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Resumo 

BARBOZA, Andréia Macedo. Reprodução in vitro de Cattleya intermedia Graham 
em diferentes meios de cultura. 2017, 35 p. Trabalho de Conclusão de Curso- 
Ciências Biológicas- Bacharelado, Instituto de Biologia, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2017. 

A Cattleya intermedia Graham é uma epífita nativa da região sul do Brasil e vem 
sofrendo uma grande pressão devido à ação antrópica, tornando-se vulnerável a 
extinção. As sementes das orquídeas não possuem endosperma funcional por isso 
elas necessitam de uma associação com fungos micorrízicos para a germinação do 
embrião. O cultivo assimbiótico de orquídeas viabiliza o processo de multiplicação e 
contribui para garantir a manutenção das populações naturais. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a influência da água de coco e fertilizantes comerciais na 
germinação e desenvolvimento in vitro de C. intermedia. Os tratamentos consistiram 
em meios de cultura com água de coco (CAC) (200 mL.L-1 de água de coco), e sem 
água de coco (SAC): T1 (Meio MS ½ da concentração CAC); T2 (Meio MS ½ da 
concentração SAC); T3 (Meio de Tomate CAC); T4 (Meio de Tomate SAC); T5 (NPK 
(05-08-08) CAC); T6 (NPK (05-08-08) SAC); T7 (NPK (09-07-07) CAC); T8 (NPK (09-
07-07) SAC); T9 (NPK (15-09-06) CAC); T10 (NPK (15-09-06) SAC); T11 (NPK (08-06-
04) CAC); T12 (NPK (08-06-04) SAC); T13 (NPK (06-08-06) CAC); T14 (NPK (06-08-
06) SAC). Todos os meios foram suplementados com 20 g de sacarose, 14 g agar e 
2 g de carvão ativado. O pH foi ajustado para 5,0 ± 0,2. Após 56 dias do início do 
experimento foi avaliado o resultado da variável Germinação de Sementes (GS), 
sendo observado no tratamento T3 maior taxa de germinação (10- 100%) do que no 
meio T4. Os outros tratamentos não apresentaram nenhuma germinação. As 
plântulas desenvolvidas nos meios T3 (Meio de Tomate CAC) e T4 (Meio de Tomate 
SAC) foram repicadas após 196 dias de cultivo, para os mesmos meios e colocadas 
cinco plântulas em cada frasco, com cinco repetições, onde foram avaliadas as 
variáveis: Altura da Parte Aérea (APA); Número de Raízes (NR) e Número de Folhas 
(NF). O delineamento estatístico empregado foi inteiramente casualizado com os 
tratamentos arranjados em um esquema fatorial 2x7 em que os fatores foram com e 
sem adição de água de coco (2) e diferentes meio de cultura (7), com cinco réplicas 
cada. Portanto, é viável o cultivo in vitro de Cattleya intermedia Graham nos meios 
de cultivo testados neste estudo. Os meios de cultura T3 e T4 suportam todo o 
desenvolvimento de C. intermedia desde a germinação. Todos os outros tratamentos 
com e sem adição de água de coco foram eficientes no desenvolvimento de C. 
intermedia a partir do repique. 
 
Palavras chave: Orchidaceae; reprodução assimbiótica; orquídea nativa. 
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Abstract 
 
BARBOZA, Andréia Macedo. In vitro reproduction of Cattleya intermedia Graham 
in different cultivation media. 2017, 35 p. Term paper of bachelor degree in 
Biology, Biology Institute, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2017. 

Cattleya intermedia Graham is an epiphyte native of the Southern region of Brazil 
and has been under great pressure due to its anthropic action, making it vulnerable 
to extinction. The seeds of the orchids do not have a functional endosperm, so they 
require an association with mycorrhizal fungi for the germination of the embryo. The 
asymbiotic cultivation of orchids enables the multiplication process and contributes to 
ensure the maintenance of the natural population. This study aims to assess the 
influence of coconut water and commercial fertilizers on the germination and in vitro 
development of C. intermedia. The treatments were culture media with coconut water 
(CAC) (200 mL.L-1 of coconut water), and without coconut water (SAC): T1 (MS 
media ½ of the CAC concentration); T2 (MS Media ½ of the SAC concentration); T3 
(Tomato Medium CAC); T4 (Tomato Medium SAC); T5 (NPK (05-08-08) CAC); T6 
(NPK (05-08-08) SAC); T7 (NPK (09-07-07) CAC); T8 (NPK (09-07-07) SAC); T9 
(NPK (15-09-06) CAC); T10 (NPK (15-09-06) SAC); T11 (NPK (08-06-04) CAC); T12 
(NPK (08-06-04) SAC); T13 (NPK (06-08-06) CAC); T14 (NPK (06-08-06) SAC). All 
media were supplemented with 20 g of sucrose, 14 g of agar and 2 g of activated 
carbon. The pH was adjusted to 5.0 ± 0.2. After 56 days from the beginning of the 
experiment, the result of the Germination of Seeds (GS) variable, and we observed 
that in the T3 treatment there was a higher germination rate (10-100%) than in the T4 
medium. The other treatments did not present any germination. The seedlings grown 
in media T3 (Tomato Medium CAC) and T4 (Tomato Medium SAC) were picked after 
196 days of cultivation for the same media and five seedlings were placed in each 
bottle, with five repetitions, in which were assessed the variables: Height of the aerial 
part (APA); Number of Roots (NR) and Number of Leaves (NF). The statistical design 
applied was entirely randomized with the treatments arranged in a 2x7 factorial 
scheme in which the factors were with and without coconut water (2) and different 
culture media (7), with five replicated each. Therefore, the in vitro cultivation of 
Cattleya intermedia Graham is feasible in the cultivation media tested in this study. 
The T3 and T4 culture media support all the development of C. intermedia since the 
germination. All other treatments with and without coconut water were efficient in the 
development of C. intermedia from the peal. 

