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RESUMO

A espécie objeto desse estudo, Epidendrum cinnabarinum Salzm, além de possuir
grande potencial ornamental, possui uma distribuicdo disjunta entre afloramentos rochosos da
Regido Nordeste, com pequenas populacdes caracterizadas por grandes diferencas genéticas
interpopulacionais, 0 que torna a integridade genética da espécie ameacada. Técnicas de
cultivo in vitro propiciam obter uma grande quantidade de mudas em espago e tempo
reduzido, podendo ser empregada em projetos de recolonizacdo da espécie ou para fins
comerciais. Dentre os componentes dos meios de cultura, a sacarose € um componente muito
importante no meio de cultura in vitro servindo como fonte de carbono e energia. Em nosso
trabalho foi utilizado o meio 1/2MS com cinco diferentes concentracdes sacarose: 0,0g.L ™
10,09.L™%; 20,0g.L; 30,09.L™ e 40,0g.L™ de sacarose. Aos 10 dias de inoculacéo foi avaliada
a germinacao e aos 80 dias avaliou-se a formacdo de primordio foliares nos protocormos; aos
270 dias de inoculacdo foram avaliadas: nimero de folhas, nimeros de raizes, comprimento
de maior raiz, comprimento da parte aérea, didmetro de caule, nimero de plantulas e namero
total de protocormos. Para a aclimatizacao plantulas oriundas do desenvolvimento in vitro nas
referidas concentracdes de sacarose foram transplantas para vasos contendo vermiculita e
esfagno na proporgdo de 1:1, compondo 5 tratamentos com cinco repetigdes e dez plantulas
em cada parcela. Aos 45 dias de aclimatizacdo as plantas foram avaliadas quanto a taxa de
sobrevivéncia, numero de folhas, numeros de raizes, comprimento de maior raiz,
comprimento da parte aérea, diametro de caule e comprimento de maior folha. Ndo houve
germinacio na concentracdo de 0,0g.L™ de sacarose. As demais concentraces de sacarose
apresentaram germinacéo e formacéao de primérdios foliares. A concentracdo de 40,0g.L™ de
sacarose apresentou os melhores resultados para a maioria das variaveis avaliadas, além de
promover melhor aclimatizacdo nas plantulas de E. cinnabarinum. Conclui-se que o
desenvolvimento in vitro e ex vitro de E. cinnabarinum foi fortemente e positivamente
influenciado pela concentracdo de sacarose no meio de cultura para todas as variaveis
analisadas, com melhores resultados nas concentracdes de 30,0g.L™ e 40,0g.L™" de sacarose.

Palavras-chave: Orquidea; Carboidrato; Meio de Cultura.



ABSTRACT

The target species of this study, Epidendrum cinnabarinum Salzm, besides having high
ornamental potential, has a disjunct distribution between rocky outcrops in Northeast region,
with small populations characterized by large interpopulation genetic differences, which
makes the specie genetic integrity being threatened. In vitro cultivation techniques propitiate
to obtain a large quantity of seedlings in limited time and space, being able to be used in
resettlement projects of the specie or for commercial purposes. Among the components of the
culture media, sucrose is a very important component in the culture medium in vitro that
serves as a source of carbon and energy. In our study we used the medium 1 / 2MS with five
different concentrations of sucrose: 0,0g.L™"; 10,0g9.L""%; 20,0g.L%; 30,0g.L™" and 40,0g.L™
sucrose. After 10 days of inoculation and germination it was evaluated, and over 80 days, it
was evaluated the leaf primordium formation in protocorm; over 270 days of inoculation were
evaluated: number of leaves, numbers of roots, bigger root length, shoot length, stem
diameter, number of seedlings and total number of protocorms. For acclimatization seedlings
originated in vitro development in these sucrose concentrations, they were transplanted to
pots containing vermiculite and sphagnum moss in the ratio 1: 1, comprising five treatments
with five replications, and ten seedlings in each individual plot. Over 45 days of
acclimatization, the plants were evaluated for survival rate, number of leaves, numbers of
roots, bigger root length, shoot length, stem diameter and larger sheet length. There was no
germination at a concentration of 0,0g.L™" sucrose. The remaining sucrose concentrations
showed germination and formation of leaf primordia. The concentration of 40,0g.L™* sucrose
showed the best results for the majority of variables, in addition to promote better
acclimatization in seedlings of E. cinnabarinum. It was concluded that the in vitro and ex
vitro development of E. cinnabarinum was strongly and positively influenced by the
concentration of sucrose in the culture medium for all variables with better results at
concentrations of 30,0g.L™" and 40, 0g.L™ sucrose.

