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APRESENTAÇÃO

A obra “Avanços Científicos e Tecnológicos nas Ciências Agrárias” é composta pelos 
volumes 3, 4, 5 e 6, nos quais são abordados assuntos extremamente relevantes para as 
Ciências Agrárias.

Cada volume apresenta capítulos que foram organizados e ordenados de acordo 
com áreas predominantes contemplando temas voltados à produção agropecuária, 
processamento de alimentos, aplicação de tecnologia, e educação no campo. 

Na primeira parte, são abordados estudos relacionados à qualidade do solo, 
germinação de sementes, controle de fitopatógenos, bem estar animal, entre outros 
assuntos.

Na segunda parte são apresentados trabalhos a cerca da produção de alimentos 
a partir de resíduos agroindustriais, e qualidade de produtos alimentícios após diferentes 
processamentos.

Na terceira parte são expostos estudos relacionados ao uso de diferentes tecnologias 
no meio agropecuário e agroindustrial.

Na quarta e última parte são contemplados trabalhos envolvendo o desenvolvimento 
rural sustentável, educação ambiental, cooperativismo, e produção agroecológica. 

O organizador e a Atena Editora agradecem aos autores dos diversos capítulos por 
compartilhar seus estudos de qualidade e consistência, os quais viabilizaram a presente 
obra.

Por fim, desejamos uma leitura proveitosa e repleta de reflexões significativas que 
possam estimular e fortalecer novas pesquisas que contribuam com os avanços científicos 
e tecnológicos nas Ciências Agrárias.

Júlio César Ribeiro
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RESUMO: No cultivo in vitro o meio de cultura 
tem grande influência no desenvolvimento 
vegetal, pois é responsável por fornecer as 
condições ideais de nutrição e as características 

físico-químicas adequadas para o seu 
desenvolvimento. O objetivo deste trabalho foi 
avaliar o desenvolvimento de protocormos de 
Cattleya walkeriana subcultivados em dois meios 
de cultura alternativos, sendo estes os meios de 
cultura à base do Fertilizante KristalonTM Laranja 
e o B&G Orchidées®. Os protocormos de C. 
walkeriana foram subcultivados durante 240 
dias em sistema de propagação in vitro e em 
seguida aclimatizados em estufa climatizada, 
permanecendo durante 120 dias. Tanto na 
etapa in vitro quanto na etapa ex vitro, com 
exceção ao parâmetro comprimento da maior 
raiz, a análise de variância mostrou resultado 
significativo para todas as variáveis analisadas, 
e posteriormente, o teste de média aplicado 
demonstrou que as médias do tratamento BG 
se mostraram superiores às dos tratamentos 
KL, para todos esses parâmetros.  Concluiu-
se que o meio de cultura B&G Orchidées® 

apresentou maior eficiência no cultivo in vitro, 
sob as condições deste experimento.
PALAVRAS-CHAVE: Orchidaceae, 
micropropagação, aclimatização.

ALTERNATIVE CULTURE MEDIA IN 
THE IN VITRO PROPAGATION OF 

Cattleya walkeriana: ORCHID AT RISK OF 
EXTINCTION

ABSTRACT: In vitro cultivation, the culture 
medium has a great influence on plant 
development, as it is responsible for providing 
the ideal nutrition conditions and the appropriate 
physical-chemical characteristics for its 
development. The objective of this work was to 
evaluate the development of Cattleya walkeriana 
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protocorms subcultured in two alternative culture media, which are the culture media based 
on Fertilizer KristalonTM Orange and B&G Orchidées®. The protocorms of C. walkeriana 
were subcultured for 240 days in an in vitro propagation system and then acclimatized in a 
climatized greenhouse, remaining for 120 days. Both in the in vitro and ex vitro stages, with 
the exception of the length of the largest root parameter, the analysis of variance showed 
a significant result for all the variables analyzed, and subsequently, the mean test applied 
demonstrated that the BG treatment means were shown higher than KL treatments, for 
all these parameters. It was concluded that the B&G Orchidées® culture medium showed 
greater efficiency in in vitro culture, under the conditions of this experiment.
KEYWORDS: Orchidaceae, micropropagation, acclimatization.