 

Keywords: Orchidaceae, Asymbiotic reproduction; Native orchid. 
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1 Introdução 

 

O gênero Cattleya engloba cerca de 70 espécies e inúmeras variedades de 

híbridos. A Cattleya intermedia (Figura 1) é uma epífita nativa da região sul do Brasil 

e vem sofrendo uma grande pressão devido à ação antrópica, tornando-se 

vulnerável a extinção. Em relação ao modo de reprodução, as orquídeas produzem 

elevado número de sementes, embora menos de 5% germinem em condições 

naturais, pois as sementes são demasiadamente pequenas, quase que desprovidas 

de endosperma, apresentando embrião reduzido, cotilédone não diferenciado e 

requerendo associação micorrízica para germinar (CORRIE; TANDON, 1993; 

RAPOSO, 1993). 

 

 
Figura 1- Cattleya intermedia em seu hospedeiro preferencial, Erythrina crista - galli L, em mata de 
restinga no Campus Capão do Leão, UFPel. 
Fonte: GOMES-OLIVEIRA, 2014. 
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A cultura assimbiótica ou semeadura in vitro de orquídeas constitui técnica 

bastante relevante do ponto de vista comercial e ecológico, seja aumentando o 

índice de germinação in vitro (98 a 100%) para a grande maioria dessas espécies, 

ou acelerando o processo de crescimento e desenvolvimento, fornecendo plantas 

muito mais vigorosas e adaptáveis para o cultivo ex vitro. Portanto, o cultivo 

assimbiótico de orquídeas (Figura 2) viabiliza o processo de multiplicação, que visa 

à produção em grande escala de plantas para comercialização, o que contribui para 

minimizar a ação antrópica e perpetuar no baixo número de espécies em extinção, 

garantindo assim a manutenção das populações naturais (MARTINI et al., 2001; 

NAYAK et al., 2002). 

 

 

A germinação in vitro é utilizada desde 1946, quando o pesquisador Lewis 

Knudson obteve com seus trabalhos a germinação assimbiótica de sementes de 

orquídeas. A técnica consiste na inoculação das sementes in vitro para germinar em 

condições assépticas, mantidas em sala de crescimento, na qual fatores ambientais 

como luz e temperatura são controlados (CALDAS; TORRES; BUSO, 1998; 

KNUDSON, 1946). 

O cultivo in vitro de orquídeas demanda, entre as distintas espécies que essa 

família apresenta, meios de cultura específicos muitas vezes elaborados com 

aditivos complexos, a fim de proporcionar as condições mais favoráveis de 

crescimento (CAMPOS, 2010). Dentre os meios de cultura mais utilizados para a 

propagação in vitro, destacam-se os meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 

Knudson C (KNUDSON, 1946) e Vacin e Went (VACIN; WENT, 1949). O meio de 

Figura 2- Germinação de sementes in vitro de Cattleya intermedia. (A) Protocormos no meio de cultura; 
(B) Primeiros folíolos e protocormos. 
Fonte: BARBOZA. A. M., 2015. 

A B 
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cultura padrão mais utilizado é o MS composto de macronutrientes, micronutrientes, 

vitaminas, FeEDTA, sacarose, ágar e acrescido de carvão ativado. Embora seja o 

meio mais utilizado pela maioria dos produtores, apresenta um custo 

significativamente alto que incide no aumento do custo de produção (SU; 

SCHNITZER; FARIA, 2012). 

Os componentes do meio de cultura podem ser substituídos, em muitos 

casos, por frutas, legumes, açúcar de uso doméstico (CAMPOS, 2002) e fertilizantes 

comerciais que são acrescentados aos meios de cultura como fonte de macro e 

micronutrientes em substituição aos sais usualmente empregados. 