Keywords: Orchid; Carbohydrate; Culture Medium.
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Figura 5 - E. cinnabarinum aos 45 dias de aclimatadas, germinada e desenvolvida em
diferentes concentracdes de sacarose. A) 10,0g.L-1 de sacarose; B) 20,0g.L-1 de sacarose; C)
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INTRODUCAO GERAL

A familia Orchidaceae se destaca pela sua utilizacdo como planta ornamental, sendo
considerado um dos grupos de plantas que mais movimenta o mercado mundial da
floricultura. Neste aspecto, sua importancia € indiscutivel, gracas, sobretudo, a beleza,
exotismo, fragrancia e variedade de suas flores. Por outro lado, o elevado potencial
ornamental das orquideas tem contribuido para uma extracdo excessiva na natureza, de forma
a colocar em risco de extingdo muitas de suas espécies (Schneiders et al., 2012).

Epidendrum cinnabarinum é uma espécie de habitat terrestre ou saxicola caracterizada
por apresentar folhas disticas, distribuidas ao longo caule, flores de cores vermelhas,
alaranjadas, salmé&o e coralineas e labelo de margem longamente fimbriada. VVegetativamente
€ muito similar a Epidendrum secundum Jacg, porém diferencia-se por apresentar flores
maiores, principalmente vermelhas e com labelo fimbriado (Pabst & Dungs, 1975). A espécie
ocorre principalmente na Regido Nordeste do Brasil, especialmente nas regides litoraneas dos
Estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande Norte (Barros et al.,
2016). Além dessa distribuicdo litordnea mais ou menos continua, a espécie ocorre em
afloramentos rochosos isolados nos Estados da Paraiba e Pernambuco.

Curiosamente, as populacdes dos afloramentos rochosos apresentaram uma
diversidade genética interpopulacional surpreendentemente elevada em relacdo as populacoes
de habitat terrestre do litoral. Nesses casos, populacfes de afloramentos geograficamente
préximos dos municipios vizinhos de Queimadas e Fagundes, Paraiba, apresentaram aplotipos
completamente distintos (Pinheiro et al., 2014). Afloramentos rochosos geralmene apresentam
comunidades vegetacionais bem caracteristicas, com populacfes geralmente compostas por
poucos individuos (Caiafa & da Silva, 2007), o que as torna extremamente ameagadas.

Além disso, a elevada variabilidade genética interpopulacional, torna o
desaparecimento de uma delas, extremamente danoso para a manutencdo da diversidade
genética da propria especie. Nesse sentido, o desenvolvimento de um processo de cultivo in
vitro para E. cinnabarinum proporcionard condi¢fes para a recuperacdo de populacdes
ameacadas, contribuindo dessa maneira para a manutencao do pool génico da espécie. Além
disso, por tratar-se de uma espécie com potencial para uso como planta ornamental, o
desenvolvimento do seu in vitro também proporcionara condicfes para a producdo comercial
de mudas da espécie.

Uma das sinapomorfias tradicionalmente utilizadas na delimitagdo da familia
Orchidaceae, sdo as sementes caracteristicamente pequenas (variando de 20 até cerca de

1000um), com embrido indiferenciado, desprovidas de endosperma funcional, com pouco
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tecido nutritivo que proporcione condigdes para a sustentacdo da plantula (Arditti, 1992). Esta
caracteristica tornou a germinacéo das sementes de orquideas dependentes da associagdo com
fungos endofitos. Esta associacdo tem sido considerada parasitica, uma vez que ap0s a
penetracdo do fungo nas células do embrido, sdo formados “pelotas" de hifas que
posteriormente sdo digeridas pelo hospedeiro. Curiosamente, as "pelotas” de fungo que
também sdo observadas no coértex radicular de plantas adultas, possuem duragdo limitada,
sugerindo sua digestdo pela planta hospedeira (Arditti, 1992; Mckendrick et al., 2000, 2002;
Gardes, 2002; Kerbauy e Chaer, 2011).

Estas especificidades mutualisticas para a germinagdo das sementes de orquideas
levou interesse cientifico e desenvolvimento no inicio do Século XX de técnicas de cultivo in
vitro que possibilitassem um suprimento de nutrientes e minerais para a germinacdo e
desenvolvimento das plantulas (ver, por exemplo, Knudson, 1922). Essas técnicas
propiciaram a obtencdo de uma grande quantidade de plantas, e constituem uma importante
ferramenta para o repovoamento e reintroducdo na natureza de plantas ameacadas (revisado
por Yan et al., 2010).

