfogenético, regenerando grande número de
plantas via organogênese indireta, sobretudo no material proveniente
do tratamento desprovido de BAP. Foram formadas 41 plantas pela
rota normal de germinação, contrastando com 715 plantas regeneradas
via organogênese indireta.

Termos para indexação: calos, protocormos, germinação, organogênese.

Propagation of orchid Gongora quinquenervis by in vitro germination

Abstract � The aim of this experiment was to study in vitro germina-
tion and organogenesis of Gongora quinquenervis in two culture me-
dia (Knudson �C� and Murashige & Skoog) on three concentrations of
BAP (0.0, 0.5 and 1.0 mg L-1). The protocorms cultured on Knudson
�C� medium died. The majority of the embryos cultured on the
Murashige & Skoog medium formed calli. The calli presented a high
morfogenetic potential, regenerating great number of plant through
indirect organogenesis, and the treatment without BAP presented the
highest regeneration frequency. Few plants were germinated through
the normal route, performing a total of 41 plants, which contrasts with
the 715 plants regenerated through indirect organogenesis.

Index terms: calli, protocorms, germination, organogenesis.

A espécie de orquídea Gongora quinquenervis Ruíz & Pavón é uma das 25
espécies pertencentes a este gênero amplamente cultivado. A espécie é epifítica
e apresenta inflorescência racemosa, multiflora e muito perfumada.

A cultura de tecidos é freqüentemente utilizada para a propagação clonal
em massa de híbridos e espécies de orquídeas, possibilitando a obtenção de
plantas de alta qualidade fitossanitária em curto período de tempo (Arditti &
Ernst, 1993).
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A cultura assimbiótica ou semeadura in vitro, de orquídeas, constitui téc-
nica bastante relevante do ponto de vista comercial e também ecológico.
As plantas produzidas desta forma são altamente interessantes para progra-
mas de reintrodução de espécies nativas em áreas de preservação ambiental.
A cultura assimbiótica resulta em maiores percentuais de germinação, em com-
paração com a germinação em condições naturais, a qual é dependente da
infecção por fungos micorrízicos, simbiontes muitas vezes espécie-específicos.

Vários trabalhos têm sido desenvolvidos visando otimizar a semeadura in
vitro de orquídeas. A adição de BAP (6-benzilaminopurina) no meio de cultu-
ra para germinação de sementes de orquídeas tem apresentado resultados
contrastantes. Efeitos positivos, como a redução do tempo de germinação de
Encyclia phoenicea, foram observados por Pauw et al. (1995), em razão da
adição de BAP ao meio de Murashige & Skoog (1962). Por outro lado, a adi-
ção de BAP a diversos meios nutritivos resultou em efeitos deletérios para a
germinação de sementes imaturas de Cyrtopodium eugenii e C. cristatum
(Caramaschi & Caldas, 1999). Experimentos realizados ao longo de anos vêm
evidenciado que, dentro da família Orchidaceae, as condições de cultivo são
específicas para os gêneros e algumas vezes para espécies pertencentes ao
mesmo gênero (Arditti & Ernst, 1993).

Este trabalho teve por objetivo estabelecer um meio de cultura adequado à
germinação de sementes da espécie Gongora quinquenervis, visando a pro-
dução de plantas de qualidade no menor tempo possível de cultivo.

Cápsulas maduras de Gongora quinquenervis foram abertas no sentido
de sua deiscência, de modo a dividir os três carpelos, utilizando-se pinça e
bisturi. Após desinfestação com água sanitária comercial à concentração de
0,5% (v/v), as sementes foram submetidas a inoculação em tubos de ensaio de
25 x 125 mm contendo 10 mL de meio nutritivo; cada tubo recebeu aproxima-
damente 100 sementes.

Os meios nutritivos utilizados para a cultura foram o de Knudson �C�
modificado por Arditti & Ernst (1993), com pH ajustado em 5,2 e o meio
Murashige & Skoog (1962), com pH ajustado para 5,8; ambos os meios conti-
nham três níveis de BAP: 0,0, 0,5 e 1,0 mg L-1, constituindo um experimento
fatorial (2x3), com dez repetições por tratamento, em um delineamento inteira-
mente casualizado. Após a inoculação, os explantes foram mantidos a uma
temperatura de 25±1°C, e fotoperíodo de 16 horas luz, com luminosidade de
aproximadamente 100 mmols m-2 s-1 .