Vários elementos aditivos complexos como coco (endosperma, água, leite), 

peptona de carne e polpa de banana (verde ou madura) foram utilizados nos meios 

de cultura de tecidos ou de germinação de orquídeas (GEORGE, 1993). Há relatos 

da utilização da polpa de banana na germinação de Cymbidium, Dendrobium, 

Paphiopedilum e Phalaenopsis (ARDITTI; ERNST, 1993) e também água de coco 

adicionado a meios de crescimento in vitro de C. intermedia (FREITAS, 2014). De 

acordo com Caldas, Torres e Buso (1998) o aditivo mais usado para um grande 

número de espécies in vitro é a água de coco, cuja ação pode estimular o 

crescimento de calos, formação de embriões somáticos, indução da divisão de grãos 

de pólen e do desenvolvimento de embriões imaturos. 

Trabalhos de cultivo in vitro sobre a espécie C. intermedia são escassos, 

assim, este estudo pretende ampliar o conhecimento sobre a reprodução 

assimbiótica desta orquídea nativa (Gomes-Oliveira, 2014, informação pessoal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

 
 
 
 
 

1.1 Objetivo geral: 

O objetivo do trabalho foi avaliar a influência da água de coco e fertilizantes 

comerciais na germinação e desenvolvimento in vitro de Cattleya intermedia 

Graham. 

1.2 Objetivos específicos: 

- Avaliar a germinação das sementes de C. intermedia nos meios de cultura 

com e sem água de coco e fertilizantes comerciais; 

- Avaliar o crescimento in vitro de C. intermedia nos meios de cultivo testados; 

- Verificar, dentre estes, o meio de cultura mais adequado para esta orquídea; 

- Contribuir para ampliar o conhecimento do cultivo assimbiótico da C. 

intermedia. 
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2 Revisão de Literatura 

 

Apesar da formulação salina do meio MS ser a mais usada em cultura de 

tecidos, para o desenvolvimento in vitro de orquídeas, sua redução à metade da 

concentração tem sido comum e eficaz para a grande maioria dos testes realizados. 

Dezan e colaboradores (2012) observaram que o meio de cultura MS com metade 

da concentração é o mais adequado para o desenvolvimento in vitro de plântulas de 

Schomburgkia gloriosa. Dendrobium nobile teve seu crescimento in vitro otimizado 

em meio MS com metade da concentração e sem carvão ativado (JÚNIOR et al. 

2011). Mas, foi observado por Muller e colaboradores (2007) que a redução da 

concentração do meio MS acarretou na diminuição do desenvolvimento in vitro de 

Miltonia flavescens. 

Segundo Caldas, Torres e Buso (1998) a sacarose é o carboidrato mais 

utilizado nos meios nutritivos, sendo que esse açúcar suporta as mais altas taxas de 

crescimento na maioria das espécies. Dignart et al. (2009) demonstraram que é 

possível cultivar Cattleya walkeriana em luz natural, diminuindo a concentração de 

sacarose. Já Sorace et al. (2008) constataram que 40gL-1 de sacarose em MS com 

metade da concentração dos sais foi mais eficiente para o desenvolvimento in vitro 

de Oncidium baueri. Já, outros pesquisadores verificaram que o dobro da 

concentração do meio Knudson C promoveu o crescimento in vitro de Cattleya 

loddigesii e Hadrolaelia lobatta X Hadrolaelia purpurata Aço, e também, constataram 

que a adição de 2,5mg L-1 de ácido giberélico (GA3) no meio Knudson C 

incrementou o desenvolvimento da C. loddigesii (SOARES et al., 2009) 

Diversos trabalhos têm usado diferentes meios de cultivo no desenvolvimento 

in vitro de vários gêneros de Orchidaceae. Alguns macro e micronutrientes 

usualmente utilizados em cultura de tecidos foram substituídos por ureia em vez de 

sulfato de amônio, glicina, mio-inositol e diferentes formulações de NPK (Nitrogênio 

(N), Fósforo (P) e Potássio (K)), contidos em adubos comercias. Também foram 

usados produtos orgânicos tais como tomates, polpa de banana, mamão verde e 

mamão maduro (COLOMBO et al., 2012; CUNHA et al., 2011; FERREIRA et al., 
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2012; FIGUEIREDO et al., 2007; HERMANN et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012; 

STANCATO et al., 2008; SU; SCHNITZER; FARIA, 2012; TOMBOLATO; COSTA , 

1998; UNEMOTO et al., 2007; VIEIRA et al., 2007; VIEIRA et al., 2009). 

O desenvolvimento in vitro de Cattleya tigrina foi estudado por Moraes e 

colaboradores (2009a) utilizando três diferentes meios de cultivo: MS com metade 

da concentração de sais, e com os fertilizantes comerciais Hyponex (NPK 6,5-9-19) 

e Kristalon laranja (NPK 06-12-36). Estes pesquisadores constataram que o meio 

mais eficiente para o desenvolvimento da orquídea estudada foi aquele com 

Kristalon laranja. Moraes e outros colaboradores (2009b) testaram os mesmos meios 

de cultivo no desenvolvimento in vitro de C. loddigesii constatando que o meio com 

Kristalon laranja foi significativamente mais adequado ao desenvolvimento desta 

orquídea. 

