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Germinagao de orquideas in vitro

In vitro orchid germination

RESUMO

Orquideas apresentam dificuldade de germinagdo pois sdo desprovidas de tecido de
reserva, sendo necessaria simbiose com fungos micorrizicos e espécie-especificos sendo
rara sua germinacdo na natureza. O objetivo desse trabalho foi realizar a germinacdo de
sementes de orquideas in vitro sem interacdo com micorrizas. Foram utilizadas sementes
de quatro espécies (Catlleya violacea; Epidendrum radicans; Dendrobium nobile. Apds a
assepsia, as sementes, foram inoculadas em frascos de vidro com meio de cultura, nos
seguintes tratamentos: MS, Knudson puro; Knudson com adicdo de vitaminas e
micronutrientes do MS; Knudson mais suco de cenoura. O delineamento foi inteiramente
casualizado, bifatorial(4x4), foi avaliado o tamanho das plantulas e efetuado a analise
estatistica. As sementes das espécies do género Catlleya e Epidendrum ndo germinaram, ja
a Dendrobium apresentou bom desenvolvimento e germinagdao no meio de cultura MS
seguido por Knudson mais cenoura e menor desenvolvimento foi em meio de cultura
Knudson puro, fato que ocorre devido a composicdo do meio MS ser mais completa. Para
estudos cientificos indica-se o uso do meio MS ou Knudson com vitaminas e
micronutrientes, ja para fins de comercializagdo indica-se o uso de Knudson acrescido de
cenoura.

PALAVRAS-CHAVE: Sementes. Semeadura. Meio de Cultura. Desenvolvimento.

ABSTRACT

Orchids are difficult to germinate because they are devoid of reserve tissue, and symbiosis
with mycorrhizal and species-specific fungi is required and their germination is rare in
nature. The objective of this work was to perform in vitro orchid seed germination without
interaction with mycorrhizae. Seeds of four species (Catlleya violacea; Epidendrum radicans;
Dendrobium nobile) were used. After asepsis, the seeds were inoculated into glass flasks
with culture medium in the following treatments: MS, pure Knudson; Knudson with added
vitamins and micronutrients. Knudson plus carrot juice The design was completely
randomized, bifactorial (4x4), seedling size was evaluated and statistical analysis was carried
out.The seeds of the genus Catlleya and Epidendrum did not germinate, whereas
Dendrobium showed good development. and germination in the MS culture medium
followed by Knudson more carrot and less development was in pure Knudson culture
medium, which is due to the more complete MS medium composition.For scientific studies
the use of MS or Knudson medium with vitamins and micronutrients, for commercial
purposes it is indicated the use of Knudson plus carrot.

KEYWORDS: Seeds. Seeding. Culture medium. Development.
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INTRODUCAO

As orquideas sdo angiospermas, epifitas, pertencente a familia Orchidacea
que conta com cerca de 35.000 espécies e cerca de 850 géneros (SOUZA e LORENZI,
2005). Apenas no Brasil sdo encontradas cerca de 200 géneros, sendo que de
acordo com o Livro Vermelho da Flora Brasileira 169 espécies de orquideas estao
ameacadas, 30 espécies criticamente em perigo, 55 em perigo e 15 espécies
vulneraveis. Segundo Bozzini e Liou, (2012) as orquideas podem ser consideradas
bioindicadores ambientais, ja que estas sdao encontradas em florestas em estagio
climax.

A dificuldade de propagacao das sementes de orquideas naturalmente, ocorre
devido a falta de endosperma nas suas sementes, fazendo-se necessario a
simbiose com fungos micorrizas para que ocorra a germinagdo, estima-se que
apenas 5% das sementes de orquidea germinem (PETERSON et al.,, 2004,
DEARNALEY, 2007; ARDITTI, 1979). O cultivo in vitro é uma técnica que proporciona
a propagacdo das orquideas, visando assim diminuir o risco de extingdo com a
conservacao ex-situ, além do desenvolvimento de estudos no dmbito fisioldgico,
relacionado ao crescimento e desenvolvimento das espécies (FERREIRA e SUZUKI,
2008), plantas com qualidade fitossanitdria, permite alta produtividade em
espacos relativamente curto de tempo.

Devido a importancia econdmica das orquideas, tanto no mercado interno
guanto no externo e sua importancia bioldgica, se faz necessdria a amplificacdo de
estudos do conhecimento do desenvolvimento e crescimento in vitro destas
plantas, visando atender a demanda do mercado buscando a obteng¢ao de mudas
de qualidade. O objetivo desse trabalho foi realizar a germinagao de sementes de
orquideas in vitro sem a interagdo com micorrizas.

METODOLOGIA

As capsulas de sementes utilizadas foram retiradas de matrizes mantidas em
estufas, onde foi realizada a polinizagao artificial. Apds a coleta as sementes foram
armazenadas em papel filtro em freezer a -20 2C. Para o desenvolvimento deste
trabalho fez-se uso de quatro espécies de orquideas sendo elas: 1) Cattleya
violacea; 2) Epidendrum radicans 3) Dendrobium nobile, que foi realizada em
duplicata, uma provinda de cada matriz.

