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INTRODUCAO

ra

O presente trabalho pouco traz de novo. E uma verificagdo do
método assimbidtico de multiplicacdo das orqguideas por semente, cujo
autor &€ Knudson (4, 5 e 6). Este processo suplantou todos os demais,
ndo somente pelo seu rigor cientifico como tambam pelos resultados
praticos. Enquanto antes poucas plantas se conseguiam, filhas de uma
Gnica, hoje, com esse processo, se obteem tantas quantas se queiram
descendentes de uma fnica planta.

Nos Estados-Unidos é o método largamente empregado. Na Argen-
tina muitos cultivadores de orguideas o usam. Entre nds, qus saibamos,
a primeira pessca a empregi-lo foi o dr. Paulino Rech, em Amparo,
Fstado de S8o Paulo, possuidor de um grande e valiosissimo orquidério,
gus assim pode criar grande nimero de hibrides. O dr. Rech, muito
modesic, nada publicou a respeito das suas experiéncias e obasrvagtes
sobre orquideas, assunto de que é profundo conhecedor. Hozhne (3),
em seu album, descreveu sumariamente o método. Talvez o melhor
texto sobre a cultura de orquideas seja o de White (7}, que cuida por-
menorizadamente de vérias técnicas, inclusive a de Knudson.

Infelizmente, entre nds, a propagacdo de orguldeas por s=mentes
ndo tomou até hoje grande incremento, e isto, quam sabe, porqus nas
nossas matas ainda existe grande nlimero dessas vitimas faceis e indefssas
de mercadores gananciosos ¢ sem instrugdo que, nos mercados, entre
cebolas e alhos, vendem espécimes dessas jéias da nossa flora.
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BREVE HISTORICO

Nas raizes das orquiddceas vivem fungos chamados, de um modo
geral, "mycorrhiza”. Parecem viver em simbiose com a planta. Pene-
trando nas raizes, nfo vao alem do cortex. A fungdo deles & ainda obs-
cura. Todavia, parece que favorecem a nutricdo da planta e, talvez,
por acao de seus enzimas, tornem assimilaveis as orquideas muitos com-
postos que de outro modo ndo seriam aproveitados.

Bernard (1), observando que era prética geral entre os floricultores
semear sementes de orquideas no préprio substratc onde cresciam as
plantas maes, achou que deveria existir alguma relagdo enire a germi-
nacdo e os mycorrhiza’’. Julgou aquele autor que esses fungos se
associavam aos embrides das sementes e trabalhou no sentido de escla-
recer esta questdo. Isolocu fungos de vérios géneros de orguidaceas,
identificando-os como pertencendo ao género Rhizotonia. Trés “strains’
foram isolados: de Caftleya, de Phalonopsis e de Odontoglossum. Com
o lim de verificar se o fungo poderia promover a germinagio das semantes
dessas espécies de orquideas fez o seguinte: cépsulas foram lavadas
em A4lcool, flambadas e, a sequir, as sementes foram retiradas com cui-
dado, acepticamente. Como meio de cultura, Bernard usou um extrato
aquoso de "‘salep’” — rizomas de uma orquidea do género Ophrys. Este
extrato assim obtido continha amido, pentosanas, tragcos de proteinas,
sals minerais e tracos de aclcares. Com estas experiéncias ele pode
fazer as sequintes e interessantes observagdes : quande sementes acépti-
cas de Caltleya eram semeadas nesse meio, elas cresciam até cerca de
0,5 mm e, entdo, o seu desenvolvimento paralisava. A germinagfo
prosseguia quando o fungo isolado de Caflleya era posto junto ds s=-
mentes. Notou tambem especificidade de fungo em relacdo & planta
da qual ele fora isolado. Assim, o fungo de Odonfoglossum s6 agia
em Odontoglossum, e ndo em espécies de outros génercs. Besrnard
explicou dizendo gue o fungo digeria o amido do embrido. O acucar
formado elevava a pressdo osmoética, o gue atuava como estimulo a ger-
minagao.

Burgeff (2), estudando tambem o assunto e usando solugio nutri-
tiva com amido, observou gue ndo havia germinacio sem "'mycorrhiza’’.
Tambem atribuiu a germinagdo 3 formacio de agucar.

Knudson (6), partindo da hipétese de que a agdo do fungo scbre o
meio de cultura poderia favorecer a germinacdo, ao invés de uma acdo
direta dele sobre o embrido, semeou sementes de orquideas sobre um
meio de cultura constituido de agar e solugdo nutritiva. A germinagdo



1942 BRAGANTIA 251

apenas se iniciava, mas logo se tornava estacionéria, a-pesar-de serem
todos os fatores a ela favoraveis. Juntando agucar ao meio de cultura,
o desenvolvimento se dava a ponto de obter “'seedlings” apés 3 meses
de semeagdo. Tomou, entio, aquele autor uma série de baldes com
solugdo nutritiva, agar e amido, e, em alguns deles, plantou o fungo.
Nestes Gltimos a germinagdo se deu, enguanto nos primeiros ndo se
processou. Isto indicava gue o fungo digeria ¢ amido, e que o embrido
utilizava os aglicares entdo formados para a sua nutrigdo.