Um fator extremamente importante no processo de multiplicacéo in vitro de orquideas,
¢ a etapa ex vitro, ou de aclimatacdo. Nessa situacdo as plantas sdo retiradas de um ambiente
totalmente controlado em termos de luz, temperatura, nutrientes, umidade, e contaminacao e
passa para um sistema aberto, sem esse controle. Além disso, as plantulas provenientes de um
ambiente com total suprimento de carboidratos deverdo ser estimuladas ao autotrofismo. Essa
passagem critica ocorre em casa de vegetacdo, onde as plantas passardo por estresse hidrico,
fitossanitario e nutritivo (Lone et al., 2008).

No cultivo in vitro é necessaria a presenca de carboidrato como fonte de carbono, ja
que nessa condicdo ocorre o desenvolvimento heterotrofico do vegetal. Ndo obstante, como
particularidade de respostas fisioldgicas das plantas, a concentracdo adequada de carboidrato
varia para cada espécie, sendo geralmente utilizada no meio nutritivo, uma concentragdo de
20,0g.L™" a 30,0g.L™". No entanto, algumas espécies necessitam de concentracBes mais
elevadas de carboidrato para um melhor desenvolvimento e sucesso in vitro. Por exemplo:
Oncidium baueri Lindley (SORACE et al., 2008), Oncidium varicosum Lindl. (Rego-Oliveira
et al., 2003) e Dendrobium nobile Lindl. (Faria et al, 2004) necessitaram concentragcdes mais
elevadas, entre 40,0g.L™" e 60,0g.L™". Por outro lado, Cattleya labiata Lindley e Laelia
itambana Pabst (Fraguas et al., 2003) e Cattleya walkeriana Gardner (Dignart et al., 2009),
requerem concentracdes mais baixas de sacarose, correspondentes a 20,0gL™ e 15,0g.L7,

respectivamente. Portanto, para o cultivo in vitro de espécies nativas ainda ndo germinadas
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experimentalmente, é importante estudar a curva de crescimento das plantulas em funcéo do
aumento da concentracdo de sacarose (Pivetta et al., 2010).

No presente trabalho objetivou-se avaliar diferentes concentragdes de sacarose na
germinacdo e desenvolvimento in vitro de Epidendum cinnabarinum, bem como avaliar a
influéncia dessas diferentes concentragdes na aclimatizacdo das plantas obtidas no cultivo in
vitro visando possiveis projetos de repovoamente de populacdes ameacadas ou para cultivo

comercial da espécie.
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi testar diferentes concentracbes de sacarose na
germinacdo e desenvolvimento in vitro e ex vitro E. cinnabarinum. O meio utilizado foi
reduzido a metade de sais MS, adicionado 2g.L™de carvdo ativado, 7g.L™ de &gar, em
seguintes tratamentos: 0,0g.L™%; 10,0g.L™; 20,0g.L™; 30,0g.L™* e 40,0g.L™* sacarose. Aos 270
dias de inoculacdo foram avaliados: numero de folhas, nimeros de raizes, comprimento de
maior raiz, comprimento da parte aérea, didmetro de caule, nimero de plantulas e ndmero
total de protocormos. Para aclimatacdo plantas foram transplantas para recipientes que
contendo esfagno e vermiculita na proporcao de 1: 1. Aos 45 dias de aclimatizacdo as plantas
foram avaliadas quanto a taxa de sobrevivéncia, nimero de folhas, numeros de raizes,
comprimento de maior raiz, comprimento da parte aérea, diametro de caule e comprimento de
maior folha. Os dados foram submetidos a andlise de regressao polinomial. A concentracdo de
sacarose 40,0g.L™" apresentou os melhores resultados para a maioria das variaveis, além de
promover uma melhor aclimatizacdo em mudas de E. cinnabarinum. Concluiu-se que uma
concentracdo de sacarose 40,0g.L™" pode ser utilizado para a cultura in vitro e ex vitro para as
espécies, tanto para fins comerciais, como de conservacao.

Termos para indexagédo: Ornamental; Epidendrum cinnabarinum; Protocormos.

