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Resumo. O Cerrado possui ampla diversidade vegetal, e entre elas as orquideas. Essas plantas necessitam de
simbiose com fungos para que ocorra sua germinacéo na natureza. O cultivo in vitro ou assimbiético é uma alternativa
para a producdo de mudas dessa espécie. Essa diversidade das orquideas faz com que ela seja muito apreciada como
plantas de vaso, paisagismo, com alto valor comercial. Objetivou-se realizar o estudo para o desenvolvimento de um
protocolo para a germinagdo e desenvolvimento in vitrode orquideas. O experimento foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia LABIOTEC do Instituto Federal Goiano Campus Urutai-GO. As cépsulas de Catasetum sp nativas do
Estado de Goias, contendo as sementes maduras foram coletadas e desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sédio a
50%, por 30 minutos e em fluxo laminar foram lavadas quatro vezes em 4gua destilada e autoclavada. Em seguida,
foram semeadas in vitroem frascos de vidro de 258 mL, contendo 30 mL do meio MS enriquecido com vitaminas e
Tryptona a 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 g L™ O pH do meio foi ajustado para 5,2 + 0,1. O tempo médio para a germinacéo e
desenvolvimento dos protocormos variou de 3 a 7 dias apos a semeadura para a espécie em estudo. A dosagem de 2,0
g L™ é eficiente para o desenvolvimento e manutengdo de protocormos in vitro do género Catasetum até o periodo de
333 dias. Ndo houve desenvolvimento da parte aérea de plantulas de Catasetum em nenhum dos tratamentos
avaliados. Observou-se que a dosagem de 3,0 g L™ de Tryptona, apresentou maiores indices de contaminag&o por
fungos e bactérias e de oxidagao.

Palavras-chave: Floricultura, produgéo de muda, cultura de tecidos.

Abstract. The Cerrado has wide plant diversity, including orchids. These plants need symbiosis with fungi for their
germination to occur in the wild. In vitro or asbiotic cultivation is an alternative for the production of seedlings of this
species. This diversity of orchids makes it much appreciated as pot plants, landscaping, with high commercial value. The
objective of this work was to carry out the study for the development of a protocol for the germination and in vitro
development of orchids. The experiment was carried out at the LABIOTEC Biotechnology Laboratory of the Federal
Institute Goiano Campus Urutai-GO. Catasetum sp native capsules from Goias State, containing mature seeds were
collected and disinfected in 50% sodium hypochlorite solution for 30 minutes and in laminar flow were washed four times
in distilled and autoclaved water. They were then seeded in vitro in 258 mL glass vials containing 30 mL of MS medium
enriched with vitamins and 0.0 Tryptone; 1.0; 2.0 and 3.0 g L-1. The pH of the medium was adjusted to 5.2 + 0.1. The
average time for germination and development of the protocorms varied from 3 to 7 days after sowing for the species
under study. The dosage of 2.0 g L-1 is efficient for the development and maintenance of in vitro Catasetum protocorms
up to 333 days. There was no development of shoot of Catasetum seedlings in any of the evaluated treatments. It was
observed that the 3.0 g L-1 Tryptone dosage presented higher rates of fungal and bacterial contamination and oxidation.
Keywords: Floriculture, seedling production, fabric culture.

Introducéo

Estudos sobre a flora do Cerrado apontam
riqueza de  espécies, sendomuitas delas
Uteisaohomem, por seremalimenticias, medicinais,
ornamentais, forrageiras, apicolas, produtoras de
madeira, cortica, fibras, 6leo, tanino, material para
artesanato e outros.E, dessa forma,

demonstrandosuaimportancia no desenvolvimento
regional (Felfili et al., 2003).

As sementes das orquideas segundo
Moraes, citandoArditti (1992) séo muito pequenas. A
maioria possui dimensfes entre 0,2-0,75 mm de
largura por 0,3-5.0 mm de comprimento e s&o
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muitas parecidas entre si quando visualizadas a
olho nu, apresentando-se muito variaveis quando
observadas com o auxilio de lupa. Os autores ainda
salientam que os tegumentos das sementes podem
ser duros e coriaceos ou finos.

