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RESUMO
Carneiro, Renata de Aguiar. Caracterizacdo de planta e cultivo in vitro de Vanilla sp.
Monografia (Curso Licenciatura em Ciéncias Biologicas). Instituto Federal de Educacéo,

Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Urutai, Urutai, GO, 2025. 30p

RESUMO: A Vanilla sp (orquidea), é popularmente conhecida como baunilha e tem
importancia econébmica devido as iguarias que podem ser comercializadas e também como
plantas ornamentais. A micropropagacdo € uma maneira artificial de auxiliar no cultivo o que
pode ajudar no sucesso do plantio de Vanillas sp. Sobretudo, ha escassez de trabalho que
associem o cultivo de Vanilla.sp em micropropagacao o que justifica estudos e producdo de
trabalhos que abordem esse tema. Portanto 0o bjetivo do trabalho foi descrever a morfologia
da planta Vanilla sp de maneira que se avalie a brotacdo, o desenvolvimento do cultivo in
vitro da planta e como objetivos especificos se tem, caracterizar 0 processo vegetativo e
reprodutivo da planta, realizar um levantamento que avalie a taxa de contaminagéo nos meios
de cultura, caracterizar os tipos de agentes contaminantes, determinar as taxas de
sobrevivéncia e enraizamento bem como identificar a taxa de brotacdo. Primeiramente, houve
a caracterizacdo das orquideas em que se utilizou quatro amostras com quatro tratamentos
diferentes, e assim foi realizada a analise morfolégica, ademais para a descricdo anatbmica se
utilizou o terco médio das plantas e feita a medicdo do comprimento das folhas, frutos e dos
internddios. Posteriormente, foi realizada a inoculacgéo in vitro dos espéecimes, em que houve a
assepsia, 0 estabelecimento in vitro De maneira que os meios de cultura foram TO (4gua
sacarose, agar e carvao ativado); 100% (T1), 75% (T2), 50% (T3); 25% (T4) da concentracao
de macro e micronutrientes, acrescidos de 100 mg L™ de meio-inositol", Agar-agar a 5,0 g L™
e sacarose a 30 g L; e o carvdo ativado a 1,0 g Lt. O pH foi alterado para 5,2. Como
resultados os frutos mediram 2,0 cm transversal e 12,0 cm de comprimento, assim seis frutos
foram coletados enrolados em papel toalha umido e observou-se que em baixa temperatura o
amadurecimento foi continuo, mas minimizado. No que concerne ao cultivo in vitro, houve
manifestacdo de agentes contaminante em todos os tratamentos. A taxa de raizes ocorreu
apenas no meio T1 com 50%. Em relacdo a brotacdo, ela foi inexistente e a taxa de
sobrevivéncia apenas o T4 ndo obteve éxito. Ndo foram identificadas bactérias. Espera-se que

o cultivo de Vanilla sp., serva de subsidios para novas pesquisas na area.

Palavras Chave: Micropropagacdo; Orquideas; Morfologia; Baunilha.



ABSTRACT

Carneiro, Renata de Aguiar. Characterization of plant and in vitro cultivation of Vanilla
sp. Monograph (Degree Course in Biological Sciences). Federal Institute of Education,
Science, and Technology Goiano - Urutai Campus, Urutai, GO, 2025. 30p.

