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RESUMO

Epidendrum carpophorum Barb. Rodr., pertencente a familia Orchidaceae, ¢ uma espécie
epifita que possui caracteristicas ornamentais de elevada importancia econdmica, o que acarreta
a retirada predatoria do seu habitat natural. As técnicas de cultivo in vifro podem ser uma
alternativa para o cultivo de orquideas, aumentando a germinacao e obtendo maior nimero de
plantas sadias e com qualidade. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do meio de
cultura na germinagao e desenvolvimento in vitro de sementes de Epidendrum carpophorum
Barb. Rodr. que facilitard o desenvolvimento de um protocolo eficiente de micropropagacao
dessa orquidea. A coleta das capsulas foi no orquidario do Bosque Rodrigues Alves, e levadas
ao Laboratorio de Biotecnologia da UFRA em Belém, Para. As cépsulas, fechadas e imaturas
de E. carpophorum foram inicialmente desinfestadas e inoculadas em 5 tratamentos e 10
repeticdes para a germinagdo in vitro: MS (T1); MS + 2,5g L! de carvio ativado (CA) (T2);
meio 2 MS (T3); meio %2 MS + 2,5¢ L' de CA (T4) + meio comercial B&G® (T5). Aos 60
dias, foi avaliado os pardmetros de porcentagem de contaminacgdo e germinagdo das sementes.
Para o estudo do desenvolvimento in vitro dos protocormos e formac¢ao das plantulas foram
testados 5 tratamentos com 5 repeti¢des, sendo: MS (T1); MS +2,5g L' de carvio ativado (CA)
(T2); meio 2> MS (T3); meio 2 MS +2,5g L'! de CA (T4) + meio comercial B&G® (T5). Apds
180 dias, foram avaliados os parametros de: peso fresco (g), altura média das plantulas (cm), n°
médio de folhas, comprimento de folha (cm) e comprimento de raiz (cm). Os dados obtidos
foram tabulados e calculado a média dos parametros analisados. Aos 60 dias, foi observado que
a espécie apresentou resultados satisfatorios quando cultivados no meio T3. Para o
desenvolvimento in vitro de protocormos ¢ formagdo de plantulas, os meios que obtiveram
melhores resultados foram o T1, T2 e T4, respectivamente. No geral, pode-se observar que o
uso de carvao ativado promoveu bom desenvolvimento de plantulas.

Palavras-chave: Micropropagacdo; Orquideas; Cultura de tecidos; Orchidaceae; Meio
nutritivo.

1 INTRODUCAO

De acordo com Flora e Funga do Brasil (2020) Epidendrum carpophorum Barb. Rodr.,
espécie objeto do presente estudo, ¢ uma orquidea altamente representativa na regiao
neotropical de distribuicdo nos estados do Amapa, Amazonas, Bahia, Pard e Rio de Janeiro
(BARROS et al., 2015). E. carpophorum apresenta sépalas e pétalas de cor marrom-amarelada
e labelo de menor tamanho (KOCH; SANTOS; ILKIU-BORGES, 2014). Esta espécie epifita
cresce em locais proximos a cursos d’agua, em florestas de varzea e igapo, principalmente em
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florestas ribeirinhas (SILVA; SILVA, 2010). Devido as suas caracteristicas ornamentais,
medicinais e alimenticias, apresentam elevada importincia econdmica e, por isto, em muitos
casos, sdo alvos de extrativismo predatério (SCHNEIDERS et al., 2012; HINSLEY et al.,
2017).