IN VITRO CULTIVATION AND ACCLIMATIZATION OF Epidendrum cinnabarinum
Salzm. ex Lindl. (ORCHIDACEAE) ONE KIND WITH INTEGRITY GENETIC
THREAT: ASTRATEGY FOR CONSERVATION

Abstract - The aim of this study was to test different concentrations of sucrose in vitro
germination and development and ex vitro E. cinnabarinum. The medium used was halved
MS salts, added 2g.L-1 of activated carbon, 7g.L™" agar, in following treatments: 0,0g.L™;
10,0g.L™; 20,0g.L% 30,0g.L™ and 40,0g.L™ sucrose. Over 270 days of inoculation were
evaluated: number of leaves, numbers of roots, bigger root length, shoots length, stem
diameter, number of seedlings and total number of protocorms. For acclimatization plants
were transplanted for containers containing sphagnum moss and vermiculite at a ratio of 1: 1.
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Over 45 days of acclimatization the plants were evaluated for survival rate, number of leaves,
numbers of roots, bigger root length, shoot length, stem diameter and larger sheet length. Data
were submitted to polynomial regression analysis. The concentration of 40,0g.L™" sucrose
showed the best results for most variables, in addiction to promote a better acclimatization in
E. cinnabarinum seedlings. It was concluded that a 40,0g.L™* sucrose concentration may be
used for in vitro and ex vitro culture for the species, both for commercial purposes such as
maintenance.

Index terms: Ornamental; Epidendrum cinnabarinum; Protocorms.

Introducéo

Na familia Orchidaceae, o género Epidendrum constitui um megagénero com mais de
1.400 espécies, sendo considerado o segundo maior género da familia (Chase, 2015). Trata-se
de um grupo filogeneticamente complexo, formando diversos clados monofiléticos.
Epidendrum cinnabarinum é incluido no clado Amphiglottis que compreende plantas epifitas,
saxicolas e terrestres amplamente distribuidas pelos neotropicos (Hagsater & Soto-Arenas,
2010). A espécie ocorre principalmente na Regido Nordeste do Brasil, em &reas de restinga
dos Estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande Norte (Barros et
al., 2016).

Além da distribuicdo primariamente litordnea mais ou menos continua, E.
cinnabarinum pode ser observado em afloramentos rochosos da Paraiba e Pernambuco, em
Brejos de altitude ou no dominio das Caatingas. Estas populacdes se diferenciam das
litordneas por apresentarem uma diversidade genética interpopulacional significativamente
mais elevadas do que as populacGes do litoral. Mesmo populacbes de afloramentos
geograficamente proximos, como observado nos municipios Queimadas e Fagundes, Estado
da Paraiba, apresentaram apl6tipos completamente distintos (Pinheiro et al., 2014). Esses
afloramentos rochosos, também conhecidos como inselbergues (sensu Barthlott & Porembski,
2000) séo constituidos por espécies adaptadas a ambientes submetidos a forte estresse hidrico
e térmico, formando comunidades com relativa similaridade floristica, com pequenas
populagdes ecologicamente e reprodutivamente isoladas (Barthlott & Porembski, 2000; Caiafa
& Da Silva, 2007; Porto et al., 2008). Esse tipo de distribuicdo, tipicamente esta relacionado a
especiacdo alopatrica por isolamento reprodutivo de populacbes submetidas a diferentes
pressdes de selecdo (Grant, 1989), o que torna essas pequenas populacdes isoladas
extremamente susceptiveis as coletas predatorias. Além disso, por trata-se de uma espécie
com elevado potencial para cultivo como ornamental e obtencdo de hibridos artificiais
(Arditti, 1992), a espécie atrai a atencdo para a coleta sem controle em seu habitat. Nesse

sentido, técnicas de cultivo in vitro que propiciem a obtencdo de maior quantidade dessas
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plantas podem favorecer a manutencdo da espécie na natureza e até mesmo atender as
expectativas para o potencial interesse econdémico da espécie.

Segundo Ulisses & Soares (2013) as orquideas estdo entre as plantas que mais
movimentam o mercado mundial de flores, sendo comercializados aproximadamente US$ 20
bilhGes por ano, tendo sido registrado para o Brasil um volume de aproximadamente quatro
bilhGes de reais para o comércio varejista de orquideas (Reis, 2011). Infelizmente, uma parte
desse volume comercializado € proveniente do extrativismo predatorio que, aliado a continua
urbanizacdo e ao aumento das fronteiras agricolas, contribuiram para que diversas espécies
entrassem em iminente perigo de extingdo (Galdiano-Junior et al., 2013). Em populagdes
geneticamente pouco estruturadas como nos inselbergues, qualquer perturbacdo no habitat
pode afetar grandemente a regeneracao de toda uma populagdo, o que globalmente pode ser
um dos fatores responsaveis pelo declinio no nimero de espécies da familia Orchidaceae
como um todo (Than et al., 2011).