Para melhor isto provar, Knudson fez o ssguinte: tomou frascos
com meio de cultura, fez o plantio do fungo, deixando-o que se dessavol-
vesse até certo ponto, quando entdo o matou por esterilizagdo. As
sementes semeadas neste meio germinaram, ao passo que as semeadas
em Irascos com o mesmo meio de cultura e tratadas do masmo modo,
porem, sem o fungo, ndc germinaram.

Analisando o meio, constatou que o fungo, de-fato, havia digerido
a matéria orgdnica e, assim, fornecido ao embrido aglcares assimilaveis.
Ficou assim provado que o papel do fungo era o de desdobrar o amido
do meio de cultura em aglicares, e que, havendo matéria orgénica dire-
tamente assimilavel pelo embrido, a presenga do fungo é desnecesséria.

Knudson conseguiu o florescimento de orquideas em meio assim-
bidtico, 6 anos apds a semeadura.

Na natureza, naturalmente, ¢ papel do fungo é semelhante, isto é,
desdobra a matéria orgénica do substrato cujns produtos soluveis e assi-
milaveis sdo aproveitados pelo embrido.

AS SEMENTES

As sementes das orquideas sdo muito pesguenas; tdo peguenas
gue uma sb cdpsula, de Calftleya, por exsmplo, pode conter mais de meio
milhdo delas. Devido a esse pequeno tamanho, assemelham-se a um
pd muito fino, no interior do fruto. O embrido no interior de um tegu-
mento transparente & de tipo indiferenciado, porem as células da regido
basal sdo maiores do que as da apical. Na base encontra-se um delicado
SUSPENnsor.

A dificuldade da germinacdoc das sementes de orquideas pelos
métodos usuais & devida ndo somente ao seu reduzido tamanho, mas,
principalmente, ao fato de trazerem reservas nuiritivas em guantidades
insignificantes. '

O poder germinativo das sementes, quando guardadas em ambiente
comum, ndo se conserva por muito mais de um ano. Com a seguinte
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técnica, porem, o poder germinativo pode ser preservado por varios anos;
Colhida a cdpsula antes de sua deiscéncia na planta, é posta em envelope,
onde deve ficar aié que se abra e a maior parte das sementes saiam do
fruto. Entfio, retiram-se as que restarem no interior da cépsula, deixan-
do-as secar ao ar, por vérios dias, embrulhadas em papel de filtro ou em
outro papel sem goma e bem permeavel. Depois disto, as sementes séo
colocadas em um pegueno tubo de vidro, fechado com tampéo de algodéo.
Este tubo é ento colocado em um dissecador com cloreto de calcio

anhidro, que deve ser conservado deniro de um refrigerador a cerca
de 10°C.

Deve-se evitar, tanto quanto possivel, que as sementes fiqguem expos-
i3s ao ar sem gue estejam em um envelope ou sob outra qualguer pro-
tecio. Assim se procede para gue ndo acumulem poeira ou esporos
de fungos, que, mais tarde, poderdo prejudicar o trabalho.

O fruto, logo depois de colhido, deve tambem ser limpo por fora;
h4 mesmo quem o flambe.

MEIO PARA A GERMINACAO

Empregamos o mesmo meio descrito por Knudson, ja citado, e qua
consta do seguinte :

Ca (NO2 .. i 1,0 qr
KoHPO, .o 0,25 ,,
MgSOy4 7H:0 ..o e 0,25 ,,
FePOy . 0,05 ,,
(NHD2 SO ..o 0,5 ,,
SBCATOBE o v o vt e e e e 20,0
Agar ... e 15,06
HoO 1000 cc

Este meio & aquecido até completa fusio do agar e apds certo res-
friamento ; porem, antes de se solidificar, acerta-se o pH para um valor
entre 4,4 — 5,0. Para isto, emprega-se uma solugdo diluida de &cido
sulfarico ou cloridrico, que é adicionada aos poucos. Isto feito, dis-
tribue-se o meio em frascos de Erlemeyer ou outro que se preste bem de
modo a ficar, em cada um, uma camada de 1,5 a 2,0 cm de meio nutri-
tivo. Estes frascos sdo entdo tapados com algoddo e aquecidos duas
vezes a 100°C., durante 15 minutos, com intervalo de 24 horas Apdbs
o resfriamento, estdo prontos para ser usados.
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Esse processo pareceu-nos melhor que o da esterilizacio a 120°C,.
porque, estando o pH do meio préximo a 4,3, o agar & hidrolizado quando
aquecido a 120°C. e ndo mais se solidifica.