1 |  INTRODUÇÃO
Cattleya walkeriana Gardner é uma orquídea endêmica do Brasil, representando 

umas das espécies ameaçadas de extinção na natureza (CNCFLORA, 2012). O elevado 
valor ornamental da espécie a torna alvo de coletas irregulares, o que aliado à redução 
de seu habitat e consequentemente de seus hospedeiros, contribui para a redução das 
populações naturais (FRANCESCHI et al., 2019; MENEZES, 2011). 

Deste modo, a propagação de orquídeas in vitro tem sido uma alternativa valiosa e 
eficiente ferramenta para a produção deste grupo de plantas, contribuindo para aumento 
da produção de mudas, reduzindo seu custo e contribuindo para salvar muitas espécies 
de orquídeas da extinção (BEZERRA et al., 2019; WINHELMANN et al., 2019). Entretanto, 
não existe um meio de cultura único que seja ideal para o balanço nutricional de diferentes 
espécies de orquídeas cultivadas in vitro, uma vez que cada espécie possui distintas 
exigências nutricionais (FERREIRA et al., 2016; FREITAS et al., 2014). 

Devido à falta de informações em relação à nutrição dessas plantas, os orquicultores 
empregam meios de cultivo complexos, com diversos nutrientes e componentes, como 
carvão ativado, sacarose, vitaminas, fitoreguladores, entre outros, onerando os custos de 
propagação (COUTO et al., 2020; SCHNEIDER et al., 2014).

No cultivo in vitro os meios de cultura desempenham importante função, fornecendo 
as condições necessárias ao crescimento e desenvolvimento das plantas, servindo de 
suporte físico para as mesmas e também proporcionar os nutrientes necessários ao seu 
desenvolvimento (SCHNEIDER et al., 2014).

Dentre os meios tradicionais e mundialmente utilizados na propagação in vitro 
de espécies de orquídeas destacam-se os meios Knudson C (KNUDSON, 1946), meio 
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e o meio Vacin e Went (VACIN e WENT, 1949) 
(FRANCESCHI et al., 2019; FERREIRA et al., 2016). 

O meio de Knudson (1946) desenvolvido para semeadura in vitro de orquídeas, ainda 
é bastante utilizado na propagação in vitro, contudo o meio MS desenvolvido por Murashige 
e Skoog (1962), a princípio desenvolvido para cultura de tecidos de tabaco (Nicotiana 
tabacum L.), contribuiu significativamente para o sucesso da produção in vitro de muitas 
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espécies vegetais, sendo inclusive até os dias atuais o mais amplamente utilizado, embora 
seja um meio com alto conteúdo de sais (COUTO et al., 2020; MENEZES et al., 2015; 
FREITAS et al., 2014). Entretanto, esses meios apresentam custo significativamente alto, 
tanto na aquisição da formulação e no produto elaborado, pois são importados e no caso 
do meio Murashige e Skoog (1962), além de demandar complexidade para elaboração é 
necessário a utilização de compostos como nitrato de amônia e de potássio, cuja aquisição 
é controlada pelo Ministério da Defesa, conforme consta no Decreto Federal n° 3665, de 20 
de novembro de 2000 (BRASIL, 2000). 

Desta forma, o uso de meios de cultura que substituem os meios tradicionais é 
uma técnica cada vez mais pesquisada, estes meios vêm se mostrando viáveis e, por 
vezes, mais eficientes no crescimento e no desenvolvimento de várias espécies vegetais, 
sobretudo de orquídeas (SCHNEIDER et al., 2014). Além disso, apresentam simplicidade na 
elaboração e geralmente são de fácil aquisição nos mercados locais, assim, possibilitam a 
redução no custo final de produção (COUTO et al., 2020; SILVA et al., 2016; FREITAS et al., 
2014). Como exemplo o meio de cultura suprimento B&G Orchidées®, este foi desenvolvido 
especificamente para o cultivo in vitro dos principais gêneros e híbridos comerciais de 
orquídeas, é um produto nacional e produzido pela empresa B&G Flores, sendo de fácil 
aquisição e fácil preparo, pois os saches para o preparo de 1L de meio de cultura possui 
na sua composição macro e micronutrientes, sacarose e carvão ativado, sendo necessário 
acrescentar apenas o ágar-ágar (no caso de meios semissólido ou sólido) e a água destilada 
(B&G FLORES, 2020). 