O cultivo in vitro é considerado uma técnica capaz de produzir plantas em larga
escala, além de possibilitar a obtencdo de uma grande quantidade de mudas em espaco e
tempo reduzidos. Mais de 500 milhdes de plantas sdo propagadas in vitro anualmente, sendo a
maioria constituida por espécies ornamentais (Debergh, 1994). As técnicas de cultivo in vitro
sdo comprovadamente eficientes na germinacao de sementes de varias espécies de orquideas,
na multiplicacdo dos individuos, além de produzir plantas com excelente qualidade
fitossanitaria (Suzuki et al., 2009). A semeadura in vitro permite obter um nimero de plantas
muito maior, especialmente quando comparada as condi¢des naturais. As orquideas possuem
sementes desprovidas de endosperma funcional (Freudenstein & Rasmussen, 1999), e embora
haja aproximadamente 500 mil sementes, por exemplo, em uma Uunica capsula, sua
germinacdo na natureza se torna dificil devido a dependéncia do fungo micorrizo para sua
nutricdo (Chang, 2007; Kerbauy & Chaer, 2011).

Na composi¢do do meio de cultura, a sacarose € um componente muito importante,
servindo como fonte de carbono e energia (Faria et al., 2004) e de acordo com as respostas
fisiologicas das plantas, sua concentragdo pode influenciar no desenvolvimento in vitro e ex
vitro, sendo importante estudar a curva de resposta em fungdo do aumento da concentracao de

sacarose em diferentes espécies (Pivetta et al., 2010).

A Ultima etapa do cultivo in vitro, consiste na aclimatizacdo das plantulas que saem de
uma condigdo totalmente controlada de luminosidade, temperatura, assepsia e nutricdo e
passam para uma condicdo ex vitro muito menos controlada. Nessa etapa, as plantulas

passam, para o autotrofismo, além de se adaptarem as novas condi¢cdes sem controle de luz e
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temperatura. Plantulas aparentemente perfeitas in vitro apresentam uma série de deficiéncias
anatdmicas que dificultam o controle da transpiracdo, o que possibilita uma rapida perda
d'agua, decorrente da quase inexisténcia de uma camada de cera protetora sobre a epiderme
foliar. Além disso, a conexao entre o sistema vascular do caule e das raizes adventicias ainda
é precéria, ndo havendo fluxo transpiratério adequado (Farias, et al., 2012). A perda de
plantas na fase de aclimatizacdo pode ser muito alta, tornando-se um fator limitante no
processo da micropropagacdo, em especial para plantulas de orquideas que majoritariamente
sdo germinadas in vitro (Galdiano Junior et al., 2013). Essa passagem critica, da fase in vitro
para 0 vaso em casa de vegetacdo, deve-se basicamente aos fatores de estresse hidrico,

fotossintese, absorcao de nutrientes e fitossanidade (Lone et al., 2008; Moraes et al., 2002).

Para Epidendrum cinnabarinum, ndo € conhecido qualquer registro na literatura
abordando aspectos da sua reproducéo in vitro e aclimatizacdo. Pelo tamanho e colorido de
suas flores, a espécie apresenta um destacado potencial para uso como planta ornamental ou
para a obtencdo de hibridos interespecificos. Além disso, na Regido Nordeste, apresenta uma
distribuicdo disjunta, formando pequenas populacdes geneticamente isoladas em afloramentos
rochosos de Brejo de Altitude e Caatinga (Pinheiro et al., 2014), o que torna a integridade
génica da espécie criticamente ameacada. Desse modo, 0 objetivo do nosso trabalho foi
avaliar o cultivo in vitro e ex vitro de E. cinnabarinum, utilizando diferentes concentracfes de

sacarose visando possiveis projetos conservacionistas ou para cultivo comercial da espécie.

Material e Métodos
Cultivo in vitro

O experimento foi desenvolvido no periodo de Dezembro de 2014 a Janeiro de 2016,
na Universidade Federal da Paraiba no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/UFPB), no
Laboratério de Biologia Celular e Cultura de Tecidos Vegetais. Sementes de E.
cinnabarinum, apos terem sua capsula descontaminada em alcool 70% por 3 minutos e em
hipoclorito a 20% (v/v), foram inoculadas em tubos de ensaio em capela de fluxo laminar. O
meio de cultivo foi o MS (Murashige & Skoog, 1962) reduzido a metade dos sais, acrescido
de 2g/L™ de carvdo ativado, 7 g/L™ de 4gar e em diferentes concentracdes de sacarose,
compondo os seguintes tratamentos, com 20 repeti¢des: 0,0 (controle); 10,0.; 20,0; 30,0 e
40,0g.L™" de sacarose. O meio nutritivo foi esterilizado antes da inoculagdo, com pH
estabilizado para 5,8.