Vários pesquisadores obtiveram plantas mais vigorosas de diferentes 

orquídeas crescidas no meio de cultura Knudson C combinado a aditivos como água 

de coco e polpa de banana para C. loddigesii, mamão verde e maduro para híbrido 

de Cattleya warneri x Laelia purpurata, água de coco para D. nobile e polpa de 

banana nanica para C. intermedia (ARAUJO et al. 2006; ASSAKAWA et al. 2009; 

FIGUEIREDO et al. 2008; FREITAS et al. 2014; SOARES et al. 2013). 

Segundo Hermann et al. (2011) houve um aumento no desenvolvimento in 

vitro de Brassavola tuberculata com utilização do meio de cultivo composto por NPK 

(07-09-05), tomate, banana, açúcar e carvão ativado além do ágar. Schneiders e 

colaboradores (2012) também destacaram que a utilização de carvão ativado ao 

meio de cultivo é significativamente favorável ao desenvolvimento in vitro de C. 

forbesii e C. harrisoniana. Gomes-Oliveira e colaboradores (2010) recomendam o 

meio de tomate composto por: nitrato de cálcio, sulfatos de amônia e magnésio, 

fosfato de potássio, sacarose, ágar, carvão ativado e suco de tomate para o cultivo 

in vitro de várias orquídeas, inclusive C. intermedia, pois este meio suporta o 

desenvolvimento de plântulas até sua retirada do frasco para aclimatação.
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3 Metodologia 

 

O trabalho foi conduzido no período de setembro de 2015 a setembro de 2016 no Laboratório de Cultura de Tecidos do 

Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética (DEZG), Instituto de Biologia, UFPel, Campus Capão do Leão. 

Tabela 1 mostra a respectiva descrição dos meios de cultura utilizados nos tratamentos testados. 

Tabela 1: Meios de cultura utilizados nos tratamentos testados com a respectiva descrição, com e sem adição de 200 mL.L
-1

 de água de coco. 

Meio MS (MURASHIGE & SKOOG) Meio de Tomate NPKs 

Soluções Componentes Concentração (.L-1) Componentes Concentração (g. L-1) Componentes (. L-1) 

A NH4NO3 1,65g Nitrato de Cálcio 01 NPK (05-08-08) 7 mL 

   Sulfato de Amônia 01   

B KNO3 1,9g Fosfato de Potássio 0,25 NPK (09-07-07) 8 mL 

   Sulfato de Magnésio 0,25   

C MgSO4 7H2O 370mg 1 Tomate maduro  NPK (15-09-06) 7 mL 

 MnSO4 H2O 16,9mg Sacarose 20   

 ZnSO4 7H2O 8,6mg Agar 14 NPK (08-06-04) 5 mL 

 CuSO4 5H2O 0,025mg Carvão ativado 2   

     NPK (06-08-06) 10 mL 

D CaCl2 333mg     
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     Sacarose 20 g 

E H3BO3 6,2mg   Agar 14 g 

 KH2PO4 170mg   Carvão ativado 2 g 

 KI 0,83mg     

 Na2MoO4 2H2O 0,25mg     

 CoCl2 6H2O 0,025mg     

       

F Na2EDTA 37,25mg     

 FeSO4 7H2O 27,85mg     

       

G Tiamina HCl 0,5mg     

 Ácido nicotínico 0,5mg     

 Piridoxina 0,5mg     

 Glicina 02mg     

 Mio Inositol 100mg     

 Sacarose 20g     

 Agar 14g     

 Carvão ativado 2g     
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Meio MS: 
 Colocar em uma panela de inox uma quantidade de água destilada, cerca de 

metade do volume final de meio a ser preparado. Adicionar os componentes do 

meio, um a um, exceto o carvão ativado, e levar ao fogo brando até a completa 

dissolução do agar. Adicionar água destilada até completar 1000 mL. Verificar o pH 

(pH 5 ± 0,2) com auxilio de fitas indicadoras e, se necessário, utilizar vinagre ou 

bicarbonato de sódio para o controle deste, adicionar o carvão ativado e 

homogeneizar. Depois distribuir 25 mL de meio por frasco, fechar com papel 

alumínio, etiquetar e fechar com filme de PVC. Esterilizar em autoclave a 121°C (1 

atm.), durante 20 min. Colocar os frascos sobre uma mesa e deixar esfriar, agitando-

os frequentemente para que o carvão ativado fique bem distribuído. 