As sementes passaram pelo processo de assepsia, que antecede a inoculagao.
As sementes foram colocadas em um recipiente com agua e detergente neutro
overnight, facilitando que esporos de fungos se soltem das sementes. E entdo estas
foram levadas a camara de fluxo laminar e colocadas em seringas descartaveis de
20mL, apdés empregar o émbolo, foi feita a succdo de uma solucdo 20% de
hipoclorito de sédio (NaOCl), produto comercial da marca Qboa®, deixando as
sementes imersas por 5 minutos sob continua agitacdo, apds succionado uma
solugdo de alcool etilico 70% por 3 minutos e entdo as sementes foram submetidas
a lavagem, utilizando agua destilada e autoclavada, sendo que este processo foi
repetido por quatro vezes por cerca de 3 minutos em todo tempo sob agitacdo,
conforme ilustrado na Figura 1. Apds a quarta lavagem, foi succionado agua
novamente que compde a solugdo (dgua+ sementes) solugdo usada na inoculagao.
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Figura 1 — Fluxograma esquematico do desenvolvimento da etapa de assepsia.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

A inoculagado foi realizada em frascos de vidro transparentes, contendo 60mL
de meio de cultura a temperatura ambiente. Dentro dos frascos foi injetado cerca
de 1mL da solugdo conforme a Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma esquematico do desenvolvimento da etapa de inoculacdo.
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Fonte: Autoria propria (2019).

Os frascos foram fechados com papel aluminio e filme transparente de PVC,
como pode ser observado na Figura 2. Os frascos foram mantidos em sala com
temperatura de 219C + 19C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro,
conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Vidros transparentes fechados com papel aluminio e filme PVC.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Os meios de cultura utilizados foram Murashige & Skoog (1962) (MS) e
Knudson com a seguinte constituicdo 2,0 g L-1 de Ca(NO3)2; 0,500 g L-1 KH2PO4;
0,500 g L-1 de MgS04; 1,0 g L-1 de (NH4)S04; 0,05 g L-1 FeSO4 e 0,015 g L-1 de
Mn(SO4). Foram desenvolvidos trés diferentes tratamentos sendo: (T1) MS puro;
(T2) Knudson puro e (T3) Knudson com adi¢do de vitaminas (Tiamina; Piridoxina;
Acido Nicotinico; Glicina) e micronutrientes (MnS044H,0; ZnS047H,0; H3BOs; KI;
Na;Mo042H,0; CuSO45H,0; CoCl,6H,0; Ferro EDTA; Na,EDTA; FeSO,7H,0) que
compde o meio MS e (T4) Knudson com adi¢cdo de 150mL de suco de cenoura
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(obtido em processador sem adicdo de 4agua). Todos os meios foram
suplementados com 30g L-1 de sacarose e 10,5g L-1 de agar com o pH ajustado em
5,7 antes da adicdo do dagar. A esterilizacdo do meio de cultura foi realizada em
autoclave a 120 2C a 1 atm de pressao durante 25 minutos.

Foram avaliado o tamanho das plantulas, sendo que esta foi feita apds a
germinacao das sementes, que ocorreu aproximadamente 40 dias apds a
inoculagdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, bifatorial
4X4 (4 meios de cultura X 4 espécies de orquidea) foram realizadas cinco
repeticdes. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) a analise de variancia e comparados pelo teste de Friedman a 5% de
probabilidade de erro, utilizando o programa estatistico BioEstat 5.3®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes das espécies Cattleya violacea e Epidendrum radicans nao
germinaram, fato que pode ser explicado devido a perda de viabilidade ao
armazenamento. Pardo et al., (2006) estudando dezesseis espécies de orquideas
incluindo espécies do género Epidendrum e Catlleya com diferentes ensaios de
armazenamento, citam que ocorre perda de viabilidade conforme se aumenta o
periodo de armazenamento.

Quando avaliada uma das matrizes da espécie Dendrobium nobile, para ambos
os tratamentos foi possivel observar que houve diferenca significativa entre os
meios de cultura. O meio de cultura que promoveu maior média de crescimento
foi 0 MS, com média de 2,04mm ja a média mais baixa foi obtida no meio Knudson
puro com 0,81mm, como é possivel observar no Gréfico 1.

Grafico 1-Grafico com médias de tamanho de plantulas em diferentes meios.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Apds a analise estatistica foi possivel observar diferenca significativa entre os
meios: Knudson puro e Knudson com adicdao de cenoura; entre Knudson puro e
Knudson com adicdo de vitaminas e micronutrientes e entre Knudson puro e MS.
Demonstrando assim que o meio de cultura Knudson puro nao foi eficiente na
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germinacao e desenvolvimento da espécie Dendrobium nobile e sim o meio MS
gue proporcionou a melhor germinacao e um bom desenvolvimento das plantulas,
este fato pode ser explicado devido ao meio MS apresentar sua composicao mais
completa quando comparado ao meio Knudson puro.

Schneiders et al., (2012) utilizando meio de cultura MS basico, suplementado
com 2,5 g L-1 de carvao ativado, além de agar, sacarose, tiamina e inositol, para
espécies de Cattleya forbesii e C. harrisonina, citam que obtiveram bons
resultados, que este promoveu o melhor desenvolvimento das espécies. Meio de
cultura % MS suplementado com vitamina, inositol glicina, agar e sacarose, para
sementes da espécie Dendrobium nobile apresentou maior eficiéncia no
crescimento das plantulas da espécie, quando comparado ao meio suplementado
com carvao ativado (GALDINO et al., 2011).

CONCLUSAO

Para sementes de Cattleya e Epidendrum ndo indica-se o armazenamento por
longos periodos de tempo, devido a perda de viabilidade. Para a espécie
Dendrobium nobile indica-se que para trabalhos com fins cientificos utilize-se meio
de cultura MS ou meio Knudson com adi¢cdo de vitaminas e micronutrientes, ja que
estes apresentaram boa germinacdo e desenvolvimento. Ja para fins comercias
indica-se o uso do meio Knudson com adicdo de suco de cenoura, ja que este
apresenta um custo menor quando comparado ao MS e apresenta resultados
satisfatorios.
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