Ao lado dos baldes Erlemeyer, preparamos tubos de cultura de
22 x 3,5 cm contendo o mesmo meio. Nesszs tubos, os embrides se
apresentavam bastante clordticos e as plantinhas ndo se desenvolviam
bem. Determinamos enldo o pH do meio nos Erlemeyers e nos tubos,
antes e depois de esterilizados.

Eis os resultados :

il pH
antes da depois da Diferenga
esterilizacdo | esterilizacdo

Erlemeyer de vicdro 'Jena' 4,66 4,58 N ”-7—”0,08
E_ﬂ;meyer d; \;idro “Jena" 4,66 | 461 - O,égv
Tubos“éé vidroi ordinz;:l;i;y%. 4,66 653 T}-731?3:]“_
Tubos de vidro ordindrio | 4,66 597 | 4+ 131

O vidro desprendia, pois, bases durante a esterilizagdo e assim ele-
vava demasiadamente o pH. A andlise espetrogréfica do vidro dz que
eram feitos os tubos revelou o seguinte(”) : grande guantidade de sédiq,
silicio e magnésio; guantidade regular de célcio, aluminio, boro e
chumbo ; tracos acentuados de manganéds e tracos de cobre, bario,
ferro, estanho, litAnio e arsénio. E possivel que tracos dos elementos
altamente téxicos cortidos no vidro se desprendessem no meio de cultura
e tambem preiudicassem as plantinhas.

SEMEACZAO OU PLANTIO

Para a esterilizagdo das sementes, usamos o mélodo de Wilson (8),
do hipoclerito, j4 usado tambem por Knudson, aliés, o Gnico talvez gue
tem sido empregado com sucesso para esse Iim. Consta este método
do seguinte : 10 gr de hipoclerito de célcio sdo misturadas com 140 cc

{*} Esta andlise devemos a gentileza do dr. O. Bergstrem Lourengo, do Instituto de
Pesquisas Tecnolégicas de Sdo Paulo,
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de &cua; agita-se por alguns momentos e liltra-se.  Este filirado & um
liquide, rico em cloro, com o qual as sementes devem ser tratadas.  Estas
sdo postas em um fubo de ensaio que deverd conter até 3/4 da sua capa-
cidade com aguele liguide liltrado. Fecha-se o tuko muito bem com
uma rolha de borracha e agita-se.  Apds 15 minutos de agitacéo, pode
se comegar a semmeacdo nos frascos. Ndo & preciso apressar o tubalho,
uma vez gue a permanéncia das sementes na solugdo esterilizante, mesm
de vérias horas, ndo causa mal.

A semeacgdo ¢é feita, de preferincia, dentro de uma clmara acéplica
construida de vidro, onde soments os bragos do operador teem ingresso
por meio de duas T)eouenas abertiuras tendo cada uma delas uma cortina
de panc em sua Irente. Estas cortinas, bem como toda a cAmara interna-
mente, devem estar muito bem molhadas com uma solugdo de sublimado
corrosivo a 1 %fee antes do inicio do trabalho. A cémara agui descrita
& a gue possulmos e gque se tem mostrado muito eficaz.

Com o auxilio de uma alga de plativa, as sementes sfo tiradas do
tubo e espalhadas a superticie do meio nutritivo. Esse fio é flambado
cada vez de ser usado. A guantidade de sementes aderidas de uma sé
vez & volta do fioc de plalina ou, guando muito, duas porcdes destas, sfo
suficientes para cada frasco. Quando sdo levadas samentes em excasso
a um mesmo frasco, as plantinhas se desenvolvem mal e o seu transplante
& muito dificultado.

Og frascos, apds o plantio, recebem, protegendo o tampio de algo-
cddo, um pequeno tubo de vidro, de tamarho adeguado, invertido sobre
o seu gargalo. Isto é necessério para se evitar o aclimule de vosira no
algoddo e para prevenir contaminacio.

As contaminages, guando tardias, nem sempre matam as plantinhas.
Foi-nos possivel aproveitfar as plantinhas de vérios frascos contaminados.

O desenvoivimento do embrido e, posteriormente, das plantinhas
varia bastante com o género, com o ambiente e, principalmente, com a
temperatura.

Algumas semanas apds, o embrifo se torna esférico, verde, devido
a formagdo de clordlila, e visivel a clho nu.  Da epiderme crescem pelos
absorventes. Mais tarde veem-se formar as primeiras folhas e a raiz
priméaria.