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h e

temperatura de 25+ 2°C. Aos 10 dias de inoculagéo foi avaliada presenca de germinacéo e aos
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80 dias avaliou-se a formagdo de primérdio foliar nos protocormos. Aos 270 dias de
inoculacdo foram tomados ao acaso cinco repeticdes de cada tratamento, com excecao do
controle, e foi contabilizada a quantidade de plantulas desenvolvidas em cada repeticdo, bem
como os protocormos que ainda ndo tinham desenvolvido primordios foliares. Dessas
repeticdes foram retiradas 10 plantulas de cada, totalizando 200 plantulas, para avaliar o
desenvolvimento com relacdo a: numero de folhas, numeros de raizes, comprimento de maior
raiz, comprimento da parte aérea, diametro de caule e massa fresca total.

Os dados foram submetidos & analise de regressdo polinomial utilizando o programa
estatistico SAS 9.2 (2010). Os demais cultivos foram transferidos para meio MS, acrescido de

2g.L™" de carvéo ativado, 7 g.L™ de 4gar e nas suas respectivas concentracdes de sacarose.

Aclimatizacéo

Apos 60 dias de transferéncia para MS, plantulas com 3cm +0,1cm de comprimento,
foram transplantas para recipientes coletivos, contendo um substrato formado por
Vermiculita® + esfagno, na proporcdo de 1:1. O ensaio foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, sendo os tratamentos formados pelas plantas oriundas de cultivo in
vitro em diferentes concentragdes de sacarose, com cinco repeticbes, com dez plantas por
parcela, totalizando 200 plantulas. Todas as plantulas foram mantidas em sala de crescimento
por uma semana, com os recipientes ainda vedados, feitos furos em suas tampas. Em seguida,
foram transferidas para sala ambiente (sem luz artificial e sem? temperatura controlada) e,
ap0s uma semana, os recipientes tiverem suas tampas removidas. Com mais uma semana, 0S
tratamentos foram transferidos para telado, com tela de 75% de sombra. As regas foram feitas
em alternancia de dias com borrifador contendo adubo foliar comercial 5-10-6 +
micronutrientes (Aminomax).

Aos 45 dias de aclimatizacdo as plantulas foram avaliadas quanto a taxa de
sobrevivéncia, numero de folhas, numeros de raizes, comprimento de maior raiz,
comprimento da parte aérea, diametro de caule e comprimento de maior folha.

Os dados foram submetidos a analise de regresséo polinomial utilizando o programa
estatistico SAS 9.2 (2010).
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Resultados e Discusséo
Germinacao e desenvolvimento in vitro

Nos tratamentos na presenca de sacarose houve germinacdo em todas as repeticoes,
considerando como germinadas as sementes que formavam protocormos. Apo6s 80 dias da
inoculagdo, houve presenca de primordios foliares formados em todos os tratamentos, com
excecao do controle. Todavia, na medida em que foi aumentada a concentracdo de sacarose,
observou-se um aumento na formacéo de primordios foliares (Figura 1).

O tratamento na auséncia de sacarose apresentou 0% de germinacdo. As sementes de
orquideas ndo apresentam endosperma e cotilédone funcionais, sendo goticulas de lipidios as
Unicas substancias de reserva contidas no embrido (Suzuki et al., 2009), o que pode justificar
a ndo germinacdo na auséncia de uma fonte de carbono. Em Pterostylis sanguinea, uma
orquidea terrestre da subfamilia Orchidoideae, o acréscimo de diferentes niveis, de 5a 10 g.L
! de sacarose, promoveu o aumento na formagdo de tuberoides em relacdo ao controle
(Debeljak et al., 2002).

Por outro lado, plantas com sementes providas de endosperma e outros tecidos de
reserva, em geral germinam in vitro na auséncia de sacarose, como por exemplo, Byrsonima
intermedia (Nogueira et al., 2004), onde observou-se que 0 acréscimo de sacarose nos meios
testados alterou as porcentagens de germinacdo, de forma que no cultivo de embrides e
sementes a maxima porcentagem de germinacdo ocorreu em meio na auséncia de sacarose,
sendo 100% de germinacdo nos embrides e aproximadamente 60% nas sementes; Genipa
americana L. (Almeida et al., 2013), onde observou-se mais de 90% de germinacdo na

auséncia de sais e sacarose.
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Figura 1: Formacgao de primddios foliares em diferentes concentragdes de sacarose aos 80 dias

