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Resumo: Este trabalho teve como objetivo analisar o estabelecimento in vitro 
inicial de Brassavola tuberculata por meio de semeadura assimbiótica, visando 
sua conservação in vitro. As sementes (10 mg) foram desinfestadas por meio de 
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solução de NaOCl 10% por 15 minutos sobre agitação. Em seguida, foram lava-
das por duas vezes em água destilada e autoclavada. Após a assepsia, as sementes 
foram inoculadas em 20 frascos de 200 mL contendo 30 mL de meio B&G®. Dos 
recipientes, 10 foram mantidos em ambiente sem iluminação e 10 em sala de cres-
cimento com temperatura de 25±2 ºC para ambos os tratamentos. O delineamento 
experimental foi totalmente casualizado, com dois tratamentos e dez repetições, 
sendo cada repetição um frasco. Inicialmente, notou-se contaminação por fungos 
nos dois tratamentos. Após 15 dias da inoculação, verificou-se que as sementes 
apresentaram-se intumescidas, mostrando a formação de protocormos aos 30 
dias da inoculação. Em 45 dias ocorreu o surgimento de estruturas aéreas. Em 
120 dias, plântulas foram observadas em ambos tratamentos, sendo observada 
raiz nas que se encontravam no escuro. O estabelecimento in vitro de B. tubercu-
lata pode ser efetuado por meio da germinação in vitro e, logo após a semeadura 
assimbiótica, as sementes de orquídeas devem ser mantidas no escuro.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. B. tuberculata. Germinação in vitro.

Abstract: This study was aimed to analyse the initial establishment in vi-
tro of Brassavola tuberculata through the nonsymbiotic cultivation, bearing in 
mind the conservation of in vitro. The seeds (10mg) were sterilized by NaOCl 
10% solution and stirred for 15 minutes, then washed twice in distilled water 
and autoclaved. After sterilization, seeds were inoculated in 20 flasks of 200 mL 
containing 30 mL of medium B&G®. 10 recipients were kept in a dark room, and 
10 in a growth room with temperature 25±2°C for both treatments. The exper-
imental design was completely randomized with two treatments and ten repeti-
tions, each repetition used by a flask. Initially, fungal contamination was noted 
in both treatments. After 15 days from inoculation, it was found that the seeds 
had swollen up, showing the formation of protocorm 30 days after inoculation. 
After 45 days, there was the emergence of overhead structures. On the 120th day 
seedlings were observed in both treatments, on the roots that were in the dark. 
The establishment of in vitro B. tuberculata can be accomplished through in vitro 
germination and soon after nonsymbiotic, cultivating the seeds of orchids should 
be kept in the dark.

Keywords: Tissue culture. B. tuberculata. Germination in vitro.

1	 INTRODUÇÃO 
1.1	 Biologia das orquídeas

As orquídeas são plantas herbáceas perenes diversificadas quanto ao tama-
nho, à forma dos caules, às folhas e à cor das flores (SCHNEIDER et al., 2012). 
Estas plantas pertencem à família Orchidaceae e à ordem Asparagales, correspon-
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dendo à maior família dentre as Angiospermas. Possuem cerca de 850 gêneros e 
20.000 espécies no mundo, sendo que no Brasil, podem ser encontrados cerca de 
236 gêneros e 2.430 espécies (APG III, 2009). Embora a diversidade de orquídeas 
seja alta no Brasil e em diversas partes do mundo, muitas espécies são vítimas de 
extrativismo, levando muita das vezes à sua extinção (VENDRAME et al., 2014).

A família Orchidaceae é constituída de grande número de gêneros, espécies e 
híbridos e, dentre os principais gêneros encontrados no Brasil, destaca-se o gênero 
Brassavola. (FARIA et al., 2012). A espécie Brassavola sp. é conhecida popular-
mente como chuva de prata, cebolinha, rabo de rato e orquídea dama-da-noite. 
Esta espécie possui elevado valor ornamental, pois além da sua rusticidade, apre-
senta floração bastante abundante e duradoura, produzindo inflorescências com 
cinco a sete flores de coloração branca levemente amarelada, que exalam odor 
levemente adocicado ao anoitecer (RECH; ROSA; MANENTE-BALESTIERI, 
2010). Além disso, Brassavola sp. é importante economicamente por originar 
híbridos do intercruzamento com Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum 
(SOARES et al., 2012).

Devido a essas características, a coleta predatória deste gênero em seu ha-
bitat se torna mais frequente (HERING; PUTZKE, 2007). A espécie Brassavola 
tuberculata é nativa dos estados de Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Paraíba, Para-
ná, Pernambuco, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, São Paulo, Sergipe e Tocan-
tins (BARROS et al., 2013) ocorrendo também no Mato Grosso do Sul (RECH; 
ROSA; ROSA-JUNIOR, 2010).