Por ndo terem reservas em seu embrido,
das 2,5 milhdes de sementes produzidas em uma
capsula de orquidea, uma pequena fragéo germina,
cerca 5%, e poucos individuos chegardo a fase
adulta (Costa et al., 2013 citando Campos, 2004).

O Cultivo in vitro de células e tecidos tem
sido uma alternativa para a propagagédo de muitas
espécies, entre elas as orquideas (Costa et al.,
2013).

A cultura de tecidos vegetais é um
instrumento  considerado  promissor para a
preservagdo de material vegetal, além da producgéo
em escala comercial; produzindo plantas isentas de
patbgenos e geneticamente evoluidas (Lopes,
2004).

A micropropagacdo de plantas pode ser
utilizada para producdo em larga escala de mudas
de orquideas a partir da germinacéo e crescimento
in vitro de plantas, sendo uma técnica amplamente
utiizada em plantas de propagacdo dificil. No
entanto, o desenvolvimento de métodos que
proporcionem maior crescimento das plantas e
reducéo de disturbios fisiol6gicos e anatémicos é
necessario para reduzir as perdas na aclimatacao
(Silva, 2014).

Estudosin vitrocomdiversas espécies de
orquideasvémsendo realizados((Arditti
(1992);Saiprasad&Polisetty (2003); Kraus et al.
(2006);Dezan et al. (2012); Schneiders et al. (2012);
Galdiano et al. (2014); Clavijo et al. (2016); Silva et
al. (2016))no sentido de desenvolver e, ou, otimizar
protocolos que sejamefetivos e que
estejamdisponiveis para o pequefio produtor.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi o
estudo para o desenvolvimento de um protocolo de
cultivo in vitrode orquideas nativas do Cerrado do
Estado de Goias do género Catasetum sp. bem
como, oferecer subsidios de estudos para a
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Figura 1: A) Céapsula de Catasetumsp nativas do Estado

manutencdo  banco de
espécies nativas.

germoplasmadestas

Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério
de Biotecnologia LABIOTEC do Instituto Federal
Goiano Campus Urutai-GO. As cépsulas de
Catasetumsp nativas do Estado de Goias (Figura 1-
A), contendo as sementes maduras foram coletadas
e desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sédio
a 1,75%, por 30 minutos. Em camara de fluxo foram
enxaguadas por quatro vezes em agua destilada e
autoclavada. Logo apos foram semeadas in vitroem
frascos de vidro de 258 mL, com 30 mL do meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), modificado com
metade dos macronutrientes e acrescido de 1,0 g L™t
de carvdo ativado, 15,0 g L™ de sacarose e 3,0 g L™
de agar, acrescido de Tryptona a 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0
g L. O pH do meio sera ajustado para 5,2 + 0,1
antes da incluséo do agar.

Os frascos ja inoculados (Figura 1-B) foram
transferidos para sala de crescimento e mantidos
sob em ambientes de semi-luz por 7 dias em
temperatura de 24 * 2, °C sendo posteriormente
colocados em Iluz de 40 pmol m? s* de
luminosidade e fotoperiodo de 12 horas. O
delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, compondo-se de diferentes dosagens
de Tryptona, 5 repeticdes contendo 5 vidros cada
repeticio com aproximadamente 0,5 gramas de
sementes por frasco.

Foram observados Os indices de
esverdecimento; oxidacao; contaminacao;
protocormos; sobrevivéncia; parte aérea;

enraizamento. Foram realizadas avaliagcdes diérias
para a observacdo do tempo de germinacéo,
diagnosticado pela mudancga de cor das sementes;
a partir do entumescimento da semente, foram
realizadas leituras semanais até o aparecimento dos
primérdios foliares, e, ou, raizes e uma final aos 333
dias apds a semeadura.