Foram observadas as seguintes variáveis: fases de desenvolvimento dos
embriões, número de plântulas formadas a partir da germinação das sementes,
e número de plantas formadas a partir da diferenciação dos calos. Calos com
90 dias de cultivo foram utilizados para a caracterização histológica.
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, através da análise
de variância (ANOVA), e a comparação de médias, realizada pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 15 dias de cultivo, os embriões apresentavam-se alargados na direção
transversal, com forma de pequena esférula. A partir de 15 dias de cultivo no
meio Knudson ��C�� modificado, observou-se um rápido declínio da cultura,
caracterizado pela total necrose dos embriões aos 22 dias de cultivo. O meio
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Knudson �C� modificado caracteriza-se pela ausência de N orgânico, bem
como por baixas concentrações de amônia e nitrato, quando comparado ao
meio MS. Ainda na década de 40, Spoerl (1948) e Spoerl & Curtis (1948) de-
monstraram que a utilização de NH4NO3, como fonte de N, favoreceu a germi-
nação de embriões de Epidendrum cochleatum, Cattleya amethystoglossa,
C. trianaei e C. mollie, especialmente nos tratamentos expostos à luz.
Raghavan & Torrey (1964) e Mercier & Kerbauy (1991) constataram que dis-
tintas fontes de N provocam diferenças nas taxas de síntese de certas subs-
tâncias, como 2iP, zeatina e clorofila, assim como na atividade metabólica e no
desenvolvimento de protocormos de orquídeas. O meio nutritivo Knudson
�C� é considerado, até os dias atuais, como um dos mais adequados à germi-
nação de orquídeas epifíticas tropicais. Entretanto, os resultados obtidos no
presente experimento sugerem que embriões da espécie Gongora
quinquenervis requerem, para sua germinação e desenvolvimento, um meio
nutritivo mais complexo e/ou mais concentrado.

Os embriões cultivados em meio MS aos 20 dias após a inoculação já
haviam, em sua grande maioria, rompido a testa, caracterizando o processo de
germinação (Miyoshi & Mii, 1998).

Aos 30 dias, os protocormos oriundos dos tratamentos com BAP, 0,5 e
1,0 mg L-1 apresentavam região apical de coloração verde mais escura do que
os protocormos do tratamento controle. Resultado similar foi obtido por
Kerbauy & Handro (1981), cultivando embriões de Cattleya intermedia,
C. guttata e Epidendrum mosenii em meio Knudson �C� acrescidos de BAP.
Gailhofer & Thaler (1975) observaram que a presença de BAP no meio nutriti-
vo induz aumento no número de cloroplastos jovens e o retardo de sua dege-
neração. Os rizóides, ou, segundo Arditti (1992) e Knudson (1922), pêlos
epidérmicos, eram visíveis ao estereomicroscópio, assim como o desenvolvi-
mento dos primórdios foliares, os quais se apresentavam mais desenvolvidos
na concentração mais baixa de BAP e menos abundante, à medida que aumen-
tavam as concentrações de BAP.

Aos 60 dias de cultivo, no tratamento com 1,0 mg L-1 de BAP, observavam-
se protocormos em estádios de desenvolvimento variado. Alguns dos
protocormos, pouco diferenciados, necrosaram. Poucos protocormos apre-
sentavam rizóides, e esses tinham comprimento inferior ao dos observados
nos demais tratamentos. Poucos seguiram a rota de diferenciação e desenvol-
vimento, peculiar aos embriões zigóticos. No tratamento com 0,5 mg L-1 de
BAP, os protocormos encontravam-se em estádios de desenvolvimento vari-
ados. O tratamento sem BAP apresentou protocormos em estádios de desen-
volvimento mais uniformes; não houve necrose, e a diferenciação da parte
aérea, bem como as primeiras raízes definitivas, eram facilmente visualizadas.
A abundância de rizóides nos protocormos cultivados em ausência de BAP
foi alta, superior aos do tratamento com 0,5 mg L-1 de BAP. Gailhofer & Thaler
(1975) também observaram o retardo da diferenciação e desenvolvimento de
células e tecidos em protocormos de Cymbidium sp., em conseqüência da
adição BAP ao meio nutritivo.