1.2	 Conservação in vitro
O extrativismo e a destruição de habitats naturais vêm levando espécies en-

dêmicas a entrar em extinção, tornando-se necessárias técnicas de conservação 
in vitro. Uma forma de manter não só a integridade genética dos estoques, mas 
também parte da diversidade genética das espécies é por meio da conservação do 
germoplasma in vitro (VIEIRA et al., 2001; PINHAL et al., 2011).

A conservação in vitro é importante por permitir o resgate de populações 
que correm o risco de extinção, preservação da diversidade genética, intercâmbio 
de plântulas entre centros de pesquisas e redução das perdas causadas por desas-
tres naturais. Além disso, segundo Santos et al. (2011) e Reed, Gupta e Uchendu 
(2013), a preservação de germoplasma in vitro apresenta, em médio prazo, um 
baixo custo econômico e algumas vantagens em comparação com a conservação 
no campo, como a redução do espaço de armazenamento e a rápida multiplicação 
de material vegetal livre de pragas e patógenos presentes no campo.

A cultura de tecidos pode contribuir tanto para a fase de conservação como 
de avaliação dos acessos, coleções de trabalho e bancos de germoplasma (MAN-
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TELL; MATTHEWS; MCKEE, 1994). Outra finalidade importante da cultura de 
tecidos é facilitar a produção em larga escala de espécies de propagação vegeta-
tiva de importância econômica a partir de um único explante, permitindo a con-
servação do genótipo através do desenvolvimento de duas tecnologias integradas: 
a micropropagação e o estabelecimento de banco de germoplasma in vitro, que 
são complementares aos bancos de sementes, como é feito rotineiramente para 
culturas como a banana, batata, cana-de-açúcar, entre outras (SANTOS, 2000; 
SANTOS; SALOMÃO, 2010; MORAES et al., 2007). No entanto, a manutenção 
das culturas in vitro necessita de subcultivos periódicos e podem ocorrer perdas 
por contaminação, existindo também a possibilidade de variação genética ao lon-
go do cultivo que comprometem o desenvolvimento da cultura (SOUZA et al., 
2007).

1.3	 Cultivo in vitro 
O cultivo in vitro é uma técnica que, segundo Mantell, Matthews e McKee 

(1994), permite que pequenos fragmentos de tecido vivo (explante) sejam isola-
dos de um organismo e cultivado assepticamente por períodos indeterminados 
em um meio nutritivo semidefinido ou definido. A partir dessa descoberta, com a 
obtenção dos conhecimentos sobre a atuação dos principais hormônios vegetais 
(auxinas e citocininas) e seus efeitos no crescimento e divisão celular nas plantas, 
foi demonstrado que explantes de tecidos vegetais podiam se proliferar através de 
repetidas divisões celulares e quando as condições de cultura apropriadas eram 
proporcionadas, massas celulares podiam então seguir através de várias vias me-
tabólicas de desenvolvimento e assim regenerar brotos, raízes e, eventualmente, 
plantas inteiras.

Com base nas técnicas de cultivo in vitro e na necessidade de resgate das 
populações de alguns grupos de plantas, tais técnicas podem ser usadas para a 
preservação de orquídeas. As espécies mantidas em laboratório apresentam, se-
gundo Altafin et al. (2002), um alto vigor fisiológico, em virtude de sua nutrição 
balanceada nas fases iniciais de desenvolvimento, e isto se traduz em rápido cres-
cimento e maior tolerância a condições adversas de meio ambiente, bem como ao 
ataque de doenças e pragas, além do manuseio de grande número de indivíduos 
em espaço reduzido e sob condições assépticas (UNEMOTO et al., 2007). 

1.4	 Germinação ao desenvolvimento inicial 
Em orquídeas a germinação in vitro se inicia com expansão dos embriões 

dando origem a uma estrutura cônica. Conceitos relacionados à germinação, em 
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sementes de orquídeas, variam entre autores. Harvais (1973) considera que a 
semente germinou quando o embrião demonstra indício de atividade, por outro 
lado, outros autores consideram germinadas as sementes após o rompimento pelo 
embrião (KAUTH et al., 2006), e outros ainda a consideram germinada somente 
após a gema caulinar estar diferenciada (CURTIS; NICHOL, 1948; ICHIHASHI, 
1990). No processo de germinação de sementes em orquídeas, o embrião desen-
volve em uma estrutura denominada protocormo (LEROUX; BARABÉ; VIETH, 
1995; JOHNSON; KANE; PÉREZ, 2011). O protocormo passa por fases de di-
ferenciação de tecidos e órgãos, originando folhas e raízes adventícias sendo en-
tão denominado plântula (BARABÉ; SAINT-ARNAUD; LAUZER, 1993). Existe 
uma variação no tempo entre a semeadura assimbiótica e a formação da plântula 
dependendo da espécie e das condições de cultivo.