ABSTRACT: Vanilla sp. (orchid) is popularly known as Vanilla and has economic
importance due to the delicacies that can be marketed and also as ornamental plants.
Micropropagation is an artificial way to assist in the cultivation which can help in the success
of the planting of Vanilla sp. Above all, there is a lack of work that associates the cultivation
of Vanilla sp in micropropagation, which justifies studies and production of works that
address this topic. Therefore, as general objectives of the work is to describe the morphology
of the plant Vanilla sp in a way that the sprouting, the development of the in vitro cultivation
of the plant and as specific objectives one has, to characterize the vegetative and reproductive
process of the plant, to carry out a survey that evaluate the contamination rate in the culture
media, characterize the types of contaminants, determine survival and rooting rates as well as
identify the sprouting rate. As a methodology of the work, first, there was the characterization
of the orchids in which four samples with four different treatments were used, and thus the
morphological analysis was carried out, in addition to the anatomical description, the middle
third of the plants was used and the measurement of the length of the plants was performed.
leaves, fruits and internodes. Subsequently, the in vitro inoculation of the specimens was
carried out, in which there was asepsis, the in vitro establishment so that the culture media
were TO (sucrose water, agar and activated charcoal); 100% (T1), 75% (T2), 50% (T3); 25%
(T4) of the concentration of macro and micronutrients, plus 100 mg L-1 of half-inositol-,
Agar-agar at 5.0 g L-1 and sucrose at 30 g L-1; and activated carbon at 1.0 g L-1. The pH was
changed to 5.2. As a result, the fruits measured 2.0 cm transversally and 12.0 cm in length, so
six fruits were collected wrapped in wet paper towels and it was observed that at low
temperature the ripening was continuous, but minimized. Concerning the in vitro culture,
there were manifestations of contaminating agents in all treatments. The root rate occurred
only in the T1 medium with 50%. In relation to sprouting, it was non-existent and the survival
rate only T4 was not successful. Finally, no bacteria were identified. Finally, it can be seen
that the relevance of studying the cultivation of Vanilla sp., since the importance of certain

mycorrhizas in their symbiosis relationship was noticeable.

Keywords: Micropropagation; Orchids; Morphology; Vanilla
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1. INTRODUCAO
As orquideas do género Vanilla sp, uma planta tropical originaria do México que

pertence a familia Orquidaceae (Costa et al., 2022). Popularmente conhecidas como baunilha,
tem em Madagascar, seu maior produtor, a nivel de mundo (Oliveira et al., 2022). O fruto
proveniente da flor da Vanilla é considerado uma especiaria, pois tem o poder de mudar o
aroma e o sabor dos preparos alimenticios nos quais é utilizado. Além disso, a flor promove
um espetéculo de rara beleza, podendo a baunilha, ser cultivada como planta ornamental.

Vale ressaltar que, a baunilha devido a mdo-de-obra necessaria na produgdo das
vagens, € a segunda especiaria mais valorizada do mundo, atras apenas do acafrdo. Em 2018,
o quilo ficou ligeiramente mais caro que o da prata, atingindo, na época, um pico de US$ 600,
cerca de R$ 2.400 (Conexdo Capixaba, 2022).

O Brasil ndo figura entre os paises produtores a nivel de exportacdo, porém registra
alguns cultivos que atendem minimamente o mercado interno, a parcela significativa
comercializada no pais é de origem estrangeira — em especial, em sua forma sintética como
sua esséncia. Quando se fala de cultivo, refere-se a uma producdo em escala, onde a planta
usada na maioria dos casos é uma espécie melhorada geneticamente de nome Vanilla
planifolia. Entretanto, na Regido Centro-Oeste, 11 espécies que ocorrem de forma natural ja
foram catalogadas, sendo 4 delas de potencial valor comercial (Brumano, 2019).

A micropropagacao através da cultura de células é uma das técnicas mais promissoras
para a obtencdo de grandes quantidades de mudas qualificadas com baixos custo de producao
(Divakaran et al., 2015). Em que as altas taxas de multiplicacéo e qualidade fitossanitarias das
plantas micropropagadas constituem importante ferramenta para a obtencdo de clones
superiores (Rodriguez-Deméneghi et al., 2023).

Dentre as diversas vantagens da micropropagacdo vegetal, merece destaque a
producdo rapida de matérias propagativos, livres de doencas e pragas, com elevada
qualidade genética em tempo reduzido. Por meio dessa técnica é possivel produzir grandes
quantidades de plantas, sem influéncia das variagdes climaticas (Rocha, 2009).