Meio de Tomate: 

 No liquidificador colocar o tomate (com aproximadamente 70 g), sem casca e 

sem sementes, com aproximadamente 100 mL de água destilada e deixar bater bem 

e peneirar. Colocar o suco numa panela de inox, levar ao fogo brando, adicionar o 

restante dos componentes do meio e água destilada aos poucos até completar 1000 

mL, exceto o carvão ativado, sempre em fogo brando até a completa dissolução do 

ágar. Em seguida verificar o pH (pH 5 ± 0,2) com auxilio de fitas indicadoras e, se 

necessário, utilizar vinagre ou bicarbonato de sódio para o controle deste, adicionar 

o carvão ativado e homogeneizar. Depois distribuir 25 mL de meio por frasco, fechar 

com papel alumínio, etiquetar e fechar com filme de PVC. Esterilizar em autoclave a 

121°C (1 atm), durante 20min. Colocar os frascos sobre uma mesa e deixar esfriar, 

agitando-os frequentemente para que o carvão ativado fique bem distribuído. 

Meios com NPKs: 

 NPK 05-08-08 (GARDO® flores): colocar 7 mL do NPK em 100 mL de água 

destilada, adicionar o restante dos componentes do meio e água destilada aos 

poucos até completar 1000 mL, exceto o carvão ativado, sempre em fogo brando até 

a completa dissolução do ágar. Em seguida verificar o pH (pH 5 ± 0,2) com auxilio de 

fitas indicadoras e, se necessário, utilizar vinagre ou bicarbonato de sódio para o 

controle deste, adicionar o carvão ativado e homogeneizar. Depois distribuir 25 mL 

de meio por frasco, fechar com papel alumínio, etiquetar e fechar com filme de PVC. 

Esterilizar em autoclave a 121°C (1 atm), durante 20min. Colocar os frascos sobre 
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uma mesa e deixar esfriar, agitando-os frequentemente para que o carvão ativado 

fique bem distribuído. 

 NPK 09-07-07 (GARDO® Multi- jardim): colocar 8 mL do NPK em 100 mL de 

água destilada, adicionar o restante dos componentes do meio e água destilada aos 

poucos até completar 1000 mL, exceto o carvão ativado, sempre em fogo brando até 

a completa dissolução do ágar. Em seguida verificar o pH (pH 5 ± 0,2) com auxilio de 

fitas indicadoras e, se necessário, utilizar vinagre ou bicarbonato de sódio para o 

controle deste, adicionar o carvão ativado e homogeneizar. Depois distribuir 25 mL 

de meio por frasco, fechar com papel alumínio, etiquetar e fechar com filme de PVC. 

Esterilizar em autoclave a 121°C (1 atm), durante 20min. Colocar os frascos sobre 

uma mesa e deixar esfriar, agitando-os frequentemente para que o carvão ativado 

fique bem distribuído. 

 NPK 15-09-06 (GARDO® Plantas Jovens): colocar 7 mL do NPK em 100 mL 

de água destilada, adicionar o restante dos componentes do meio e água destilada 

aos poucos até completar 1000 mL, exceto o carvão ativado, sempre em fogo 

brando até a completa dissolução do ágar. Em seguida verificar o pH (pH 5 ± 0,2) 

com auxilio de fitas indicadoras e, se necessário, utilizar vinagre ou bicarbonato de 

sódio para o controle deste, adicionar o carvão ativado e homogeneizar. Depois 

distribuir 25 mL de meio por frasco, fechar com papel alumínio, etiquetar e fechar 

com filme de PVC. Esterilizar em autoclave a 121°C (1 atm), durante 20min. Colocar 

os frascos sobre uma mesa e deixar esfriar, agitando-os frequentemente para que o 

carvão ativado fique bem distribuído. 

 NPK 08-06-04 (Vida Verde® Raiz): colocar 5 mL do NPK em 100 mL de água 

destilada, adicionar o restante dos componentes do meio e água destilada aos 

poucos até completar 1000 mL, exceto o carvão ativado, sempre em fogo brando até 

a completa dissolução do ágar. Em seguida verificar o pH (pH 5 ± 0,2) com auxilio de 

fitas indicadoras e, se necessário, utilizar vinagre ou bicarbonato de sódio para o 

controle deste, adicionar o carvão ativado e homogeneizar. Depois distribuir 25 mL 

de meio por frasco, fechar com papel alumínio, etiquetar e fechar com filme de PVC. 

Esterilizar em autoclave a 121°C (1 atm), durante 20min. Colocar os frascos sobre 

uma mesa e deixar esfriar, agitando-os frequentemente para que o carvão ativado 

fique bem distribuído. 
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NPK 06-08-08 (Biofert®): colocar 10 mL do NPK em 100 mL de água 

destilada, adicionar o restante dos componentes do meio e água destilada aos 

poucos até completar 1000 mL, exceto o carvão ativado, sempre em fogo brando até 

a completa dissolução do ágar. Em seguida verificar o pH (pH 5 ± 0,2) com auxilio de 

fitas indicadoras e, se necessário, utilizar vinagre ou bicarbonato de sódio para o 

controle deste, adicionar o carvão ativado e homogeneizar. Depois distribuir 25 mL 

de meio por frasco, fechar com papel alumínio, etiquetar e fechar com filme de PVC. 