O meio Kristalon™ Laranja vem sendo amplamente utilizado no preparo de meios 
de cultura alternativos, sendo produzido pela empresa Yara, trata-se de um fertilizante 
(NPK) da linha de sólidos solúveis desenvolvidos especialmente para uso em fertirrigação 
e hidroponia para diferentes espécies vegetais (YARA BRASIL, 2020), que quando utilizado 
no preparo de meios de cultura atua como fonte de macro e micronutrientes para as plantas, 
sendo necessário o acréscimo de sacarose, carvão ativado, ágar-ágar (no caso de meios 
semissólido ou sólido) e água destilada.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o desenvolvimento in vitro de 
protocormos de Cattleya walkeriana cultivadas em dois meios de cultura alternativos.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS
As diferentes etapas do experimento foram realizadas no Laboratório de Cultura 

de Tecidos Vegetais (LCTV), no Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ. 

Protocormos de Cattleya walkeriana apresentando comprimento médio de 1,0 cm, 
foram subcultivados em meio de cultura alternativo à base do Fertilizante KristalonTM Laranja 
(6-12-36) (3 g.L-1) - KL e no meio de cultura suprimento B&G Orchidées® – BG. O meio KL 
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foi suplementado com 2 g.L-1 de carvão ativado (Vetec®), 40 g.L-1 de sacarose (Isofar®) e 
7,5 g.L-1 de ágar (Isofar®) e no meio BG,  com sacarose (40 g.L-1) e carvão ativado (2 g.L-1), 
sendo acrescentado 7,5 g.L-1 de ágar.  Os dois meios tiveram o pH ajustado para 5,8 ± 0,1 
antes da adição do ágar. Por fim, foram colocados em aparelho micro-ondas até a terceira 
fervura, quando então se transferiu cerca de 30 mL de cada meio para frascos de 268 mL 
que, posteriormente, foram esterilizados em autoclave a 121ºC, a 1,1 atm., durante 15 min. 

Os protocormos foram subcultivados em câmara de fluxo laminar, os frascos foram 
fechados com tampa plástica e suas bordas protegidas com filme PVC, em seguida foram 
transferidos para sala de crescimento e mantidos sob temperatura média de 25,6°C, 
umidade relativa do ar média de 30.1%, fotoperíodo de 16 horas e intensidade luminosa 
de aproximadamente 3.000 lux (Luxímetro Digital marca Icel modelo Ld 510) durante 240 
dias, quando foi realizada a coleta das plântulas para avaliações. Os parâmetros avaliados 
foram: massa fresca total (MFT), número de folhas (NF), comprimento da maior folha 
(CMF), número de raiz (NR), comprimento da maior raiz (CMR) e pH dos meios de cultura 
após o subcultivo das plântulas (pHfinal). 

Para avaliação do MFT foi utilizada balança eletrônica digital de precisão da marca 
Bioprecisa modelo FA2104N com quatro casas decimais, a avaliação do CMF e do CMR 
foram realizadas manualmente com uso de régua graduada em milímetros, a avaliação do 
NF e NR foram realizadas manualmente por contagem, sendo as avaliações realizadas 
planta por planta, obtendo-se a média de 04 plantas/frasco (repetição). Para aferição do 
pHfinal dos meios de cultura a  metodologia  foi adaptada da Embrapa (1997), a aferição foi 
feita em água (1: 2,5 v/v), onde o meio de cultura foi homogeneizado com auxilio de  bastão 
de vidro, em seguida 10 mL do meio homogeneizado foi  transferido para copo descartável 
com volume de 150 mL, em seguida  transferiu-se 25 mL de água destilada deionizada, 
agitou-se com bastão de vidro, lavando-se ao passar de uma amostra para outra. Deixou-
se em repouso por 1 h e em seguida agitou-se novamente com auxilio de bastão de vidro, 
sendo realizada a aferição de pH com uso de eletrodo combinado imerso em suspensão, a 
leitura foi realizada em temperatura ambiente de aproximadamente 25°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com dois 
tratamentos e 12 repetições, sendo considerado cada frasco uma repetição, contendo 04 
protocormos/frasco, totalizando ao final 96 plântulas. Os dados obtidos foram submetidos 
à análise de variância e a comparação das médias ao teste estatístico de Tukey, com 
intervalo de confiança de 1%, com auxilio do software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014). 