As técnicas de cultivo in vitro t€m sido utilizadas para a propagac¢ao de orquideas para
o estudo de aspectos fisioldgicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento € como
método de conservacgao ex-situ para reducdo do risco de extingdo (SUZUKI et al., 2009). A
micropropagacdo, como uma técnica da cultura de tecidos, ¢ utilizada como alternativa viavel
para obtencdo de mudas com alta qualidade genética, em curto espaco de tempo e em qualquer
época do ano. Do ponto de vista conservacionista, o uso dessa ferramenta ¢ importante, pois
ajuda a reduzir o risco de extingdo ao obter grandes quantidades de plantas de alta qualidade
fitossanitaria em um periodo de tempo relativamente curto (SUZUKI et al., 2009). Dessa forma,
torna-se necessario o emprego dessas técnicas, como a micropropagagdo, com objetivo de
preservacao e producao de plantas com alta qualidade fitossanitaria para evitar a sua retirada
predatoria do habitat.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes meios
de cultura na germinagdo e desenvolvimento in vitro de sementes de Epidendrum carpophorum
Barb. Rodr. que facilitard o desenvolvimento de um protocolo eficiente de micropropagagao
dessa orquidea.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Federal
Rural da Amazonia, campus de Belém, Pard no periodo de janeiro/2022 a abril/2022.
Inicialmente, foram coletadas cépsulas imaturas fechadas de E. carpophorum no orquidario do
Bosque Rodrigues Alves — Jardim Zoobotanico da Amazonia. Para a assepsia do material, as
capsulas foram lavadas com agua corrente com detergente neutro. Apods isto, em Camara de
Fluxo Laminar, foram imersas em solucdo de alcool etilico 70% (v/v) por 2 min.
Posteriormente, as capsulas foram imersas em solug¢ao de hipoclorito de sddio a 2,5% (v/v) por
30 min, seguido de trés lavagens em agua destilada estéril.

Para a germinacgao in vitro, as capsulas de E. carpophorum foram abertas com auxilio
de um bisturi e as sementes foram inoculadas em frascos contendo 30ml de meio de cultura.
Foram avaliados para a germinacdo 5 tratamentos e 10 repeticdes cada, sendo: meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962); meio MS + 2,5¢ L' Carvio Ativado (CA); meio MS com
metade das concentragdes de sais (/2 MS); meio %2 MS + 2,5g L! de CA, todos estes acrescidos
de 20g L' de sacarose; meio B&G® comercial para orquideas. Todos os meios foram
solidificados com 2,5g L' de Phytagel® e o pH foi ajustado a 5,8 antes da autoclavagem por
20 min a 121°C e 1 Kgf.cm? Foram consideradas sementes germinadas aquelas que
apresentarem protocormos de coloragdo verde, sendo as avaliagdes realizadas semanalmente.
Com 60 dias, foram avaliados porcentagem de contaminagao e de germinagao in vitro. Foram
consideradas sementes germinadas aquelas que apresentarem protocormos de coloragdo verde.

Para o desenvolvimento in vitro, protocormos de E. carpophorum em estagios iniciais
globulares sem evidéncia de primordios foliares foram inoculados em frascos com 30 mL de
meio de cultura. Foram utilizados 5 tratamentos contendo 5 repeti¢des, sendo: meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962); meio MS + 2,5g L! Carvio Ativado (CA); meio MS com
metade das concentra¢des de sais (2 MS); meio 2 MS + 2,5g L! de CA, todos estes acrescidos
de 20g L' de sacarose; meio B&G® comercial para orquideas. Todos os tratamentos foram
solidificados com 2,5g L"! de Phytagel® e o pH foi ajustado a 5,8 antes da autoclavagem por 20
min a 121°C e 1 Kgf cm? Cada tratamento foi composto por 5 repeti¢des contendo 5
protocormos cada frasco. Apos 180 dias, foram avaliados o desenvolvimento caracterizado pelo
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peso fresco (g), altura média das plantulas (cm), n° médio de folhas, comprimento de folha (cm)
e comprimento de raiz (cm). Os dados obtidos foram tabulados e calculado a média dos
parametros analisados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Germinacao in vitro

Com 30 dias todos os tratamentos apresentaram 100% de germinagdo caracterizado por
inicio do desenvolvimento de protocormos, apds o rompimento da testa da semente. Os
protocormos se apresentaram globulares e verdes e seu desenvolvimento ocorreu através de um
processo morfogénico gradual.

Como mostrado na Tabela 1, aos 60 dias apés a inoculacdo, 100% das sementes
germinaram, com o destaque para o T3 (meio 2MS) que obteve melhor qualidade na
germinagdo, indicando que a menor concentragdo de sais favorece a germinagao. Segundo Silva
et al. (2016) apods sete dias houve germinacdo de 80% nos meios MS, 2 MS e Knudson C
modificado em Epidendrum nocturnum. No tratamento T1 (MS) os protocormos se
apresentaram globulares, desenvolvidos, verdes, porém, sem a presenca de primoérdios foliares
aparentes (Tabela 1). Ja nos tratamentos T4 (/2MS +CA), T2 (MS+ CA) ambos com carvao e
TS5 com meio comercial B&G®, apresentaram protocormos menores € poucos apresentaram
primordios foliares.