Esterilizar em autoclave a 121°C (1 atm), durante 20min. Colocar os frascos sobre 

uma mesa e deixar esfriar, agitando-os frequentemente para que o carvão ativado 

fique bem distribuído. 

Para avaliação de germinação in vitro, coletamos a cápsula (Figura 3) 

contendo as sementes de Cattleya intermedia Graham que foi obtida de planta 

nativa coletada em remanescente de Mata de Restinga no entorno da UFPel, 

Campus Capão do Leão, Capão do Leão, Rio Grande do Sul. 

A cápsula fechada foi colocada em um becker contendo um chumaço de 

algodão embebido em formaldeído 37%, por 60min (Figura 4. A) e, logo após foi 

transferida, com o auxílio de uma pinça, para a placa de petri e aberta com um 

bisturi (Figura 4. B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Cápsula coletada em remanescente de Mata de Restinga no entorno da UFPel, Campus 
Capão do Leão, Capão do Leão, Rio Grande do Sul. Fonte: BARBOZA. A. M., 2015. 
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Figura 4: A: Cápsula em presença de algodão embebido em formaldeído a 37%; B: Cápsula sendo 
aberta com auxílio de pinça e bisturi; C: Sementes sendo retiradas com auxílio de um mexedor de 
café; D: Sementes em suspensão no tubo de ensaio; E: Inoculação de 1 mL de sementes em 
suspensão com auxilio de micropipeta automática; F: Sementes em suspensão G: Frascos fechados 
com papel alumínio e etiquetados; H: Frascos fechados com filme de PVC. Fonte: BARBOZA. A. M., 
2015. 
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As sementes foram retiradas da cápsula com um mexedor de café (EMBALE 

BEM- mexedor de café) (Figura 4. C) e colocadas em um tubo de ensaio contendo 

30 mL de água destilada esterilizada (ADE) para a suspensão das sementes, 

durante 60 min (Figura 4. D). Cada frasco recebeu, com a utilização de uma 

micropipeta automática (Figura 4. E), 1 mL de suspensão de sementes (Figura 4. F). 

Foram utilizados cinco frascos por tratamento. Após a semeadura, os frascos foram 

fechados com papel alumínio, etiquetados (Figura 4. G) e filme de PVC (Figura 4. H), 

e incubados em sala de crescimento a uma temperatura de 25ºC±0,2 e iluminação 

de 16h (Figura 5: C). Este procedimento foi realizado em ambiente asséptico e todo 

o material utilizado foi previamente esterilizado (Figura 5: A e B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os tratamentos consistiram em meios de cultura adicionados Com Água de 

Coco (CAC) e Sem Água de Coco (SAC) (200 mL.L-1 de água de coco): T1= Meio 

MS ½ da concentração CAC; T2= Meio MS ½ da concentração SAC; T3= Meio de 

Tomate CAC; T4= Meio de Tomate SAC; T5= NPK (05-08-08) CAC; T6= NPK (05-08-

08) SAC; T7= NPK (09-07-07) CAC; T8= NPK (09-07-07) SAC; T9= NPK (15-09-06) 

CAC; T10= NPK (15-09-06) SAC; T11= NPK (08-06-04) CAC; T12= NPK (08-06-04) 

SAC; T13= NPK (06-08-06) CAC; T14= NPK (06-08-06) SAC. Em todos os meios de 

cultura foram acrescidos de: 20g de sacarose, 14g de ágar e 2g de carvão ativado. 

O pH foi ajustado para 5,0 ± 0,2 com vinagre ou bicarbonato de sódio, antes da 

adição do ágar. Aproximadamente 25 mL de meio de cultura foi distribuído em 

frascos com capacidade para 250 mL, e esterilizados em autoclave a 121°C por 

20min. 

O material incubado foi observado diariamente nos primeiros 15 dias de 

cultivo a fim de monitorar o eventual desenvolvimento de microrganismos.  

   
Figura 5: A e B- Materiais utilizados previamente esterilizados em ambiente asséptico. C- Frascos em 
sala de crescimento. 

Fonte: BARBOZA. A. M., 2015. 

A B C 
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Para análise do crescimento das plântulas obtidas nos meios T3, Meio de 

Tomate CAC, e T4, Meio de Tomate SAC, essas foram repicadas para os mesmos 

meios de cultivo usados na semeadura, colocando- se cinco plântulas em cada 

frasco, com cinco repetições. Os frascos foram fechados com papel alumínio e filme 

de PVC, etiquetados e incubados em sala de crescimento a uma temperatura de 

25°C ± 0,2 e iluminação de 16 horas. O delineamento estatístico empregado nos 

dois experimentos foi um esquema fatorial 2x7 em que os fatores foram com e sem 

adição de água de coco (2) e diferentes meios de cultura (7) com cinco réplicas cada 

e avaliadas as variáveis Altura da Parte Aérea (APA); Número de Raízes (NR) e 

Número de Folhas (NF), as médias foram pela Análise de Variância (ANOVA) e 

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade pelo programa Statistix 9.0. 
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4 Resultados e Discussão 