Na micropropagacdo fatores como o tipo de explantes, concentracdo de sacarose;
iluminacdo e 0s meios nutritivos e suas composi¢cdes sdo 0s responsaveis pela manutencéo do
material vegetal in vitro (Cid, 2010).

O meio de cultura geralmente é composto por macro e micronutrientes acrescidos de

reguladores de crescimento e, ou, vitaminas. A formula que compde o meio de cultura
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Murashige e School é utilizado em larga escala nos processos de cultivo in vitro, podendo
variar a concentracdo em funcdo da espécie ou do objetivo do trabalho (Cid, 2010).

A pouca informacdo sobre a caracterizagdo de plantas de orquideas cultivadas no
Cerrado e seu cultivo in vitro, sugere a necessidade de realizacdo de novas pesquisas que
contribuam para a selecdo de materiais genéticos mais produtivos e indicados a cada regido e
favorecam o desenvolvimento de novas tecnologias que ajudem a incrementar a modernizacao
da producéo a partir de estudos de caracterizacdo morfologica.

A realizacdo deste trabalho se justifica por ser a caracterizacdo de plantas e o
desenvolvimento in vitro de orquideas Vanilla sp. em diferentes meios de cultura, uma
importante contribuicdo da area cientifica. Essa pesquisa pode gerar subsidios para a producao
de mudas via sementes e de forma vegetativa in vivo e in vitro. Esse escopo trabalha
conhecer, manter o desenvolver de mecanismos que viabilizem sua producao sustentavel, uma
vez que na literatura as condi¢des de cultivo da espécie Vanilla, ainda séo escassos.

Assim, o objetivo desse estudo foi a caracterizagdo morfoldgica de plantas de Vanilla
sp. e o estabelecimento e desenvolvimento in vitro de orquideas Vanilla sp. em diferentes
concentracdes de meios de cultura com 0,00; 25; 50; 75 e 100% da concentracdo dos sais
desenvolvidos por Murashige & School (Anexo 1). O tema é de importancia para area
comercial e ambiental, pois desta forma sera possivel realizar a producdo de mudas de
orquideas para o mercado consumidor, bem como, desenvolver protocolos efetivos para

producdo de mudas in vivo e in vitro.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Caracterizacdo da planta de orquidea

As orquideas utilizadas, foram oriundas de propagacdo vegetativa e com 2 anos de
cultivo. A analise morfoldgica foi realizada por meio de observacGes dos individuos, na
cidade de Pontalina nas coordenadas: Situada a 635 metros de altitude, sob as
seguintes coordenadas geograficas: Latitude: 17° 31' 13" Sul, Longitude: 49° 26" 39" Oeste.
Os dados de coleta, registro fotografico com camera digital.

Para descricdo anatdbmica foram utilizadas amostras do terco médio das plantas e
realizada as medidas das folhas, comprimento e didmetro transversal em centimetros (Figuras
1A, 1B). Comprimento do fruto (vagem) comprimento e didmetro transversal em centimetros
(cm) (Figuras 1C, 1D). O comprimento dos internodios (Figuras 1E, 1F). A quantidade de
folhas, flores e frutos em um metro de planta; quantidade de flores abertas; quantos dias as

flores permaneceram abertas. Para essa pesquisa, foram utilizadas duas plantas que se
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desenvolveram em periodo de seca e chuva, coletadas de 4 individuos (3 folhas para cada

individuo). O comprimento e diametro transversal foram aferidos por régua graduada.

Figura 1. A, B) Caracterizacdo biométrica de plantas de Orquideas género Vanilla Folha: comprimento (cm) e
didmetro transversal (cm); C, D) frutos (vagem) comprimento (cm) e didmetro transversal (cm); E, F)
comprimentos do internddio e didmetro transversal (cm). 2022.