Cuando a raiz atinge 3 a 5 mm as plantinhas devem ser transplan-
tadas. Para Catileya isto se verifica 4 a 6 meses apds a semeacdo.
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TRANSPLANTE DOS BALOES PARA VASOS

Esta é a operagdo mais critica para a vida das mudinhas. Ambi-
entadas ao meio todo especial dos baldes, com atmosfera saturada e sem
nenhuma corrente de ar, elc., passando a viver em vaso, em substrato
e ambiente bem diverso daguele, as mudinhas reagem, por vezes, mal.

Usamos para o transplanie, vasinhos de barro, d= forma cbnica,
com cerca d=z 8 cm de didmetro na boca por 8 cm de profundidade.
O tamanho dos vasos, entretanto, nfo importa. Pode ser ouiro. FEstes
vasos sz enchem do seguinte modo : no fundo, vio peguenos cascalhos ;
sobre estes, uma camada de sphagnum grosseiro tomando a maior
parte do vaso, d=2 modo a faltar anenas 1 cm para o ssu completo enchi-
mento. Finalmente, vai uma camada de sphagnum muito bem moido(").

Tanto a primeira como a segunda camada de sphagnum devem
sofrer ligeira compressdo. O sphagnum deve ser molhado antes de
ser colocado nos vasos, pois, do contrdrio, a primeira rega seré dificil e
imperleita.

A3 plantinhas 30 retiradas dos baldes por meio de um pedago de
arame de grossura adeguada, tendo uma alga na extremidade. Fisga-
se uma plantinha de cada vez, e esta deve ser lavada em Agua para se
eliminar o agar aderido. Sobrs o sphagnum no vaso, faz-se um pequeno
orificio com o arame, colocando-se nele a raiz da plantinha. Chega-se
bsm o sphagnum ao seu redor.

Nos vasos, cujas dimensdss foram dadas acima, colocam-se mais ou
menos 50 plantinhas. Toca, assim, aproximadamente, 1 ecm? para cada
uma. Os vasinhos sfo a seguir cobartos com um cristalizador d= vidro.
Com o auxilio de calgos de madeira, a-lim-de que as plantinhas, paula-
tinamente, se adaptem ao ambiente da estufa, lovantam-se, aocs poucos,
os cristalizadores. Ao cabo de 30 dias, as planiinhas estario em ambi-
ente igual ao da estufa.

TRANSPLANTES SUCESSIVOS E TRATOS

Nos vasinhos, as plantas permanecem até que o s2u dessnvolvi-
mento possa ser comprometido pela falta de espago. No nosso caso,
trabalhando com Cattleya, elas permaneceram pouco mais de © meses.

Entdo, foram transplantadas para outros vasos maiores, apropriados
para orquideas, largos, rasos e com orificios nos lados. As figuras

(") O operério que executava este servigo preferia moer ¢ sphagnum entre as maos.
Estando bem seco, pode ser reduzido a pb com extrema facilidade. Um sphagnum
bem moido, facilita o transplante.
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n.s 1 e 2 mostram um desses vasos com as plantas. Aos 2 anos, foram
transplantadas para vasos idénticos, contendo 3 plantinhas cada um.
Estes vasos foram enchidos com pedagos de xaxim tendo uma camada
de sphagnum na superficie.

Quanto aos tratos culturais, sdo pequencs. As regas, logo apbs
o primeiro transplante, devem ser frequentes, para se conservar o subs-
tralo e o ambiente bem midos.

Deve-se, aos poucos, rarear as regas até que estejam as plantas
bem adaptadas aocs vasos, quando se fardo regas abundantes, seguidas
de um periodo suficientemente longo para que o substrato se torne seco.
Regas continuas prejudicam muitc as raizes pela falta de arejamento.
Tambem favorecem o desenvolvimento de larvas de certas moscas, quz
causam prejuizos enormes, roendo as plantinhas. A 4gua das regas
deve ser a de chuva. Na falta desta, a dos rios, cérregos ou nascentes.
Nunca se deve empregar a dgua do abastecimento das cidades, muito
embora ndo seja clorada. A dgua por nds usada foi a de chuva, captada
em um reservatério especial.

SUMMARY

Knudson's asymbiotic method and medium for germination of orchid seeds were used
with success.

Heating this medium at 100°C twice for 15 minutes with an interval of 24 hours was
found to be beiter than to sterilize just once at 120°C, This procedure avoids the hydro-
lysis of the agar.

The poor quality of the glass from which some test tubes were made raized the pH
tabove 5.9 and this was apparently the cause of poor developmen of the seedlings.

Also some foxic elements given off by the glass diffusing thru the medium might have
impaired somewhat the resulis obtained in the experiment.
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