Os dados obtidos foram submetidos a
estatistica descritiva, com valores de média, desvio
padréo e coeficiente de variacao.

de Goias. B) Frasco de vidro 258 mL contendo as sementes

de Catasetum sp. Fotos: Dalilla Cristina Socorro Lemos. Urutai-GO, 2019.
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Resultados e discusséo

O esverdecimento dos protocormos (Figura
2) foi verificado em 71,43% dos tratamentos com
maior indice no tratamento testemunha, sem adicéo
de Tryptona. Para a sobrevivéncia dos protocormos,
0s maiores valores, também forma verificados na
testemunha, seguido dos tratamentos com 1,0 e 3,0
g L™, Constatou-se gue as sementes aos 7 dias
ap0s a semeadura, ja se encontravam em completo
processo de esverdecimento. No ensaio de
germinacdo assimbidtica in vitro os dados
encontrados no presente estudo sdo superiores aos
de Silva et al. (2016) em pesquisa com Cultivo in
vitro de Epidendrum nocturnum (Orchidaceae)
ocorrente no Cerrado da regido Centro-Oeste,
constataram que foram obtidos protocormos de E.
nocturnum quinze dias ap6s a semeadura nos
meios MS, MS % e Knudson C modificado. Os
mesmos autores ainda ressaltam que no meio de
cultura com Formulacdo Simplificada observou-se
intumescimento dos embribes e formacdo de
rizdides somente trinta dias apés a semeadura
(dados néo publicados).

O maior indice de contaminagdo foi
observado para o tratamento T4 (Figura 2).
Também é possivel constatar que a média geral de
agentes contaminantes foi de 12,50% de fungos e
10,71% de bactérias no referido tratamento.
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Percebe-se que o indice de contaminacéo para o T4
foi alto.Pode-se inferir que as orquideas por terem
relacdo de simbiose com fungos micorrizicos, talvez
possam ter desenvolvido algum mecanismo de
resisténcia ao tratamento asséptico realizado,
possibilitando o] desenvolvimento desses
microorganismos nos frascos. Um dos maiores
problemas da produgdo industrial de mudas é a
porcentagem de contaminag&o do meio nutritivo por
fungos e bactérias oportunistas durante as etapas
de propagacédo in vitro. Em laboratérios de varios
paises, do total de contaminacdo, as perdas
causadas por fungos foram de 10,00% 35,00%. Em
biofabricas brasileiras, ja foram registradas mais de
30% de contaminagdo, mesmo com todos os
cuidados de assepsia (Klein, 2008).

Quanto ao indice de oxidacdo esse evento
foi registrado em 23,21% dos frascos analisados.
Esse processo pode concorrer para a inviabilidade
dos protocormos, prejudicando 0 seu
desenvolvimento em plantulas. No presente estudo
a oxidacao pode ter ocorrido pela exposi¢do a luz.
Talvez esta espécie tenha preferéncia por locais
com menores incidéncias de luz do que o exposto
para os tratamentos em questdo. O T2,0 g L
apresentou a percentagem de 40% e a T1,0 g L*
com 20%.

m0,0glL-1
1,0gL-1

m20gL-1

m30gL-1

= Média geral
Desvio padrédo

CV (%)

Sobrevivéncia

Figura 2. Dados de média geral dos indices de protocormos, contaminagdo, oxidacdo, protocormos verdes e
sobrevivéncia, apds semeadura in vitro de orquideasCatasetumsp nativas do Estado de Goids em meio de cultura MS
50% enriquecido com diferentes doses de Tryptona (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 g L'l). Leitura apoés 21 dias de cultivo in vitro.

Urutai-GO, 2019.

Observa-se (Figura 3) que para o indice de
sobrevivéncia, em 0,0 g L™ e 1,0 g L™ foi de 70%,
fato este observado para o indice de protocormos
verdes. A dose de 3,0 g L* apresentou a maior
percentagem com relagdo a contaminacdo por
fungos e bactérias, sendo 30% e 40%
respectivamente. A medida que aumentava a dose
de Tryptona nos meios, também houve aumentado
os indices de contaminacao.