Em ambiente natural, orquídeas apresentam crescimento lento e precisam 
de interação simbiótica com fungos (KALIMUTHU; SENTHILKUMAR; VI-
LAYAKUMAR, 2007). No ambiente de laboratório, as orquídeas apresentam alta 
porcentagem de germinação sem que as sementes precisem desta relação simbi-
ótica. A cultura de tecidos facilita a propagação em larga escala de espécies de 
importância econômica e, a partir de um único explante, permite a conservação 
do genótipo através do desenvolvimento de duas tecnologias integradas, a micro-
propagação e o estabelecimento de banco de germoplasma in vitro (MORAES et 
al., 2007). 

Todas as fases do crescimento e desenvolvimento in vitro são influenciadas 
por presença, intensidade e qualidade da luz. Além disso, o fotoperíodo é impres-
cindível para adaptação dos explantes em condições in vitro (ICHIHASHI, 1990; 
JOHNSON; KANE; PÉREZ, 2011).

O objetivo deste trabalho foi analisar o estabelecimento in vitro inicial por 
meio da semeadura assimbiótica da espécie Brassavola tuberculara Hook, visan-
do a conservação in vitro desta espécie.

2	 MATERIAIS
O trabalho foi realizado no Laboratório de Ciências Morfológicas e Biodiag-

nóstico (LaMorBio) da Universidade Federal de Goiás (UFG) – Regional Catalão. 

2.1	 Material vegetal 
Cápsulas fechadas (Figura 1A) contendo as sementes (Figura 1B) de B. tuber-

culata foram obtidas a partir de indivíduos selecionados (Figura 1C) da coleção 
de Dionatas Gonçalves Ribeiro, Catalão, Goiás.
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Figura 1.  Detalhes de B. tuberculata. A) Cápsula fechada; B) cápsula aberta mostrando sementes (seta); C) flor.

2.2	 Desinfestação e inoculação in vitro 
Em câmara de fluxo laminar, as sementes (10 mg) foram submetidas à de-

sinfestação por meio da solução de NaOCl 10% por 15 minutos sobre agitação 
utilizando uma seringa estéril. A seguir foram efetuadas duas lavagens em água 
destilada e autoclavada. Após a assepsia, as sementes foram inoculadas em 20 
frascos de vidro com capacidade de 280 mL contendo 30 mL de meio B&G®, 
10 gL-1 de ágar e pH ajustado para 5,8±0,2 antes da esterilização em autoclave a 
120 ºC e à pressão de 1,05 kg/cm2 por 20 minutos. Após a inoculação, 10 frascos 
contendo os explantes foram mantidos por 15 dias no ambiente sem iluminação 
e 10 frascos foram mantidos em sala de crescimento com irradiância em torno de 
35 mmolm-2s-1, temperatura de 25±2 °C. 

2.3	 Delineamento experimental 
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 

dois tratamentos e dez repetições, cada uma representada por um frasco com 
10mg de sementes distribuídas aleatoriamente. As avaliações foram realizadas, 
inicialmente a cada dois dias para verificar as possíveis contaminações. Quinze 
dias após a inoculação das sementes, os frascos mantidos em ambiente sem ilu-
minação foram transferidos para ambiente com irradiação. Foram feitas análi-
ses semanais do desenvolvimento inicial in vitro. Foram consideradas sementes 
germinadas aquelas que apresentavam intumescimento do embrião O início do 
desenvolvimento foi marcado com o surgimento de protocormos. Foi considerada 
plântula após surgimento da parte aérea.
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3	 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Na análise inicial, foi observada contaminação microbiana nos primeiros 

dias após inoculação das sementes, independente da presença ou da ausência de 
luz. Neste trabalho observou-se, inicialmente, contaminação por fungos (Figuras 
2A e 2B) em 40% dos frascos mantidos no escuro e 20% dos frascos mantidos na 
luminosidade. A partir da observação do fungo, foi feita a coleta do mesmo com 
fita adesiva e esta foi colocada sobre uma lâmina contendo corante para obtenção 
da imagem observada ao microscópio na Figura 2B. 

Figura 2.  A) Contaminação do meio de cultura por fungo; B) hifas e esporos de fungos em microscopia de luz em 
aumento de 1.000x.