 

Os resultados deste trabalho mostram que meio de cultura T3, Meio de 

Tomate CAC, e T4, Meio de Tomate SAC, obtiveram maior taxa de Germinação de 

Sementes (GS), (Figura 3). Os tratamentos: T1, Meio MS ½ da concentração CAC, 

(T2) Meio MS ½ da concentração SAC, T5 Meio NPK (05-08-08) CAC, T6 Meio NPK 

(05-08-08) SAC, T7 Meio NPK (09-07-07) CAC, T8 Meio NPK (09-07-07) SAC, T9 

Meio NPK (15-09-06) CAC, T10 Meio NPK (15-09-06) SAC, T11 Meio NPK (08-06-04) 

CAC, T12 Meio NPK (08-06-04) SAC, T13 Meio NPK (06-08-06) CAC e T14 Meio NPK 

(06-08-06) SAC não apresentaram germinação in vitro. 

 

 

 Schneiders et al. (2012) relataram que Cattleya forbesii se desenvolveu mais 

rapidamente in vitro em meio básico de Murashige e Skoog (MS) com adição de 

2,5g. L-1 de carvão ativado, obtendo um ótimo resultado de taxa de germinação entre 

45 e 90%. Ao contrário do que ocorreu neste trabalho, com Cattleya intermedia, 

onde em T1, Meio MS ½ da concentração CAC, e T2, Meio MS ½ da concentração 

Figura 6- Taxa de Germinação de Sementes (GS). Os tramentos: T3 (3.1- 3.5 com adição de água de 
coco) e T4 (4.1 a 4.5 sem adição de água de coco). 
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SAC, a taxa de germinação foi de 0%. Já em T3, Meio Tomate CAC, e T4, Meio de 

Tomate SAC, foi observada taxa de germinação em torno de 30 a 100%. 

Hermann et al. (2011) obtiveram germinação de Brassavola tuberculata em 

vários tratamentos, inclusive em meio de cultura alternativo, proposto por Campos 

(2002), com adição de 200 mL. L-1 de água de coco. Mas Soares e colaboradores 

(2013) constataram que não houve germinação de D. nobile neste mesmo meio de 

cultura. Embora em alguns tratamentos T1 (Meio MS ½ da concentração CAC), e T2 

(Meio MS ½ da concentração SAC), T5 (Meio NPK (05-08-08) CAC), e T6 (Meio NPK 

(05-08-08) SAC), ao T13 (Meio NPK (06-08-06) CAC), e T14 (Meio NPK (06-08-06) 

SAC), usados neste trabalho, não tenham sido observadas germinação, este fato 

provavelmente não seja devido à presença de água de coco nos meios porque 

houve germinação nos meios de tomate CAC e SAC. 

 A tabela 2 apresenta a média de interação nos meios com e sem água de 

coco. 

Tabela 2: Médias das Analise de Variância (ANOVA) sobre a interação dos meios com e sem água de 
coco. 

Coco X Meios 

Variável  CV F P 

NF  12,81 5,75 0,0001* 

NR 16,95 5,18 0.0003* 

APA 14,85 3,60 0,0044* 

    

 

 

 

No tratamento T4, Meio de Tomate SAC, quanto a variável NF observou-se 

13,44 folhas por plântula diferindo estatisticamente dos outros tratamentos (Tabela 

3). 

A Tabela 3 apresenta as variáveis analisadas e os respectivos tratamentos. 
 

Tabela 3: Médias de número de folhas (NF), número de raiz (NR) e altura da parte aérea (APA) de 
plântulas de Cattleya intermedia Graham subcultivadas em diferentes meios de cultura. 

*Significativamente ao nível de 5% de probabilidade. 

A interação entre os fatores água de coco e meios foram significativas para todas as variáveis. 
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Meios de Cutltura N F N R APA (cm) 

T1 8,79 BCD 2, 57 D 0,83 E 

T2 9,48 BC 3,01 CD 0,94 E 

T3 9,72 B 5,8 A 1,38 ABC 

T4 13,44 A 5,04 AB 1,2 ABCDE 

T5 6,4 E 4,6 AB 1,32 ABCD 

T6 6,12 E 4,24 BC 1,45 AB 

T7 5,6 E 3,2 CD 1,18 ABCDE 

T8 5,83 E 2,17 D 0,98 DE 

T9 5,45 E 2,65 D 1,12 BCDE 

T10 5,43 E 2,99 CD 1,04 CDE 

T11 7,32 DE 2,52 D 0,86 E 

T12 7,38 CDE 4,17 BC 0,93 E 

T13 6,72 DE 4,16 BC 1,49 A 

T14 6,24 E 4,24 BC 1,07 CDE 

    

 

T1= Meio MS ½ da concentração com coco; T2= Meio MS ½ da concentração sem coco; T3= Meio de 
Tomate com coco; T4= Meio de Tomate sem coco; T5= NPK (05-08-08) com coco; T6= NPK (05-08-
08) sem coco; T7= NPK (09-07-07) com coco; T8= NPK (09-07-07) sem coco; T9= NPK (15-09-06) 
com coco; T10= NPK (15-09-06) sem coco; T11= NPK (08-06-04) com coco; T12= NPK (08-06-04) sem 
coco; T13= NPK (06-08-06) com coco; T14= NPK (06-08-06) sem coco. 
Médias de combinações seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste 
de Tukey a 5% de significância. 