~
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Fonte: autores.
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2.2. Inoculagéao in vitro
Estudo realizando com explantes de orquideas da espécie Vanilla sp. A Coleta do

material vegetal foi realizada em propriedade particular no cerrado do municipio de Araguari-
MG, no decorrer do més de agosto de 2018.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC) do Instituto
Federal Goiano, Campus, Urutai, GO, com explantes compostos por segmentos uninodais da
espécie (Figura 2).

Figura 2. Segmentos nodais com folha de Vanilla com corte de 2/3. Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC)
do Instituto Federal Goiano, Campus, Urutai, GO.

2.3. Assepsia

O material coletado foi separado e continha 4 segmentos nodais e das folhas foram

Fonte: autores.

cortadas 2/3. Os explantes, posteriormente foram encaminhadas a desinfestacdo antes do
estabelecimento in vitro. A desinfestacdo para a limpeza dos explantes foi dividida em trés
partes: 1) lavagem com esponja e detergente por 5 minutos em seguida faz-se 0 enxague; 2)
posterior a primeira lavagem, realizou-se o0s cortes dos segmentos nodais com
aproximadamente 5 cm. Logo apds, aqueles foram colocados em alcool 70% por um minuto e
3) finalizado com uso de hipoclorito 2,5% por 30 minutos sob agitacdo constante. Apds a
assepsia em hipoclorito, em camara de fluxo laminar, o material vegetal foi enxaguado com

agua destilada e autoclavada por quatro vezes.
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2.4 Estabelecimento in vitro
Apos o enxague e em cadmara de fluxo laminar (Figura 3), foi realizado cortes com

bisturi para a limpeza de tecidos injuriados pela lavagem. Esse corte foi realizado em placa de

petri contendo uma solug&o antioxidante elaborada com &cido ascorbico a 500 mg L.

Figura 3. A, B) Redugdo de explante de Vanilla em cdmara de fluxo laminar, para obtengdo do segmento nodal a
3 cm e posterior inoculagdo in vitro. Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC) do Instituto Federal Goiano,
Campus, Urutai, GO.

Fonte: autores.

Os tratamentos foram compostos pelos meios de cultura Mrashige & Schoog (Anexo
1) com TO (agua, sacarose, agar e carvao ativado); 100% (T1), 75% (T2), 50% (T3); 25%
(T4) da concentracdo de macro e micronutrientes, acrescidos de 100 mg L™ de meio-inositol,
Agar-agar a 5,0 g L™ e sacarose a 30 g L™*; e o carvéo ativado a 1,0 g L. O pH foi alterado
para 5,2.
A inoculagdo (Figura 4) ocorreu em frascos de vidro de 220 ml, contendo
aproximadamente 30 ml de meio e vedados com tampas de polivipropileno (PVP) e uma
camada de Insulfilm. Este procedimento foi realizado em camara asséptica de fluxo laminar,

para controle da assepsia.



16

Figura 4. Trabalho de inoculagéo in vitro de Vanilla sendo realizado em camara de fluxo laminar. Laboratério
de Biotecnologia (LABIOTEC) do Instituto Federal Goiano, Campus, Urutai, GO.
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Fonte: autores.

Ap0s a inoculagdo, os vidros foram deixados por uma semana em ambiente sem luz e
temperatura de 17 °C (Figura 5 A e B). Apo0s esse periodo, foram encaminhados a sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C e luminosidade de microMols de 40W com

lampadas fluorescentes e foto periodo de 12 horas.
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Figura 5. A) Segmento uninodal de orquidea, inoculado em meio de cultura. B) Frascos inoculados e em
disposicdo na sala de crescimento. Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC) do Instituto Federal Goiano
Campus-Urutai-GO.

Fonte: autores.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis

tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 4 frascos por tratamento. As aferi¢des das variaveis
foram semanalmente ap6s a inoculacdo, as varidveis quantificadas foram: Taxa de
contaminacgéo (%); tipo de agente contaminante (%) e; Taxa de oxidacdo (%), Sobrevivéncia
(%); Calos na base; Taxa de enraizamento e brotac&o.