As possíveis causas de contaminação podem estar relacionadas ao manuseio 
dos recipientes no laboratório, descuidando-se das práticas assépticas necessárias 
para a manipulação das culturas (THOMAS; SOLY, 2009; THOMAS; KUMARI 
2010). Mesmo com cuidados com assepsia, em biofábricas brasileiras já foram 
registradas porcentagens de contaminação superiores a 30% causadas tanto por 
fungos como por bactérias (NIETSCHE et al., 2006; SOUZA et al., 2007).

O início da germinação das sementes de B. tuberculata foi verificado cerca de 
quinze dias após a inoculação no meio de cultura. Observou-se o intumescimento 
do embrião e o rompimento da testa, formando um corpo globular esverdeado e 
indicando a presença de clorofila. No presente trabalho, inicialmente houve in-
tumescimento das sementes, independentemente da fonte luminosa (Figsuras 3A 
e 3B), levando ao rompimento do tegumento seminal e à liberação do embrião, 
com diferenças na coloração em função da exposição à luz.

O processo inicial do desenvolvimento in vitro considerado neste trabalho foi 
a fase de protocormo, pois nas descrições de Kraus, Kerbauy e Monteiro (2006) e 
Arditti (2008), o padrão de germinação de sementes de orquídeas é uniforme; ou 
seja, as sementes começam a intumescer. 
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Figura 3.  Intumescimento das sementes em ambos os tratamentos. A) 12 dias após a inoculação das sementes no 
tratamento com iluminação; B) 20 dias após a inoculação das sementes nos dois tratamentos.

O embrião se desenvolveu numa estrutura tuberiforme, como foi verificado 
neste estudo, chamada de protocormo (Figuras 4A e 4B). As estruturas observa-
das apresentam aspecto esverdeado, nas quais a região mais afilada e basal mais 
globosa, tuberculiforme, já podem ser claramente reconhecidas, caracterizando o 
protocormo.

Figura 4.  Surgimento dos protocormos após 30 dias de inoculação. A) Tratamento com luminosidade; B) tratamen-
to sem luminosidade.

Em relação ao tempo de germinação, há variação na literatura relacionada 
ao genótipo. Sementes de Cattleya bicolor Lindl. mostraram protocormos após 
20 dias da inoculação (SANTOS et al., 2007), as sementes de C. forbesii germina-
ram aos 30 dias após a semeadura, independentemente do tratamento (SCHNEI-
DERS et al., 2012). Para Oncidium flexuosum Sims, Pereira et al. (2005) observa-
ram 90% de germinação aos 7 dias após a inoculação das sementes. As sementes 
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de B. tuberculata germinaram aos 30 dias após a semeadura, independentemente 
do tratamento (luz e escuro) (Tabela 1), tendo o ambiente escuro promovido a 
maior taxa de germinação das sementes em comparação com o claro, 78% ± 11,5 
e 66% ± 6,55, respectivamente. 

Tabela 1.  Taxa de germinação de sementes de B. tuberculata obtida trinta dias após a semeadura in vitro

Condições experimentais Germinabilidade (%)±DP

Luz 66 ± 6,55
Escuro 78 ± 11,5

Após 120 dias em sala de crescimento, verificou-se o desenvolvimento das 
plântulas mantidas em ambiente sem iluminação (Figura 5A). As plântulas man-
tidas em claro apresentaram o desenvolvimento da parte aérea sem a presença de 
raízes (Figura 5B). Schneiders et al. (2012) observaram que os protocormos se 
desenvolveram em plântulas após 180 dias da inoculação das sementes em Cat-
tleya forbesii.

Figura 5.  Comparação de plântulas que se desenvolveram em ambos tratamentos. A) Tratamento sem iluminação 

(raiz indicada pela seta); B) tratamento com iluminação.
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho com plantas de B. tubercu-
lata, na presença e ausência de luz, observou-se que ocorrem padrões distintos 
quando os explantes foram incubados na ausência de luz. Desta forma, recomen-
da-se a utilização do ambiente escuro para a germinação das sementes e o cresci-
mento inicial de B. tuberculata. 

4	 CONCLUSÃO 
A germinação das sementes e o crescimento inicial de B. tuberculata mostrou 

melhores resultados na ausência de luz. Considerando as condições experimen-
tais utilizadas no presente estudo, os resultados obtidos apontaram para aspectos 
que poderão ser utilizados como subsídios para continuação da atual abordagem 
experimental, cuja compreensão, sob o ponto de vista de aplicabilidade, poderá 
auxiliar no desenvolvimento de protocolos para conservação in vitro de plantas 
em vias de extinção ou de interesse comercial.
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