de inoculacao das sementes de E. cinnabarinum.
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Quanto ao comprimento da parte aérea da plantula o melhor resultado ocorreu para a
concentracdo 20,0g.L™" de sacarose’, com uma média de 2,90 cm de comprimento, com
reducdo a partir de 30,0g.L™" (Figura 2A). Concentraces elevadas de sacarose, também
influenciaram negativamente o crescimento de plantulas em Caularthron bicornutum (Hook)
Rafinesque, que apresentou maior comprimento da parte aérea na concentracio de 23,0g L™
(Pivetta et al., 2010). Por outro lado, Dendrobium nobile Lindley, apresentou os melhores
resultados de crescimento para uma concentracdo de 60,0g.L™" de sacarose, (Faria et al.,
2004). Contudo, para a variavel namero de plantulas formadas o melhor resultado foi obtido
na concentracdo de 40,0g.L™* de sacarose (figura 2B).

Para numero de raiz os melhores resultados foram observados nas concentracfes
30,0g.L" e 40,0g.L™, com média de uma raiz por plantula, enquanto nas concentracdes de
10,09.L™* € 20,0g.L™ a maioria das plantulas néo apresentaram raizes (Figura 2C). Na Figura 3
é possivel visualizar plantulas sem raiz em 10,0g.L™* e 20,0g.L™ e com raiz em concentragdes
maiores de sacarose. Uma concentracdo de 40,0g.L™" de sacarose também promoveu melhor
enraizamento em Oncidium baueri Lindley (Sorace et al., 2008). A obtencdo de plantas in
vitro com um sistema radicial bem desenvolvido é de grande importancia para a sua
sobrevivéncia e crescimento, principalmente quando da aclimatizagédo e transplantio para a
condicdo de vaso ou campo (Rocha et al., 2008). Para diametro de caule houve efeito
estatistico, onde a concentragdo de 40,0g.L™ de sacarose se destacou positivamente, com uma
média de 0,11 cm (Figura 2D).

Para nimero de folha, comprimento da maior raiz e massa fresca total, embora a
concentracdo de 40,0g.L™ apresentou as maiores médias para ambas as variaveis, com médias
de 1,1 cm e 2,259 para comprimento de maior raiz e massa fresca total, respectivamente.
Esses resultados diferem dos encontrados por Galdiano Janior (2013) onde concentracdo de
40,0g.L™ proporcionou reducéo no desenvolvimento in vitro de Cattleya violacea (Kunth)
Rolfe.
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numero de plantulas; C) Média de nimero de raiz; D) Média de didmetro de caule.
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Figura 3: Plantula de E. cinnabarinum aos 270 dias apods inoculagdo, em diferentes
concentragdes de sacarose. A) 10,0g.L™ de sacarose; B) 20,0g.L™ de sacarose; C) 30,0g.L™* de
sacarose e D) 40,0g.L™ de sacarose.
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O presente trabalho mostra que uma concentracdo mais elevada de sacarose, neste
caso 40,0g.L™*, proporcionou maior eficiéncia para a maioria das variaveis avaliadas. Rego-
Oliveira et al (2003) em trabalho sobre a influéncia de carboidratos no cultivo in vitro de
Oncidium varicosum observaram um melhor desenvolvimento in vitro numa concentracao
mais elevada de sacarose, 60,0gL™". Por ouro lado, concentragdes mais baixas de sacarose
promoveram melhores resultados para o desenvolvimento in vitro para um hibrido entre
Cattleya labiata e Laelia itambana (Fraguas et al., 2003) e para Cattleya walkeriana (Dignart
etal., 2009) .

Aclimatizacéo

Ap0s sete dias de aclimatizagdo, 100% das plantas permaneceram vivas, enquanto aos
45 dias observou-se resultado diferente na taxa de sobrevivéncia, com menor percentual de
plantas vivas nas concentragdes de sacarose, 10,0g.L™" e 20,0g.L™, com aproximadamente
100% de sobrevivéncia das plantas nas concentracdes mais elevadas de 30,0g.L™ e 40,0g.L™
(Figura 4A). O sucesso da aclimatizacdo implica em alto grau de sobrevivéncia das plantulas
e estd, muitas vezes, na dependéncia da etapa de pré-acondicionamento in vitro (Calvete et al.,
2002). O processo de aclimatizacdo consiste na conversdo da condicdo heterotrofica para a
autotréfica, com paulatino retorno as caracteristicas naturais da planta (Galdiano Janior et al,.
2013).