Adotou-se a fase de protocormo como a
efetiva germinacdo de sementes dessa espécie.
Dessa formaem avaliagdo da Germinacao,

crescimento e desenvolvimento in vitro de orquideas
(Cattleya spp., Orchidaceae) Schneiders et al.
(2012) verificaram que aos 30 dias em C. forbesii
uma porcentagem de germinacdo de 45% em T1
(MS) desprovido de carvéo ativado e (T2) com 90%
com MS e adicionado 2,5 g L~ de carvao
ativado.Eles ainda salientam que a adicdo de
carvao ativado ao meio de cultura trouxe aumento
na alturade plantulas de C. forbesii de acordo com
analises realizadas aos 180 dias de cultivo. Em
estudo com Crescimento in vitro de Schomburgkia
gloriosa Lindl. em meio de cultivo simplificados de
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experimento Dezan et al. (2012) verificaram que o
meio de cultura que proporcionou maior eficiéncia
no desenvolvimento in vitro de sementes foi 0 MS,
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Figura 3. Dados de média geral dos indices de protocormos, contaminacdo, oxidacdo, protocormos verdes e
sobrevivéncia, apds semeadura in vitro de orquideas Catasetum sp nativas do Estado de Goids em meio de cultura MS
50% enriquecido com diferentes doses de Tryptona (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 g L'l). Leitura apds 26 dias de cultivo in vitro.

Urutai-GO, 2019.

Na (Figura 4) constata-se que as médias
percentuais obtidas para o indice de sobrevivéncia e
de protocormos verdes comportaram-se de maneira
semelhante para as dosagens de Tryptona (0,0; 1,0;
2,0; 3,0) g L"em 100 %. Na Figura 3, a dosagem de
T3 apresentou maior incidéncia de fungos, bactérias
e indice de oxidag&do. A diversidade existente na
natureza para a Catasetum sp. permite as
manifestacbes variadas quando submetidas as

100,00
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80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Valores (%)

00gL-110gL-1 20gL-1 30gL-1

diferentes dosagens de Tryptona. Clavijo et al.
(2016) em estudos com orquideas no Municipio de
Fusagasuga (Cundinamarca, Colémbia) sobre o
efeito de quatro concentracdes (0; 1,5; 3e 4 mg L™)
de acido naftaleno acético (NAA) foi comprovado
ser eficiente no desenvolvimento de Prosthechea
sp. e protocormo em bioensaio conduzido em
condigdes in vitro por 42 semanas.

Média
geral

Desvio
padrao

CV (%)

3?2 avaliagdo variaveis

® Fungo

Bactéria ®™Oxidacdo ™Verde ™ Sobrevivéncia

Figura 4. Dados de média geral dos indices de protocormos, contaminac¢do, oxidacdo, protocormos verdes e
sobrevivéncia, apds semeadura in vitro de orquideas Catasetum sp nativas do Estado de Goias em meio de cultura MS
50% enriquecido com diferentes doses de Tryptona (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 g L'l). Leitura apds 49 dias de cultivo in vitro.

Urutai-GO, 2019.
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Figura 5. Dados de média geral dos indices de protocormos, contaminacdo, oxidacdo, protocormos verdes e
sobrevivéncia, apds semeadura in vitro de orquideas Catasetum sp nativas do Estado de Goids em meio de cultura MS
50% enriquecido com diferentes doses de Tryptona (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 g L'l). Leitura ap6és 74 dias de cultivo in vitro.

Urutai-GO, 2019.