Ao término das avaliações biométricas as plântulas obtidas in vitro foram 
transplantadas para bandejas de polipropileno, com seis células cada, totalizando dezesseis 
bandejas (oito bandejas por tratamento), o substrato utilizado foi o Sphagnum spp, e 
levadas para estufa climatizada. O sistema de irrigação utilizado foi do tipo nebulização 
intermitente, sendo controlado automaticamente através do controlador e indicador digital 
de umidade e temperatura Full gauge modelo MT-530 super. A temperatura média na estufa 
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foi de 28ºC e a umidade relativa do ar (UR) mantida entre 70-80%. 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com oito 

repetições, sendo considerada uma bandeja de polipropileno contendo seis células, com 
uma planta cada, uma repetição, totalizando assim 96 plantas. As plantas permaneceram 
na estufa climatizada por 120 dias em condições ex vitro, quando então se avaliou as 
variáveis percentual de sobrevivência (SB), massa fresca total (MFT), número de folhas 
(NF), comprimento da maior folha (CMF), número de raiz (NR) e comprimento da maior 
raiz (CMR). Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e a comparação 
das médias ao teste estatístico de Tukey, com intervalo de confiança de 1%, com auxilio do 
software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Com exceção a variável comprimento da maior raiz (CMR) a análise de variância 

revelou resultado significativo para todos os parâmetros avaliados, e posteriormente, o teste 
de média aplicado demonstrou que as médias do tratamento BG se mostraram superiores 
às dos tratamentos KL, para todas as variáveis analisadas (Tabela 1).

Meio de Cultura 
(Tratamentos)

Média das Variáveis Avaliadas*
MFT (g) NF (unid.) CMF (cm) NR (unid.) CMR (cm) pHfinal

BG 0.9684 a 4.8958 a 1.9167 a 6.7708 a 4.9000 ns 3.9800 b
KL 0.5114 b 3.5417 b 1.2958 b 4.7354 b 4.1229 ns 3.6750 b

Controle** - - - - - 5.8000 a
Média Geral 0.7399 4.2188 1.6063 5.7531 4.5115 4.4850

CV (%) 50.77 24.45 29.43 25.70 28.36 5.10

Tabela 1. Médias da massa fresca total (MFT), número de folhas (NF), comprimento da 
maior folha (CMF), número de raiz (NR), comprimento da maior raiz (CMR) e do potencial 
hidrogeniônico dos meios de cultura (pHfinal) após oito meses de cultivo de protocormos 

de Cattleya walkeriana in vitro.  *Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem 
entre si pelo teste de Tukey ao nível de 1% de probabilidade; ns – resultado não significativo 
no teste F a 1%. **Controle – pH aferido durante o preparo dos meios de cultura, antes do 
cultivo dos protocormos. KL – Meio de cultura à base do fertilizante KristalonTM Laranja; 

BG - Meio de cultura suprimento B&G Orchidées®; CV (%) coeficiente de variação. Os dados 
representam a média de 12 repetições para as variáveis biométricas de cada tratamento e 10 

repetições para o pHfinal de cada tratamento.

Schneider et al. (2014), verificaram que o melhor meio de cultivo para o 
desenvolvimento in vitro de mudas de Cattleya intermedia a partir de protocormos foi o 
meio a base do suplemento para orquídeas B&G® e que o meio a base do fertilizante 
comercial KrystalonTM Laranja apresentou resultados similares a este no desenvolvimento 
das mudas, esses meios foram testados pela autora também em comparação aos meios 
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Murashige e Skoog (1962) e Knudson C (1946). 
Silva et al. (2015), testaram a germinação e crescimento in vitro da orquídea Arundina 

bambusifolia em diferentes meios de cultura, os autores verificaram que o fertilizante B&G® 
suplementado com 30 g.L-1 de sacarose, 200 mL.L-1 de água de coco e 2 g.L-1 de carvão 
ativado proporcionou a maior taxa de germinação, crescimento e enraizamento in vitro das 
mudas. Couto et al., (2020), constataram que o meio de cultura suprimento B&G Orchidées® 

se mostrou como uma boa alternativa  no  enraizamento in vitro de gérberas, quando 
comparado ao meio de cultura o meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) contendo as 
vitaminas de White e contendo 30 g.L-1 de sacarose.