Realizou-se a estatistica descritiva para a obtencdo da média entre as diferentes
concentracfes dos meios e valores de média geral, maximo, o minimo, desvio padrdo e

coeficiente de variacdo dos tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizagao

As plantas de orquideas avaliadas apresentaram folhas com 3,0 centimetros de largura
e 33,0 de comprimento (Figura 6A, 6B). Esses dados conduzem a hipdtese sobre 0 processo
adaptativo na regido da Vanilla sp, e que podem ser introduzidas ao cultivo com chance de
oferecer ao mercado consumidor alternativas de producdo e diversidade, em relacdo espécie
cultivada.

Além da beleza das flores dessa espécie, a baunilha como alimento é muito requisitada
para aromatizar pratos para degustacdo. Nesse sentido Brumano (2019) salienta que através da
Gastronomia e principalmente pelas maos dos Chefs, foram “revelados” alguns frutos do

Cerrado que até bem pouco tempo eram desconhecidos dos comerciais. Acredita-se que a
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Baunilha do Cerrado tenha requisitos que a credenciam fazer parte deste rol de alimentos,
contribuindo assim com sua producdo e comercializagdo, para a promog¢édo de uma agricultura
verdadeiramente sustentavel que valoriza ndo s6 o0 produto, mas, sobretudo o

extrativista/produtor.

Figura 6. A, B) Orquidea com abundéancia em folhas, e em desenvolvimento vegetativo em ambiente doméstico.
Pontalina, 2022
Y

i
R .

Fonte: autores.

Do plantio até a floragdo foram aproximadamente de 24 a 36 meses. Dos quatro
individuos avaliados, constatou-se cada planta apresentou quantidade diferentes de flores,
variando numero de zero a seis. Em cada metro observou-se até seis flores por planta,
fecundada naturalmente.

As flores possuem conjunto de sépalas verdes e pétalas amarelo claro. Essas flores se
mantiveram abertas por aproximadamente 10 horas durante o dia. De cada flor, seis foram
fecundadas e geraram sementes. Essas sementes foram colhidas ap6s nove meses. Os dados
encontrados nesse estudo corroboram com o que relata Homma et al. (2002). Esses autores, ao
avaliarem um estudo de caso na Amazonia brasileira com a orquidea de produtores de Tomé-
Acu utilizam a variedade Planifolia mexicana, que foi introduzida pelo ex-Instituto
Experimental Agricola Tropical da Amazénia. Eles constataram que do plantio para a
primeira floragdo leva 2 a 3 anos, e da floragdo para colheita leva em torno de 8 a 9 meses
para colher. No periodo do inverno foi realizada a poda de formacdo, para dar inicio a
floracdo no periodo de agosto a setembro. A colheita foi efetuada no periodo chuvoso, de abril
a junho, mas pode apresentar variagdes dependendo da intensidade do periodo seco
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No mesmo caule é possivel constatar flor e fruto e folhas no mesmo periodo de
ocorréncia (Figuras 7, 8, 9, 10 e 11). As orquideas sempre representaram um das ornamentais
mais cobicadas pelas pessoas, no Brasil e no mundo todo, devido a exuberancia de suas flores
perfeitas e suas cores delicadas. Por este motivo, muitas pessoas praticam o extrativismo, que
consiste em retirada desordenada de orquideas silvestres da mata tropical, conduzindo assim
algumas espécies a beira da extin¢do. Ao se estudar e compreender os padrbes de adaptacao
da espécie, é possivel contribuir para a introducdo ao cultivo consciente pelo manejo
sustentavel, a0 mesmo tempo em que se promove a conservacao e manutencdo dessa planta

tdo importante.

Figura 7. Flor e fruto (vagem) ocorrendo simultaneamente em planta de Vanilla. Pontalina-GO. O processo de
abertura das flores foi averiguado no decorrer do més de setembro de 2021.

Fonte: autores.

Figura 8. A, B) Flor completa de orquidea do género Vanilla. Setembro de 2021. Pontalina-GO.
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Fonte: autores.

