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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é uma das mais numerosas entre as fanerégamas, sendo
encontrada em quase todas as regides do planeta, com exemplares até nas regides boreais.
Atualmente, muitas orquideas em estado silvestre encontram-se em extingcdo, tendo-se,
portanto, a importancia de seu cultivo (Moura, 1979).

O género Cattleya destaca-se no Brasil na maioria das espécies, tanto pela
coloracéo belissima, como pelo grande tamanho das flores (Silva, 1986).

As plantas propagadas in vitro necessitam de uma fonte de energia externa pois,
nesta fase sdo praticamente heterotréficas ndo encontrado as condicBes favoraveis para
realizar fotossintese. Assim, fontes de carboidratos sédo adicionadas ao meio nutritivo
fornecendo energia metabdlica e esqueletos carbdnicos para a sintese de compostos
organicos necessarios para o crescimento das células (Caldas; Haridasam; Ferreira, 1998).

A sacarose € o carboidrato mais utilizado em meio de cultura, visando a propagacao
de plantas ornamentais, sendo que no meio Murashige & Skoog (1962) sua concentracao €
de 30g.L™. Na propagacéo in vitro de orquideas, outras fontes também tém sido utilizadas
com menos freqiéncia como a glicose, frutose, maltose, entre outros (Tombolato; Costa,
1998).

O tipo e a concentracao dos aclcares sdo importantes para promover a germinacao
e o crescimento das plantulas in vitro, assim como a propria manutencdo de crescimento
radicular (Arditti, 1967; Ernest, 1967; Kraus; Kerbauy, 1992; Collins; Dixon, 1992; Kerbauy
1993).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes fontes de
carboidratos na germinacao in vitro de Cattleya labiata.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
UFRPE. As sementes foram obtidas a partir de capsula madura de planta adulta de Cattleya
labiata proveniente do assentamento Mochila situado no municipio de Garanhuns.

Antes da semeadura, a capsula foi lavada com detergente e agua corrente, em
seguida, dentro da camara de fluxo laminar, foi imersa por 1 minuto em alcool 70%, e em
solucéo de hipoclorito de calcio a 3% contendo 3 gotas de tween, durante um periodo de 30
minutos. Posteriormente foram realizadas 3 lavagens com agua destilada esterilizada para
remover o excesso de desinfestantes. Apds abrir a cdpsula, as sementes foram retiradas
com a ajuda de pinca e bisturi. Uma parte das sementes foi separada para ser feito o teste
de poder germinativo das sementes com 2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazdlio.

Para realizagéo do teste, as sementes foram embebidas durante 24 horas em agua e
colocadas na solugéo de 2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazélio a 1% durante 24 horas a 25°C.
Em seguida foram observadas no microscépio esteroscépio (lupa), e as sementes que
apresentaram coloracdo vermelha foram consideradas viaveis (devido a respiracdo do
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embrido). A outra parte das sementes passaram por uma desinfestacdo gasosa de 1 hora
com pastilha de formol em placa de Petri. A semeadura se deu em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), em frascos com capacidade para 250ml contendo 40ml de meio
com o pH ajustado para 5,8. Foram testadas trés fontes de carboidratos: sacarose
(C12H22011), glicose (CsH1206) € frutose (CsH1206). Separados em quatro tratamentos: (FO)
com 30g.L™" de sacarose (concentracdo usual em meio MS utilizada como controle), (F1)
com 30g.L™" glicose, (F2) com 30g.L™ frutose e (F3) com uma combinacdo de 15g.L™ de
frutose e 15g.L™" glicose. Em seguida, apés a semeadura, os frascos foram levados para a
sala de crescimento com temperatura de 25+ 2°C, com fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 50umol.m?.s™.

O experimento foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdbes para cada
tratamento, sendo avaliado a cada 15 dias apds a inoculacdo; constando como unidade
experimental um frasco com 8mg de sementes. Os parametros avaliados foram:
percentagem de contaminacdo, germinacgdo e formacé&o de plantulas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste realizado com 2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazélio mostrou que nem todas as
sementes presentes no interior da capsula sdo viaveis, ou seja, ndo contém o embrido
dentro de sua rede ou testa. Portanto, a percentagem de germinacao foi realizada dentro da
unidade experimental utilizada de 8mg por frasco, sabendo que nesta unidade contém
sementes com e sem embrido. Quando comparadas as concentracdes, aos 15 dias apds a
semeadura, foi observado que ndo houve efeito significativo no meio suplementado com
30g.L* glicose (F1), nem na interacdo frutose + glicose (F3), pois apresentaram
apresentando baixa intensidade de coloracdo verde, demonstrando lentiddo no processo
inicial da germinacao, porém, mostrando o intumescimento dos embriées (Figura 1B e 1C).
Contudo, o tratamento com 30g.L™ de sacarose (F0), a maioria das sementes apresentou
coloracdo verde intenso, revelando o inicio da germinagdo de uma forma mais eficaz com o
intumescimento dos embrides no estadio de esférula, estando ainda o embrido dentro de
uma testa reticulada (Figura 1D). Resultado semelhante apresentou os tratamentos com
30g.L™* de frutose (F2) (Figura 1E). Arditti (1992) relata que o desenvolvimento dos
cloroplastos em embrides de Cattleya aurantiaca, cultivados in vitro, tornou-se claramente
visivel apés os 14-20 dias.