Santos (2009) cultivou protocormos Cattleya walkeriana nos meios de cultura 
Murashige e Skoog (1962), fertilizante Peters® 10-30-20 (3,0 g.L-1) e fertilizante B&G 
(3,0 g.L-1) e avaliou a concentração de alguns nutrientes na massa seca dos tecidos das 
plântulas obtidas, o autor constatou que no meio Peters®  diferentes nutrientes deficitários  
(6 de 10 nutrientes avaliados), mas que todos os meios apresentaram déficit dos nutrientes 
Ca, Mg e Mn, com exceção ao Mg no meio à base do fertilizante B&G® (3,0 g.L-1), fato que 
corroboram com os resultados observados neste experimento.

Segundo informação na embalagem de seus fabricantes, o meio de cultura suprimento 
B&G Orchidées® apresenta 23,0 mg.L-1 do elemento Ca e 6,5 mg.L-1 do elemento Mg em 
sua composição, enquanto que no fertilizante KristalonTM Laranja o nutriente Ca é ausente e 
o Mg está presente na concentração de 90,0 mg.L-1. Sabe-se que ambos os elementos são 
essenciais para as plantas, estando o cálcio presente na membrana e na parede celular, 
além de atuar como sinalizador para ativação de algumas enzimas, enquanto o magnésio 
é um dos elementos integrante da molécula de clorofila, sendo que seu excesso pode 
interferir na absorção dos elementos Ca e K (FERNANDES, 2006). 

Majerowicz et al. (2000), também observaram redução no pH dos meios com o cultivo 
de Catasetum fimbriatum e que esta redução variava conforme a fonte de nitrogênio do 
meio. Sabe-se que o balanço de NO3- e NH4+ no meio de cultura e a absorção diferenciada 
destes íons participam na variação do pH no meio. Quando as plantas absorvem íons 
NH4+ íons H+ são liberados, contribuindo para a redução do pH do meio enquanto que 
a absorção de NO3- pode resultar em aumento do pH do meio, deste modo o balanço 
adequado entre esses dois íons parece ser fundamental no cultivo in vitro (FERNANDES, 
2006; KAJIKI, 2004; SKIRVIN et al., 1986). Peixoto e Pasqual (1995) em cultivo in vitro de 
videira também observaram ausência de respostas lineares, positivas ou negativas, entre 
alguns nutrientes analisados nos tecidos das plantas e o pH do meio de cultura.  Bettão 
(2009) encontrou valores médio de pH entre 3,03 e 3,98 após seis meses de cultivo in vitro 
de Cattleya walkeriana ao testar o meio de cultura Knudson C acrescido com diferentes 
doses de diferentes variedades de banana e pH inicial de 5,3 ± 0,1 e, assim como neste 
trabalho, o autor também verificou que não houve correlação entre o pH final de diferentes  
meios de cultura com as variáveis biométricas número de folhas e de raízes e comprimento 
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de folha e de raiz, das plântulas de Cattleya walkeriana  propagadas in vitro.
Quanto à etapa de aclimatização, com exceção ao parâmetro CMR a análise 

de variância mostrou resultado significativo para todos os parâmetros avaliados e, 
posteriormente, o teste de média aplicado demonstrou que o meio BG proporcionou valores 
médios superiores para todos os parâmetros analisados (Tabela 2). 

