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RESUMO
A clonagem é uma ferramenta utilizada para propagar materiais vegetais, garantindo 
que as plantas regeneradas sejam geneticamente idênticas à matriz desejada. 
Sabe-se que o setor de plantas ornamentais contribui de maneira expressiva 
com a economia e que, entre as plantas ornamentais de mais estima entre os 
brasileiros, estão as orquídeas. O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um 
protocolo de assepsia eficiente para meristemas laterais e de obtenção de clones 
da orquídea do gênero Phalaenopsis. Para a metodologia, visando à padronização 
de um protocolo de assepsia, foram elaborados e testados quatro tratamentos com 
diferentes combinações (concentração × tempo) de agentes como hipoclorito de 
sódio, álcool, cobre, tween e lavagem dos explantes. Os meristemas foram retirados 
do caule das plântulas, de suas hastes florais. Os resultados obtidos mostram que 
nenhum tratamento para assepsia testado aqui apresentou resultados significativos 
e positivos. Desse modo, não se pôde estabelecer, ainda, um protocolo de assepsia 
para meristemas laterais de orquídeas do gênero Phalaenopsis, uma vez que todos 
os meristemas sofreram contaminação e oxidação. Logo, ainda não foi possível 
obter clones por essa metodologia. O presente trabalho serve como base inicial para 
futuras pesquisas referentes à clonagem por meio de meristemas em Phalaenopsis. 
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ABSTRACT
Cloning is a tool used to propagate plant materials, ensuring that the regenerated 
plants are genetically identical to the desired matrix. It is known that the ornamental 
plants sector contributes significantly to the economy, and between the most 
esteemed ornamental plants among Brazilians, there are the orchids. The objective 
of this study was to establish an efficient asepsis protocol for lateral meristems and to 
obtain clones of the orchid of the genus Phalaenopsis. For the methodology, aiming 
at the standardization of an asepsis protocol, four treatments were developed and 
tested with different combinations (concentration × time) of agents such as sodium 
hypochlorite, alcohol, copper, tween and washing of explants. The meristems 
were removed from the stem of the seedlings, from their floral stems. The obtained 
results showed that no treatment for asepsis tested here presented significant and 
positive results. So, it was not possible to establish an asepsis protocol for lateral 
meristems of orchids of the genus Phalaenopsis yet, since all meristems suffered 
contamination and oxidation. Therefore, it was not yet possible to obtain clones 
using this methodology. The present work is an initial basis for future research, 
referring to cloning through meristems in Phalaenopsis.
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INTRODUÇÃO

As orquídeas estão entre as plantas ornamentais de maior interesse econômico, pois 
contemplam uma variedade de combinações e formatos de flores (SEBRAE, 2015; PAULIQUEVIS, 
2017; BARROS et al., 2018). O gênero Phalaenopsis é um dos mais populares e comercializáveis em 
função de seu custo-benefício, sendo acessível a todas as classes econômicas no Brasil e no mundo 
(LEE, 2011; COSTA, 2013; SCHOENMAKER, 2017). As orquídeas encontram-se na produção agrária 
de muitos países, como, por exemplo, de Gorontalo, Indonésia, onde uma das principais fontes de 
renda da agricultura é a produção de orquídeas (BRITANNICA ACADEMIC, 2017), além de Holanda, 
Japão, Brasil e outros (SCHOENMAKER, 2017). 

O mercado florícola movimentou mais de US$ 70 bilhões no ano de 2017, e a orquídea do 
gênero Phalaenopsis chegou a ter mais de duas mil plantas comercializadas por semana na Holanda 
(SCHOENMAKER, 2017). Segundo estimativa de Royal Flora Holland (2018), ainda em 2018, a 
orquídea do gênero Phalaenopsis ocupava a primeira colocação no ranking de vendas, com cerca de 
139 milhões de plantas. 

Para obter plantas com maior qualidade, faz-se uso da biotecnologia, que é muito empregada 
na propagação de orquídeas, visto sua importância econômica. A biotecnologia consiste em uma 
ciência que engloba o uso de seres vivos, ou uma parte deles, para desenvolver/obter processos e/ou 
produtos de interesse econômico e social. Na área das ciências agrárias, é popularmente conhecida 
como biotecnologia vegetal e empregada para a produção de biofungicidas, bioestimulantes, controle 
de pragas e doenças, melhoramento genético de plantas, uso de bactérias fixadoras de nitrogênio, 
utilização de micorrizas para elevar a produtividade de plantas, transformação genética e outros 
(FALEIRO & ANDRADE, 2011).