Aos 90 dias de cultivo, o material vegetal de todos os tratamentos foi
transferido para tubos de ensaio contendo meio MS sem reguladores de cres-
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cimento, com a finalidade de favorecer a rizogênese nas plântulas provenien-
tes dos embriões, e a diferenciação dos calos em plantas. Observaram-se
protocormos de coloração verde brilhante no tratamento inicialmente sem
BAP, muitos destes com raízes definitivas, além de muitos rizóides. O nível de
desenvolvimento observado nos protocormos em tratamento com 1,0 mg L-1

de BAP era marcadamente inferior. Os protocormos encontravam-se pouco
diferenciados, e primórdios foliares não eram visualizados; apenas a pequena
protuberância verde mais escura da região proximal que indica a localização
do meristema era vizualizada. Poucos rizóides foram visualizados, e raízes
eram ausentes. Em contraste com estes resultados, Pauw et al. (1995) obser-
varam que a adição de 0,08 e 1,6 mg L-1 de BAP ou 2iP, respectivamente,
promoveu diminuição no tempo de germinação e o incremento da porcenta-
gem de embriões germinados em Cypripedium candidum. Waes & Deberg
(1986) também verificaram que embriões de Cypripedium calceolus tiveram o
tempo de germinação diminuído e a porcentagem de germinação incrementada
pelo BAP.

Ao término do experimento, 180 dias de cultura, o número de plântulas de
origem zigótica não enraizadas, em média 13,7, foi similar no material proce-
dente de todos os três tratamentos (Figura 1). Por outro lado, o maior número
de plântulas enraizadas, 17, foi observado nas plântulas provenientes do
tratamento sem BAP. Tal resultado reforça a tendência a uma inibição da
rizogênese em Gongora quinquenervis cultivada in vitro na presença de
BAP, a qual foi reportada por diversos autores em outras espécies de orquíde-
as (Pauw et al., 1995). Os calos, entretanto, apresentaram grande potencial
morfogenético sobretudo no material inicialmente cultivado sem BAP.
Nos demais tratamentos, foi observada uma diminuição da proliferação dos
calos, bem como do seu potencial morfogenético, o que sugere que o BAP
possua ação inibitória na proliferação e morfogênese da espécie aqui estuda-
da. Ao final dos 180 dias de cultivo, o total de plantas regeneradas via
organogênese indireta, 715, foi superior ao total de plântulas obtidas median-
te germinação. O maior número de plantas enraizadas, via calo, foi obtido no
material proveniente do tratamento sem BAP (86 plantas). Observou-se a
formação de brotações múltiplas sobretudo nos calos cultivados sem BAP
durante todo o período experimental. Barabé et al. (1993) também reportaram
brotações múltiplas em embriões maduros de Cypripedium acaule cultivados
em meio nutritivo sem reguladores de crescimento. Estes autores propuseram
um modelo no qual um único protocormo possuía muitos epiblastos ou cen-
tros generativos, cada um capaz de produzir uma planta.

As características organogênicas dos calos foram confirmadas pela análi-
se histológica dos calos fixados aos 90 dias de cultivo. Esse estudo eviden-
ciou a presença abundante de pontos de diferenciação nos calos inicialmente
cultivados com 0,0 e 0,5 mg L-1 de BAP; tais estruturas foram pouco
visualizadas nos calos procedentes do tratamento com 1,0 mg L-1 de BAP.
Os pontos de diferenciação observados nos cortes histológicos caracteriza-
ram-se pela visualização do meristema apical e primórdios foliares.

Aos 180 dias de cultivo, a maioria das plantas desenvolvidas o suficiente
para serem aclimatadas (aproximadamente 50 mm de altura) foram as oriundas
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do tratamento sem adição de BAP. O substrato empregado foi fibra de xaxim e
esfagno (Sphagnum sp.) desidratado, na proporção de 2:1. Aos 60 dias de
cultivo em casa de vegetação, as plantas apresentavam sistema radicular muito
bem desenvolvido.
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Figura 1. Número de plântulas de origem zigótica (a) e
formadas a partir de calos (b) com raízes ( ) e sem
raízes ( ) aos 180 dias de cultivo em meio MS. Médias
com letras distintas, maiúsculas ( ) e minúsuclas ( ),
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.
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