Tabela 1. Avalia¢do da germinagdo in vitro de Epidendrum carpophorum em diferentes meios
de cultura aos 60 dias.
Tratamentos Porcentagem de Germinacao (%) Aspecto dos protocormos Coloragao

T1 (MS) 100 Desenvolvido verde

T2 (MS+ CA) 100 Pouco desenvolvido verde
T3 (2MS) 100 Bastante desenvolvido verde
T4 (/2 MS +CA) 100 Pouco desenvolvido verde
T5 (B&G®) 100 Pouco desenvolvido verde

A contaminacdo na germinacdo in vitro foi baixa, sendo a maior porcentagem no
tratamento T2 (20%) com fungos, seguido do T3 com 10% de contaminagdo fungica e T4 com
10% de contaminagao bacteriana. Nao houve contaminagao nos tratamentos T1 e T5. Esses
resultados mostram-se proximo da média, quando comparado com laboratorios de varios paises,
do total de contaminagao, as perdas causadas por fungos foram de 10,0% 35,0%. Em biofabricas
brasileiras, ja foram registradas mais de 30% de contaminagdo, mesmo com todos os cuidados
de assepsia (KLEIN, 2008).

3.2. Desenvolvimento in vitro de protocormos

Apos 180 dias, todos os tratamentos ja haviam formado plantulas, inicialmente
desenvolvendo apenas folhas primaérias verdes e, apds, o desenvolvimento das raizes. Os
tratamentos que tiveram melhor média de desenvolvimento de plantulas foram os tratamentos
T2 (MS+CA), T4 (%2 MS com CA) e T1 (MS) apresentando valores médios maiores (Tabela
2). O tratamento T3 (2 MS) apesar de apresentar consideravel altura média, n® de folhas e
comprimento de folhas obteve valores médios de peso fresco e comprimento de raizes menores.
O tratamento TS5 (B&G®™) apresentou baixo desenvolvimento dos protocormos, demonstrando
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os menores valores em peso fresco e comprimento de raiz das plantulas formadas (Figura 1).

Com os resultados obtidos, pode-se observar que os tratamentos que continham Carvao
Ativado (CA) na sua composi¢do, apresentaram resultados satisfatorios no desenvolvimento
dos protocormos e formagao de plantulas. De acordo com alguns autores, o efeito da adi¢do de
CA no meio nutritivo possibilita condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento que pode diminuir
a adsorcdo de compostos téxicos que podem ser inibidores de crescimento, além desse
componente ser eficiente na adsor¢do de nutrientes que sera disponibilizado de forma lenta para
a planta em desenvolvimento (GUSON; MORAES; RONCONI, 2012).

Tabela 2. Desenvolvimento de plantulas de Epidendrum carpophrorum in vitro em diferentes
meios de cultura com 180 dias.

Tratamentos Altura Peso fresco Média Comprimento Média  Comprimento
Média (cm) médio(g) N° Médio Folha N° Raiz Médio Raiz (cm)

Folhas (cm)
T1 (MS) 0,50 0,015 32 1,08 1,2 0,58
T2 (MS+ CA) 0,34 0,038 4,2 1,30 1,2 0,40
T3 (2 MS) 0,20 0,000 22 0,32 0,0 0,00
T4 (/2 MS 0,38 0,014 5,0 0,94 0,8 0,12
+CA)
T5 (B&G®) 0,12 0,000 24 0,24 0,0 0,00

Figura 1. Plantulas de Epidendrum carpophorum germinadas in vitro em diferentes
tratamentos com 180 dias.

4 CONCLUSAO

- A espécie Epidendrum carpophorum possui germinagao rapida apresentando resultados
satisfatorios quando cultivados em meio MS e /2 MS sem carvao ativado;

- Para o desenvolvimento de protocormos in vitro € formagao de plantulas obteve-se
melhores resultados nos meios com MS completo.

- O meio comercial B&G® nao ¢ adequado a germinacao e desenvolvimento da espécie;

- No geral, o uso de carvao ativado promoveu bom desenvolvimento de plantulas;

- Recomenda-se mais estudos com a espécie estudada para complementar na formagao de
um protocolo eficiente para a sua propagagao in vitro;
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