Figura 9. A) Flor completa de orquidea do género Vanilla, com sépalas em processo de abertura. B) Flor
completa de orquidea do género Vanilla, com sépalas abertas. Setembro de 2021, Pontalina-GO.

Fonte: autores.

Figura 10. Flor completa de orquidea do género Vanilla, com labelo em processo de abertura. Setembro de
2021. Pontalina-GO.
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Fonte: autores.

Figura 11. A, B) Flor completa de orquidea do género Vanilla, com sépalas e labelo totalmente abertos.
Setembro de 2021, Pontalina-GO.

Fonte: autores.

Em Stuttgart na Alemanha, dados sobre a biologia reprodutiva de Baunilha foram
mapeados em uma filogenia para responder as perguntas sobre a evolugdo dos sistemas de
polinizacdo neste género (Pansarin et al., 2022). Vanilla palmarum apresenta um sistema de
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acasalamento misto, com suas flores autégamas facultativas sendo polinizadas por beija-flores
ou outros agentes (Figura 12). Suas flores amarelas s&o inodoras e produzem néctar (Figuras
13, 14). O mapeamento do sistema de polinizacdo em arvores resultou em uma origem para
polinizacdo de aves e pelo menos duas origens para autogamia em Vanilla. A secrecdo de

néctar tem origem Unica na linhagem neotropical de folhas grossas (Pansarin et al., 2022).

Fonte: autores.

Fonte: autores.

Figura 14. Duas flores de orquideas Vanilla em tempos diferentes de desenvolvimento.
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Fonte: autores.

Os frutos (vagem) mediram 2,0 centimetros de didmetro transversal e 12,0 centimetros de
comprimento. Em cada metro do caule, constatou-se cinco folhas (Figura 15).

Figura 15. Vagem de orquidea em processo de desenvolvimento apés polinizagdo natural Flor.
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Fonte: autores.

Das seis flores abertas, geraram seis frutos, todavia, trés deles se abriram ainda na
planta. Os outros seis foram coletados, enrolados em papel toalha Umido, armazenado em
frascos de vidro de 300 ml e fechados. Logo apds foram colocados na geladeira a 8°C
conforme Figura 16A, 16B. Na Figura 16C é possivel constatar um fruto com a casca
totalmente escurecida, depois de cinco dias de colhida e em temperatura ambiente de

aproximadamente 31,3°C, no periodo colhido.
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Figura 16. A e B) Frutos no inicio do processo de escurecimento da casca e amadurecimento das sementes
iniciado da base distal para a proximal do pedinculo; C) Fruto com a casca totalmente escurecida. Pontalina,
maio de 2022.
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Fonte: autores.

Alguns frutos foram coletados em maio de 2021 e ficaram enrolados em papel toalha
Umido, armazenado em frascos de vidro de 300 ml e fechados e armazenadas por 450 dias.
Quando armazenada em temperatura baixa, observou-se que o processo de amadurecimento
foi continuo, porém de forma minimizada. O escurecimento da casca e a sementes € um
indicativo de que o embrido pode estar vidvel. No entanto, novos estudos devem ser
realizados para averiguacdo. As vagens quando abertas, apresentaram sementes de cor escura

e odor agradavel de baunilha (Figura 17).

Figura 17. Vagem com sementes totalmente maduras. A cor escura as sementes é uma caracteristica dessa

espécie. Pontalina, junho de 2022.
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Fonte: autores.
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3.2. Cultivo in vitro
Observa-se (Tabela 1) que houve a manifestacdo de agentes contaminantes em todos

os tratamentos, com excecdo da testemunha 0 (Agua+Agar+sacarose+C.A). Constatou-se que
as maiores ocorréncias sobreviveram nos meios com as maiores concentracdes de sais. Tal
fato se deve a disponibilidade nutrientes e que mesmo sendo realizada a assepsia, ndo foi

possivel e desinfeccdo dos explantes, ou a ocorréncia de simbiose.