Uma das ferramentas biotecnológicas mais empregadas em plantas ornamentais é a cultura de 
células e tecidos vegetais, para a micropropagação in vitro dos vegetais (ZAHARA et al., 2017). Diversas 
metodologias para o cultivo in vitro da orquídea do gênero Phalaenopsis já foram estabelecidas, tais 
como meio de cultura mais adequado, fotoperíodo, temperatura, germinação, aclimatação e outras 
(MEZZALIRA & KUHN, 2020). Segundo dados da literatura, grande parte dos trabalhos faz uso de sua 
propagação por sementes, tendo meios e parâmetros de cultivo já definidos e eficientes (ZAHARA 
et al., 2017; MEZZALIRA & KUHN, 2020), porém a micropropagação via sementes não garante a 
padronização das plantas, pois ela contribui para aumentar sua diversidade por meio de variações 
somaclonais, que não podem ser evitadas por esse meio.

Para plantas geneticamente idênticas, uma opção é a clonagem in vitro, técnica que possibilita 
a obtenção de plantas uniformes em características como coloração, tamanho, forma, época de 
floração etc. (KERBAUY & CHAER, 2011), sendo o cultivo in vitro amplamente aplicado em plantas 
ornamentais também para propagar mudas livres de fitopatógenos (COSTA, 2013). 

Na literatura há alguns trabalhos que relatam o uso de clonagem em orquídeas. Assim, pode-
se citar, nos últimos anos, a padronização da clonagem da orquídea do gênero Oncidium utilizando 
como segmento suas folhas (MAYER et al., 2011). Ainda, empregaram-se segmentos caulinares para 
clonagem da orquídea da espécie Catasetum fimbriatum, em meio de cultivo Vacin e Went (1949) 
(COUTINHO NETO & SILVA, 2017). No trabalho de Chaer (2012), estabeleceu-se uma estratégia para 
clonar in vitro orquídeas dos gêneros Cattleya e Cymbidium com gemas laterais. 

Para Soccol (2013), a demanda por clones da orquídea do gênero Phalaenopsis é crescente, 
em função dos consumidores, cada vez mais exigentes em questão de qualidade e características. 
Entretanto, de acordo com o autor, a grande dificuldade está no estabelecimento in vitro do explante, 
na oxidação dos explantes e na baixa taxa de repicagem. Os problemas encontrados relatam o alto 
custo de produção de mudas e a dificuldade de clonagem de orquídeas do gênero Phalaenopsis. 
Técnicas de clonagem por meristemas foram eficazes para outros gêneros de orquídea (CHAER, 
2012; SOCCOL, 2013).

Diante da problemática abordada, sabendo da importância econômica e que ainda não se 
tem um protocolo eficiente nem para a assepsia da orquídea do gênero Phalaenopsis nem para a 
sua clonagem, o presente trabalho teve como objetivo testar o mesmo procedimento de clonagem 
para a orquídea do gênero Phalaenopsis sp., determinando um protocolo eficiente de assepsia dos 
meristemas laterais e de obtenção de clones por intermédio de agentes desinfetantes, já utilizados 
na literatura, e da inoculação dos clones em meio de cultivo acrescido de reguladores de crescimento. 
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MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados no laboratório de cultura de células da Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná, campus Dois Vizinhos, tendo início em outubro de 2018 e sendo 
finalizados em julho de 2019. 

A metodologia consistiu na clonagem de meristemas laterais (CHAER, 2012; SOCCOL, 2013) 
da orquídea do gênero Phalaenopsis retirados das hastes florais de plantas adultas, testando quatro 
tratamentos de assepsias, os quais estão descritos a seguir:

• Tratamento 1:
1. Lavagem dos meristemas por 20 minutos em água destilada com tween (detergente, 

produto tensoativo que quebra a tensão superficial da água, conferindo maior eficiência à 
atuação do desinfetante);

2. Imersão por 10 minutos em álcool 70% com agitação;
3. Imersão por 10 minutos em solução de hipoclorito de sódio 50% com agitação; 
Tríplice lavagem com água destilada estéril.
• Tratamento 2: 
1. Lavagem dos meristemas por 20 minutos em uma mistura de água destilada com tween e 

cobre 5%;
2. Imersão por 10 minutos no álcool 70% com agitação; 
3. Imersão por 10 minutos em solução de hipoclorito de sódio 50% com agitação; 
4. Tríplice lavagem com água destilada estéril.
• Tratamento 3: 
1. Lavagem dos meristemas por 20 minutos em uma mistura de água destilada com tween e 