Meios de 
Cultura 

(Tratamentos)

Média das Variáveis Avaliadas*

SB (%) MFT (g) NF (unid.) CMF (cm) NR 
(unid.) CMR (cm)

BG 100 a 3.1724 a 5.3125 a 2.5771 a 7.5000 a 7.9583ns
KL 77 b 1.1931 b 3.0250 b 1.7525 b 3.9917 b 5.4281ns

Média Geral 88.50 2.1827 4.1687 2.1648 5.7458 6.6932
CV (%) 15.76 52.55 16.90 22.81 31.68 29.53

Tabela 2. Médias do percentual de sobrevivência (SB), massa fresca total (MFT), número 
de folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), número de raiz (NR) e do comprimento 
da maior raiz (CMR) após quatro meses de aclimatização de Cattleya walkeriana em estufa 

climatizada. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de 
Tukey ao nível de 1% de probabilidade. ns – resultado não significativo no teste F a 1%. KL 

– Meio de cultura à base do fertilizante KristalonTM Laranja; BG - Meio de cultura suprimento 
B&G Orchidées®. Os dados representam a média de 08 repetições.

As diferenças visuais no desenvolvimento das plântulas provenientes dos 
tratamentos BG e KL podem ser observados na Figura 1.

Figura 1. Comparação visual do desenvolvimento das plântulas de Cattleya walkeriana, 
após quatro meses de aclimatização, provenientes do meio de cultura à base do fertilizante 

KristalonTM Laranja (A) e do meio de cultura suprimento B&G Orchidées® (B).
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Verifica-se que os resultados obtidos no procedimento in vitro refletiram na etapa 
ex vitro, conferindo grande sucesso nesta última etapa, sobretudo ao observarmos os 
resultados satisfatórios quanto à porcentagem de sobrevivência das mudas, que foi de 100% 
e 77% para as mudas provenientes de cultivo in vitro no meio BG e KL, respectivamente. 
Galdiano-Júnior et al. (2011),  obtiveram o percentual de 60% de sobrevivência ao final de 
90 dias de aclimatização de plântulas de  Cattleya walkeriana  provenientes de cultivo in 
vitro em meio Murashige e Skoog (1962) na ausência de inoculação em substrato composto 
de fibra de coco esterilizada e esfagno (1:1, v/v). Dorneles e Trevelin (2011) obtiveram 53% 
de sobrevivência das plântulas de Cattleya intermedia, também aclimatizadas em substrato 
de Sphagnum spp. 

Nesse contexto, embora neste experimento o meio de cultura suprimento B&G 
Orchidées® mostrou-se o mais indicado na propagação in vitro de Cattleya walkeriana 
quando comparado ao meio de cultura à base do fertilizante KristalonTM Laranja, não 
podemos deixar de levar em consideração o custo médio/litro dos mesmos, conforme 
Tabela 3. De acordo com Schneider (2014) o meio de cultura pode representar mais de 
11% do custo operacional da produção da muda, logo um meio de cultura que seja de baixo 
custo e eficiente, torna-se muito importante na cadeia de produção de mudas. 

Verificou-se que o custo médio/litro do meio à base do fertilizante KristalonTM 

Laranja é 30% menor quando comparado ao meio de cultura suprimento B&G Orchidées®, 
cabe mencionar que o produtor deve ficar atento a relação de custo-benefício oferecido 
pelos diferentes meios de culturas testados e o número de mudas finais (percentual de 
sobrevivências) obtidas.

Meio de 
Cultura

Custo médio por litro (R$)*
Meio de 
Cultura Sacarose Carvão 

Ativado Ágar Total 

BG R$ 4,75 -- --- R$ 5,33 R$ 10,08
KL R$ 0,03 R$ 1,17 R$ 0,18 R$ 5,33 R$ 6,71

Tabela 3. Custo médio/litro dos meios de cultura utilizados neste trabalho. *Orçamentos 
realizados entre o período de 2019 e 2020. BG - Meio de cultura suprimento B&G 

Orchidées®; KL - Fertilizante KristalonTM Laranja.

4 |  CONCLUSÃO
O meio de cultura suprimento B&G Orchidées® resultou em melhor performance 

para a propagação in vitro das plântulas de Cattleya walkeriana, permitindo obter plantas 
com maior desenvolvimento de sistema radicular e parte aérea também durante a etapa 
de aclimatização.
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