Tabela 1. Valores de média entre as diferentes concentracdes dos meios e valores de média
geral, madximo, o minimo, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos tratamentos para a taxa
(%) das variaveis: oxidacao (Ox.); Fungos (fung.); bactérias (bac.); Raizes (R.); Brotos (Br.);
Calos na Base (C.B.); Sobrevivéncia (Sobrev.) para estabelecimento in vitro de Vanilla sp em
diferentes concentracdes de sais do meio de cultura Murashige & Schoog. Laboratério de
Biotecnologia do Instituto Federal Goiano campus Urutai-GO, 2022.

Tratamentos Ox.  Fun. Bac. R. Br. C.B. Sobrev.
(%)

0 (Agua+Agar+sacarose+C.A) 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
1 (MS 100) 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 75,0
2 (MS 75) 0,0 100,0 0,0 0,0 00 0,0 100,0

3 (MS 50) 00 75,0 0,0 0,0 00 0,0 75,0
4 (MS 25) 00 75,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0
Média Geral 00 70,0 0,0 30,0 0,0 0,0 70,0
Maximo 00 1000 00 100,0 0,0 0,0 100,0
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0
DP 00 411 0,0 447 0,0 0,0 41,1
CV (%) 0,0 5,9 0,0 149 0,0 0,0 5,9

Fonte: Elaborado pelos autores.

Na natureza, as orquideas manifestam uma simbiose com fungos micorrizicos, no
sentido de favorecer a germinacgdo de suas sementes. Esse processo, se deu ao longo de anos e
foi uma maneira de garantir a perpetuacdo da espécie, ja que as sementes de orquideas nao
possuem material de reserva que permitem aos embrifes, a sua germinacdao (Araujo et al.,
2019). Como néo foi observada a manifestacdo de agentes contaminantes no meio TO mas a
ocorréncia em todos os demais meios enriquecidos com macro e micronutrientes, a hipétese é
de que possa existir, algum tipo de relacdo ecoldgica entre a espécie estudada e os diferentes

tipos fangicos, em especial.
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Para a taxa de raizes, observou-se de 100,0% a zero por cento (Tabela 1). No meio
testemunha, esse evento esteve em 100,0% dos frascos quanto que no T1 foi de 50,0% e para
os demais ndo houve ocorréncia. Ndo houve brotaces, bem como calos na base, no periodo
avaliado. Todavia, € importante que novos estudos sejam balizados e que possam ser
efetuadas ldaminas com cortes dos explantes para a constatacdo de hifas ou esporos no material
vegetal.

No presente estudo, ficou evidente que para o estabelecimento in vitro de explantes de
Vanilla sp. obtidas no Cerrado, ndo é necessario a utilizacdo de macro e micronutrientes.
Nessa etapa de adaptacdo, essa orquidea conseguiu enraizar e sobreviver com meio de cultura
com Agua+Agar+sacarose+C.A.

Ao se avaliar a taxa de sobrevivéncia, verifica-se que esteve presente em todos 0s
tratamentos, exceto no T4. Os meios com diferentes concentracdes de sais, podem ter
proporcionado condicBes ideais de desenvolvimento e sobrevivéncias de fungos e bactérias.
Nesse contexto, é possivel que o aumento das massas de cepas e hifas tenham impedido a
absorcédo de nutrientes e luz pelos explantes, o que pode ter levado a sua senescéncia, antes da
emissdo de raizes conforme visto no TO e T1l. Quanto as bactérias, ndo foi verificada
ocorréncia nos tratamentos.

A ocorréncia de Phoma e Rhizopus foi verificada para o T1 e T4, respectivamente
(Tabela 2). Percebe-se que dos agentes micoldgicos, o Unico género observado em mais de um

tratamento foi o Aspergillus, conforme observado na Tabela 2.