cobre 5%; 
2. Imersão por 10 minutos em álcool 70% com agitação; 
3. Imersão por 10 minutos em solução de hipoclorito de sódio 60% com agitação; 
4. Tríplice lavagem com água destilada estéril.
• Tratamento 4: 
1. Lavagem dos meristemas por 20 minutos em água destilada e tween;
2. Imersão por 10 minutos em álcool 70% com agitação;
3. Imersão por 10 minutos em solução de hipoclorito de sódio 60% com agitação;
4. Imersão por 10 minutos em solução de cobre 10% com agitação;
5. Tríplice lavagem com água destilada estéril.
Depois dos processos de assepsia, os meristemas foram inoculados nos meios de cultura e 

permaneceram na sala de cultivo. 
Para acompanhar a regeneração dos explantes após a clonagem in vitro, estes foram inoculados 

em 20 tratamentos, que consistiam em combinações variadas de reguladores de crescimento vegetal, 
sendo eles o ácido naftalenoacético (ANA) (uma auxina) e 6-benzilaminopurina (BAP) (uma citocinina) 
(KOSIR et al., 2004), acrescidas no meio Knudson (1946). As combinações testadas encontram-se 
na tabela 1. 

Tabela 1 – Combinações de BAP/ANA em diferentes concentrações para 20 tratamentos utilizados nos testes 
da clonagem in vitro de meristema lateral da orquídea do gênero Phalaenopsis.

ANA (mg) 0 0,5 1 1,5

BAP (mg) 0 T1 T2 T3 T4

1 T5 T6 T7 T8

2 T9 T10 T11 T12

3 T13 T14 T15 T16

4 T17 T18 T19 T20

BAP: 6-benzilaminopurina; ANA: ácido naftalenoacético.

Fonte: Primária (2020).
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Foram utilizados frascos (previamente usados com ampicilina), cada um com 3 mL de meio 
de cultura, e realizaram-se os tratamentos em triplicata. Os explantes ficaram em sala de cultivo 
com temperatura de 24ºC e fotoperíodo de 16 horas, por 90 dias. As análises feitas consistiram na 
observação de contaminação dos explantes após o processo de assepsia e na brotação nos meios 
de cultura, por intermédio de análise estatística por método de Tukey a 95% de significância, dos 20 
tratamentos testados para a clonagem, mediante o programa Sistema para Análise e Separação de 
Médias em Experimentos Agrícolas pelos Métodos Scott-Knott, Tukey e Duncan (SASM-Agri). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Não foi possível estabelecer um protocolo de assepsia adequado para os meristemas laterais 
de orquídeas do gênero Phalaenopsis (figura 1), uma vez que todas as inoculações realizadas em 
meio de cultivo tiveram problemas de contaminação e oxidação. Nesse experimento, foram perdidos 
100% dos meristemas (figura 2).

BAP: 6-benzilaminopurina; ANA: ácido naftalenoacético.

Figura 1 – Inoculação in vitro de meristemas laterais da orquídea do gênero Phalaenopsis em meios de cultivo com 
combinações de BAP/ANA. Fonte: Primária (2020).

Figura 2 – Contaminação de meristemas laterais da orquídea do gênero Phalaenopsis, após testes de assepsia. Fonte: 
Primária (2020).
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A oxidação tem como origem complexos fenólicos, mas o uso de meios de cultivo líquidos pode 
reduzir o escurecimento do meio. A principal indicação para diminuir a oxidação é o uso de aditivos 
no meio de cultura, tais como o ácido cítrico ou o ácido ascórbico (SOCCOL, 2013). 

Os agentes empregados para a assepsia do material no presente experimento são amplamente 
utilizados na assepsia de orquídeas de demais gêneros, porém estes últimos com sementes. No 
trabalho de Chaer (2012), as sementes de Cattleya foram desinfetadas com a imersão em hipoclorito 
de sódio 20% (v/v) por 15 minutos com gotas de detergente tween, seguida de tríplice lavagem com 
água destilada autoclavada. Para Mezzalira & Kuhn (2018), na germinação de sementes da orquídea 
do gênero Phalaenopsis, a desinfecção ocorreu com hipoclorito de sódio 20% (v/v) por 5 minutos, 
seguida do uso de álcool 70% por 5 minutos e tríplice lavagem com água destilada autoclavada. 

Protocolos eficientes de assepsia de meristemas, preferencialmente de baixo custo e mínima 
indução de variação somaclonal, são uma necessidade entre os produtores (SOCCOL, 2013). Em 
função do apelo econômico, os agentes mais empregados são o hipoclorito de sódio e o álcool, pois 
são de fácil acesso e de baixo custo. 