Aos 30 dias de inoculacdo observou-se que os tratamentos FO, F2 e F3
apresentavam melhor indice de germinacdo (Figura 2). Porém os tratamentos F2 e F3
mesmo tendo melhor indice de germinacdo, apresentavam oxidacdo em alguns dos
embrides, estando muitos ainda dentro da testa (Figura 3A e 3B). O contrario ocorreu no
tratamento FO, que ndo mostrou nenhum sinal de oxidag&o e os embrides apresentavam-se
mais desenvolvidos j& formando corpos de protocormos (Figura 3C). O tratamento F1
apresentou menor indice de germinacdo com um baixo desenvolvimento dos embribes,
estando muitos oxidados e ndo passando do estadio de esférula, permanecendo dentro da
testa (Figura 3D).

A necessidade de adicdo de sacarose no meio para o cultivo de embrides tem sido
observada por varios autores, em distintas espécies de plantas (Rietsema et al., 1953;
Raghavan; Torrey, 1963; Hu e Fereira, 1998), principalmente em cultura de embrides em
estadios iniciais de desenvolvimento (pré-embrides). Nas células, carboidratos s&o
necessarios como fonte de energia nos processos biossintéticos (Gosslova et al., 2001) e
servindo também, como agentes osmoticos (Tremblay; Tremblay, 1991).
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Figura 1: Sementes de Cattleya labiata aos 15 dias de cultivo: Meio MS com 30g.L™ de
sacarose (FO0) (1A); Meio MS com 30g.L™ de glicose (F1) (1B); Meio MS com 30g.L™ de
frutose (F2) (1C); Meio MS com 15g.L™ de frutose + 15g.L™* de glicose (F3) (1D).

(Aumento de 45X).
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Figura 2: Percentagem de germinacao das sementes de Cattleya labiata aos 30 dias apés a
inoculag&o.nos tratamentos: Meio MS com 30g.L™ de sacarose (F0), Meio MS com 30g.L™
de glicose (F1), Meio MS com 30g.L™ de frutose (F2) e Meio MS com 15g.L™ de frutose +
15g.L" de glicose (F3).

Figura 3: Sementes de Cattleya labiata aos 30 dias de cultivo: Meio MS com 30g.L™ de
sacarose (F0) (3A), destacando em verde a formacdo dos protocormos; Meio MS com
30g.L" de glicose (F1) (3B); Meio MS com 30g.L™ de frutose (F2) (3C); Meio MS com
15g.L* de frutose + 15g.L™ de glicose (F3) (3D). (Aumento de 45X).
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Aos 45 dias apds a inoculacdo notou-se que o tratamento FO mostrou melhor
germinacdo e desenvolvimento dos protocormos, estando estes ja com os primordios
folhiares (Figura 4). E nos tratamentos F1, F2 e F3 podemos notar um estacionamento no
desenvolvimento dos protocormos e também uma maior oxidacdo dos mesmos quando
comparados com o tratamento FO, o qual mostrou menor oxidacdo dos protocormos
(Figura 5).

O uso da sacarose como a mais usual fonte de carbono para o cultivo in vitro,
visando aos mais variados propositos, tem sido observado para muitas espécies vegetais.
Sul & Korban (1998), testando trés fontes de carbono (sacarose, glicose e frutose) na
inducdo de gemas adventicias de embrides de Pinus sylvestris L.., observaram que 0s
explantes cultivados na meio Gresshoff e Doy contendo sacarose produziram a mais alta
freqiéncia de regeneracdo (81%), bem como auséncia de hiperhidricidade das brotacdes

adventicias.
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Figura 4: Porcentagem de germinacéo Figura 5: Porcentagem de oxidacdo nos
nos tratamentos com diferentes fontes tratamentos com diferentes fontes de
de carboidratos aos 45 dias apés a carboidratos aos 45 dias apdés a
inoculagao. inoculagao.

Aos 60 dias de cultivo ocorreu um aumento da oxidagdo dos protocormos nos
tratamentos F1, F2 e F3, ocorrendo uma maior afirmacéo da germinagdo no tratamento FO
(Figura 6).

: ik
Figura 6: Semente de Cattleya labiata aos 60 dias de cultivo: Meio MS com 30g.L™ de
sacarose (F0), (6A) destacando em vermelho a formacao dos primérdios folhares; Meio
MS com 30g.L™ de glicose (F1) (6B); Meio MS com 30g.L™ de frutose (F2) (6C) e Meio MS
com 15g.L" de frutose + 15g.L" de glicose (F3) (6D) destacando em amarelo os
protocormos oxidados. (Aumento de 45x).
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CONCLUSAO

A melhor fonte de carbono para germinacéo in vitro das sementes de Cattleya labiata
é a sacarose na concentracdo de 30g.L™.
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