Tabela 2. Identificacdo de agentes contaminantes em frascos de meio de cultura para
estabelecimento in vitro de Vanilla sp, em diferentes concentracdes de sais do meio de cultura
Murashige & Schoog. Laboratério de Biotecnologia do Instituto Federal Goiano campus
Urutai-GO, 2022.

Meio de Cultura Fungo Bactéria
TO 00 - 0
T1 100 Phoma 0
T275 Aspergillus 0
T3 50 Aspergillus 0
T4 25 Rhizopus 0

Fonte: autores.

O género Aspergillus contatados nos tratamentos 3 e 4 pode causar muitos danos as ao
material vegetal, pois € saprofito, causando principalmente a degradacdo de 6rgdos vegetais

de armazenamento, proporcionando insucesso no estabelecimento de explantes e por
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conseguinte, mudas sem qualidade. E interessante o estudo de estabelecimento de explantes
de orquideas Vanilla sp., para que se possam observar 0s processos inerentes a essa adaptacao.
Além disso o levantamento de dados nestas condicfes e que esses, possam servir de subsidios
para novos estudos. A incidéncia e a identificacdo de agentes contaminantes desses agentes
em orquideas sdo importantes, este pode vir a ser um indicativo de processos simbioticos
desenvolvidos por algumas espécies ao longo de sua evolucao.

Figura 18. Orquidea inoculada in vitro e em sala de crescimento. Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC) do
Instituto Federal Goiano, Campus, Urutai, GO.

Fonte: autores.

4. CONCLUSAO
Nas condigdes em que se realizou o experimento, & possivel concluir que, na

caracterizagdo foi perceptivel folhas com 3,0 centimetros de largura e 33,0 de comprimento,
ademais em cada metro do caule, constatou-se cinco folhas. No que concerne ao plantio até a
floracdo foram aproximadamente de 24 a 36 meses. De maneira que, cada planta apresentou
guantidade diferentes de flores, variando numero de zero a seis, assim em cada metro
observou-se até seis flores por planta, fecundada naturalmente. Por fim, as flores se
mantiveram abertas por aproximadamente 10 horas durante o dia e cada flor, seis foram
fecundadas e geraram sementes. Sementes foram colhidas ap6s nove meses. Em relagdo aos
frutos (vagem), eles mediram 2,0 centimetros de didmetro transversal e 12,0 centimetros de
comprimento. Sendo que, as sementes podem ficar armazenadas até 450 dias.

No que concerne ao cultivo in vitro, estabeleceu-se que para o cultivo in vitro de
Vanilla sp. coletadas no Cerrado, pode se usar o meio Agua+Agar+sacarose+carvao ativado,

de forma que o agente de maior incidéncia foi Aspergillus. Sendo que o tratamento asséptico
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foi eficiente. Ademias, também foi possivel observar que, ha possivel ocorréncia de simbiose
entre o material vegetal e os agentes contaminantes em meios enriquecidos com macro e

micronutrientes.
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Anexos

Anexo 1. Composicdo do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962).
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Componentes Formula Concentracéo (mg.L™?)
Macronutrientes
Nitrato de amonio NH4NO3 1.650,00
Nitrato de potassio KNOs 1.900,00
Cloreto de célcio CaCl2.2H,0 440,00
Sulfato de magnésio MgS04.7H20 370,00
Fosfato de potéssio KH2PO4 170,00
Sédio EDTA Na;EDTA 37,30
Sulfato de ferro FeS0O4.7H,0 27,80
Micronutrientes
Acido boérico H3BOs 6,20
Sulfato de manganés MnSQO4.4H20 22,30
Sulfato de zinco ZnS04.7H,0 8,60
lodeto de potassio KI 0,83
Molibdato de s6dio NaMo04.2H20 0,25
Sulfato de cobre CuS04.5H20 0,025
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Cloreto de cobalto CoCl2.6H.0 0,025
Vitaminas
Mio-inositol CeH1206 100,00
Outros
Sacarose C12H22011 20,00
Agar-agar 3.500,00
pH 5,80
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