 
 Quanto ao Número de Raízes (NR), o tratamento T3, Meio de Tomate SAC, 

apresentou o melhor resultado com uma média de 5,8 raízes por explante (Tabela 

2), diferindo estatisticamente apenas dos tratamentos T1 (Meio MS ½ da 
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concentração CAC), T8 (Meio NPK 09-07-07 SAC), T9 (Meio NPK 15-09-06 CAC) e 

T11 (Meio NPK 08-06-04 CAC). 

 Em relação a Altura da Parte Aérea (APA) das plântulas, o tratamento T13, 

NPK (06-08-06) CAC, apresentou altura média de 1,49 cm (Tabela 2), sendo 

superior à da maioria dos tratamentos diferindo apenas dos tratamentos T1 (Meio MS 

½ da concentração CAC), T2 (Meio MS ½ da concentração SAC), T11 (Meio NPK 

(08-06-04) CAC) e T12 (Meio NPK (08-06-04) SAC. 

Araújo et al. (2006), estudando meio de cultura Knudson C para o 

desenvolvimento in vitro de plântulas de um híbrido de Cattleya, observaram maior 

NR (6,5) formadas quando os meios foram suplementados com 50 e 200 mL. L-1 de 

água de coco combinada com 100 g. L-1 de polpa de banana nanica. 

 Soares (2010) observou nos seus resultados que a água de coco não 

promoveu alteração no número de plântulas e porcentagem de germinação de D. 

nobile, mas a adição de 200 mL. L-1 de água de coco ao meio de cultura propiciou os 

melhores resultados para Altura da Planta (AP), Número de Raiz (NR), Número de 

Pseudobulbos (NP) e Massa Fresca (MF) de plantas, sendo este volume 

recomendado para a germinação assimbiótica de D. nobile. Por outro lado, neste 

trabalho foi observado o efeito benéfico da água de coco em todos os tratamentos 

usados. 

 Ao trabalharem com um híbrido de Phalaenopsis (P. amabilis x P. equestris) 

Colombo, Favetta e Faria (2012), constataram que o tratamento composto por 

Biofert® (NPK (08-09-09)) acrescido de polpa de banana apresentou os melhores 

resultados de Área Foliar (AF), NF e NR, Comprimento de Maior Raiz (CR), Massa 

Seca Foliar (MSF) e Massa Seca de Raiz (MSR) no desenvolvimento in vitro do 

híbrido. Resultados semelhantes foram relatados por Su, Schnitzer e Faria (2012) 

com o mesmo fertilizante no cultivo in vitro de D. nobile. Porém, a utilização do NPK 

(06-08-06) apresentou resultados satisfatórios em relação às variáveis NF, NR e 

APA. 

 Soares et al. (2013), adicionaram 200 mL. L-1 de água de coco ao meio de 

cultura composto por Campos (2002) modificado, que proporcionou os melhores 

resultados para Comprimento de Pseudobulbos (CP), Diâmetro de Pseudobulbos 

(DP) e Número de Pseudobulbos (NP), NF, NR, CR e MF de D. nobile, não 

influenciando apenas na porcentagem de germinação e o número de plântulas 

produzidas. Ao contrário, neste trabalho a água de coco proporcionou melhores 
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resultados nas variáveis: NF, NR e APA, aumentando a porcentagem de germinação 

de plântulas. 

 Resultados semelhantes foram relatados por Freitas e colaboradores (2014), 

mas sem adição de água de coco quando estudaram o desenvolvimento in vitro de 

C. intermedia em meio de cultura Knudson C. Já, neste trabalho a presença de água 

de coco favoreceu o desenvolvimento de plântulas em todos os meios aqui testados, 

conforme mostra a Figura 7. 
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A figura 7 mostra plântulas desenvolvidas em meio de cultura. 

Fonte: BARBOZA. A. M., 2015 
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5 Conclusão 

 

 É viável o cultivo in vitro de Cattleya intermedia Graham nos meios de cultivo 

testados neste estudo. 

Os meios de cultura T3, Meio de Tomate com água de coco, e T4, Meio de 

Tomate sem água de coco, suportam todo o desenvolvimento de C. intermedia 

desde a germinação. 

Todos os outros tratamentos, com e sem adição de água de coco foram 

eficientes no desenvolvimento de C. intermedia a partir do repique. 
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