Encontram-se, na literatura, informações referentes à indicação do uso do meio de cultura 
Vacin e Went (1949) com acréscimo de 150 mL/L de água de coco para a clonagem da orquídea do 
gênero Phalaenopsis (SOCCOL, 2013), entretanto Mezzalira & Kuhn (2020) relatam que o meio de 
cultura mais recomendado para a orquídea do gênero Phalaenopsis é o Knudson acrescido de suco 
de cenoura 10% (v/v), pois tal meio propicia o melhor desenvolvimento das plantas e reduz os índices 
de contaminação e oxidação. Dronk (2004) cita o uso de meio Knudson para a orquídea do gênero 
Phalaenopsis, e Araújo et al. (2006) dizem que muitos autores sugerem o meio Vacin e Went (1949) 
para os gêneros de orquídea Cattleya, Encyclia e Oncidium.

Quanto aos reguladores de crescimento, estes são muito utilizados em diversos trabalhos, 
sendo apontado na organogênese da orquídea do gênero Phalaenopsis por Takuhara & Mii (1993) 
e na obtenção de clones de gemas laterais o meio de cultura New Dogashima, com adição de 0,1 
mg/L de ANA e 1 mg/L de BAP. Todavia, um trabalho posterior mostrou o uso do meio de cultura New 
Dogashima especificamente para a regeneração de folhas estilionadas (MINAMIGUCHI & MACHADO 
NETO, 2007). Para Ulisses et al. (2016), cultivando a orquídea do gênero Phalaenopsis in vitro, o meio 
de cultura Murashige e Skoog (1962) alcançou resultados superiores ao meio New Dogashima. Por 
outro lado, Franceschi (2013) diz que não foi possível obter regeneração de folhas da orquídea do 
gênero Phalaenopsis pelo meio New Dogashima. 

Para Kosir et al. (2004), a multiplicação da orquídea do gênero Phalaenopsis foi obtida com uso 
de 2 mg/L de BAP e 0,5 mg/L de ANA em meio de cultura MS comercial. 

A escolha do explante a ser utilizado também é um fator que interfere no sucesso da clonagem, 
pois, segundo Chaer (2012), estiolar o caule das hastes de orquídea, de modo a isolar as gemas 
(meristemas) laterais, causaria alteração hormonal nas auxinas e citocininas, trazendo como benefício 
o desenvolvimento dessas gemas, já que, quando o meristema lateral é isolado e posteriormente 
inoculado em presença de luz, o processo de regeneração de uma planta completa é acelerado. 
Na orquídea do gênero Cattleya, a presença do hormônio giberelina no meio de cultivo promoveu 
a liberação das gemas e seu alongamento (CHAER, 2012). Porém, quando se compararam dois 
gêneros de orquídeas, Cattleya e Cymbidium, o uso do etileno mostrou fenótipos distintos entre elas 
(CHAER, 2012). Desse modo, constata-se que o protocolo eficiente para um gênero não demonstrará 
necessariamente resultados positivos para outro gênero. 

Os meristemas podem levar ao desenvolvimento de todos os órgãos de uma planta, por serem 
constituídos de grupos de células que mantêm caracteres de tecidos embrionários (LYNDON, 1990).

Em função dos resultados obtidos no presente experimento, sugere-se que mais estudos 
sejam realizados quanto à assepsia dos meristemas da orquídea do gênero Phalaenopsis, para que 
se possam futuramente obter clones. Sem determinar o processo de assepsia, não foi possível 
realizar os experimentos da clonagem in vitro da orquídea do gênero Phalaenopsis de meristemas 
laterais, nos 20 tratamentos estabelecidos para teste com combinação de BAP/ANA. 

Para que a clonagem seja eficiente, faz-se necessário se ater ao tempo de uso dos explantes, 
à idade e ao tipo de explantes que serão utilizados, além do cuidado com o uso de substâncias que 
induzam divisões celulares e que, por consequência, podem causar variação somaclonal indesejável 
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(CHAER, 2012). Assim, é preciso mais estudos e pesquisas quanto à clonagem de orquídeas e, por 
fim, o desenvolvimento de protocolos eficientes que propiciem informações essenciais sobre os 
diversos modos passíveis de uso na clonagem.

CONCLUSÕES

Concluiu-se, com o presente trabalho, que ainda são necessários estudos e experimentos para 
estabelecer protocolos eficientes de assepsia de meristemas laterais para as orquídeas do gênero 
Phalaenopsis. Somente após uma metodologia eficiente e padronizada para uso de segmentos 
nodais laterais, será possível estabelecer normas e indicar meios adequados para clonagem, sem 
perdas por contaminação e oxidação dos materiais.
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