Para comprimento da planta o melhor resultado ocorreu na concentracéo de 30,0g.L™
com plantas apresentando em média 4 cm de comprimento (Figura 4B), enquanto nimero de
folhas, o melhor resultado foi na concentragdo de 40,0g.L™, com uma média de 4 folhas
(Figura 4C). O sucesso da aclimatizacdo de plantulas cultivadas in vitro esta relacionado a
ocorréncia de alteracGes anatdmica tais como a formacdo de cera epicuticular e efetiva
regulacdo estomatal. Essas alteracGes geralmente estdo condicionadas a fatores do cultivo in
vitro que promovam o enrijecimento das plantulas, o que pode ser obtido pelo decréscimo da
concentracédo de sacarose (revisado por Pospisilova et al., 2007).

Contudo, um efeito positivo para adi¢do de sacarose na aclimatizagcdo de plantulas a
condicdo ex vitro, também tem sido observado em diferentes grupos de plantas (e.g., Van
Huylenbroeck and Debergh, 1996; Fila et al., 1998; Serret et al., 2001; Hoffman et al., 2002;
Bandinelli et al., 2013) e também em Orchidaceae, como em Anoectochilus formosanus
Hayata (Ket et al., 2004). Efeito positivo para adi¢cdo de sacarose também foi observado para
massa fresca (Figura 4D), assim como para diametro e comprimento da raiz (Figura 5E e 5F,
respectivamente), especialmente para a concentracio de 40,0g.L™. Na Figura 5 é apresentada

plantas de E. cinnabarinum aos 45 dias de aclimatizadas, podendo-se observar as raizes
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desenvolvidas. Para as varidveis, niUmeros de raizes, diametro de caule e comprimento de

maior folha, ndo houve efeito estatistico.
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Figura 4. E. cinnabarinum aos 45 dias de aclimatadas, oriundas do cultivo in vitro em
diferentes concentracbes de sacarose: A) Porcentagem de sobrevivéncia; B) Média de
comprimento da plantula; C) Média de nimero de folhas; D) Média de massa fresca total; E)
Média de comprimento de maior raiz de E. cinnabarinum e F) Média de didmetro de maior raiz
de E. cinnabarinum (aos 45 dias de aclimatadas, oriundas do cultivo in vitro em diferentes
concentragdes de sacarose).



24

Figura 5. E. cinnabarinum aos 45 dias de aclimatadas, germinada e desenvolvida em
diferentes concentragbes de sacarose. A) 10,0g.L™ de sacarose; B) 20,0g.L™" de
sacarose; C) 30,0g.L™* de sacarose e D) 40,0g.L™ de sacarose.

A nutrigdo autotrofica, induzida in vitro, nem sempre conduz a um melhor crescimento
das plantas quando comparado com aquele obtido em um meio de cultivo contendo sacarose
(Skrebsky et al., 2004). Com o presente trabalho foi possivel demonstrar que a aclimatizacéo
de E. cinnabarinum foi favorecida pelo desenvolvimento in vitro em concentragdo acima de
30,0g.L™ de sacarose, especialmente a concentracdo de 40,0g.L™* que apresentou melhores
resultados para a maioria das variaveis analisadas. Para Vriesea inlata (Wawra) Wawra, por
exemplo, a utilizacdo de concentragcdes mais elevadas de sacarose, demonstrou que plantas
cultivadas em concentracfes acima 3% de sacarose tiveram um menor desenvolvimento in
vitro e ex vitro (Freitas et al., 2015). Os resultados apresentados aqui revelaram melhor
desenvolvimento para o cultivo in vitro e ex vitro de E. cinnabarinum obtidos na
concentracdo de 40,0g.L™ de sacarose, sugerindo a necessidade de se testar concentracdes

mais elevadas até se obter uma concentracdo maxima otima.
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Considerac0es finais

O desenvolvimento in viro e ex vitro de E. cinnabarinum foi fortemente e
positivamente influenciado pela concentracdo de sacarose no meio de cultura para todas as
variaveis analisadas, com melhores resultados nas concentracdes de 30,0g.L™ e 40,0g.L™ de
sacarose. Contudo, como n&o foi observado um decréscimo no desenvolvimento das plantulas
na concentracdo maxima utilizada em nosso experimento, 0 que ndo permite indicar se
40,0g.L™ é a concentracdo de sacarose 6tima para o cultivo in vitro e para aclimatizagdo desta
espécie. Para isso, serd necessario conduzir novos experimentos envolvendo maiores
concentragOes de sacarose, a fim de identificar a concentracdo 6tima para a espécie. Contudo,
especialmente pelo rapido desenvolvimento observado na aclimatizacdo da espécie, uma
concentracdo de sacarose de 40,0g.L™" podera ser utilizada para o cultivo in vitro e ex vitro

desta espécie, tanto para fins comerciais, como de conservacao.
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