Com os resultados obtidos na (Figura 5)
observar — se que para as dosagens de Tryptona
(0,0; 1,0; 2,0; 3,0 g L") na leitura ap6s 74 DAS de
cultivo in vitro, as dosagens de 0,0 gL' e 1,0 g L™
apresentaram o indice de protocormos verdes e de
sobrevivéncia com percentagens de 90%. Com
variagdo na percentagem para a presenca de
fungos em que a maior incidéncia de contaminagéo
e oxidacéo foi no T3 com a dose de 3,0 g L™ Em
contra partida o T3 apresentou o0 mesmo indice de
sobrevivéncia de protocormos verdes que a dose de
2,0 gL™. Essa variacdo obtida na dosagem 3,0 g L™

Valores (%)
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demonstra a sensibilidade do género para o
desenvolvimento de acordo com as dosagens. Os
estudos para averiaguacdo da formacdo de
protocormoides sdo importantes para definir
metodologia de desenvolvimento de orquideas e
sua taxa de manutencgdo in vitro. Nesse sentido é
interessante entender que o protocorm € uma
estrutura organogénica especifica que provém do
embrido, geralmente composta por um botdo
terminal e uma coroa rizéide(Saiprasad & Polisetty,
2003).

B Oxidagao
Contaminagéo

H Enraizamento

® Protocormos

u Sobrevivénvia

0,0gL-10gL- 20gL 3,0gL Média Desvio CV (%)

1 1 -1 -1
52 avaliagdo variavesi

geral padrédo

Figura 6. Dados de média geral dos indices de protocormos, contaminacdo, oxidacdo, protocormos verdes e
sobrevivéncia, apds semeadura in vitro de orquideas Catasetum sp nativas do Estado de Goids em meio de cultura MS
50% enriquecido com diferentes doses de Tryptona (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 g L'l). Leitura apés 333 dias de cultivo in vitro.
Urutai-GO, 2019.

Aos 333 DAS (Figuras 7 e 8) em meio de
cultura de MS de 50% constatou-se que as
orquideas do género Catasetum se adaptaram com

melhor abrangéncia na dosagem de 2,0 g L-* para o
fator enraizamento com percentagem de 100%; com
indice de protocormos e taxa de sobrevivéncia com
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média de 100%. Assim como esperado, pelo
comportamento, ao longo das analises, a dosagem
de 3 g L' apresentou o menor indice de
enraizamento, fator este atribuido ao
comportamento do género em alta dosagem de
Tryptona. Outras espécies podem apresentar
protocormos em diferentes tempos em fungcdo dos
meios de cultura utlizados e as condicdes
ambientais conforme Galdiano et al. (2014) em

estudo com Morfologia da germinacdo de sementes
e crescimento vitro in de Cattleya walkeriana
Gardner em diferentes meios nutritivos que o
embrido de Cattleya walkeriana origina, a partir do
polo micropilar da semente, uma esférula que gera
uma estrutura conica clorofilada denominada
protocormo apos 30 dias da semeadura. Aos 60
dias, o protocormo desenvolve foliolos na parte
superior e papilas absortivas na porcdo inferior

Figura 7: A) capsula de Catasetum sp nativas do Estado de Goias. B) frasco de vidro 258 mL contendo as sementes de
Catasetum sp. Fotos: Dalilla Cristina Socorro Lemos. Urutai-GO, 2019.

Figura 8: A) Repicagem de protocormos (Catasetum sp) orquideas nativas do Estado de Goids. B) Frascos com
protocormos verdes. Fotos: Dalilla Cristina Socorro Lemos. Urutai-GO, 2019.

Conclusdes

Nas condicdes em que se
presente estudo, pode-se concluir que:

O tempo médio para a germinagdo e
desenvolvimento dos protocormos variou de 3 a 7
dias apds a semeadura para a espécie em estudo.

A dosagem de 2,0 g L™ é eficiente para o
desenvolvimento e manutencdo de protocormosin
vitro do género Catasetum até o periodo de 333
dias.

realizou o

A dosagem de 3,0 g L' de Tryptona,
apresentou alto indice de contaminagéo por fungos
e bactérias e elevado nivel de oxidagéo.

Torna-se viavel a realizagdo de novos
estudos para determinar um protocolo de
desenvolvimento e clonagem de Catasetum sp.
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