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Introducéo

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais
apreciadas e de grande valor comercial. Desde o trabalho
pioneiro de Warming [1], até levantamentos mais
recentes [2], Orchidaceae tem sido apontada como uma
das cinco familias mais representativas da flora do
Cerrado. Uma das formas de aumentar a produgdo de
mudas com qualidade genética, e conservar espécies de
orquideas ameacadas de extingdo tem sido a
micropropagacdo e a propagacdo in vitro [3,4]. A
clonagem in vitro de matrizes selecionadas tem permitido
a compatibilizacdo de demandas especificas do mercado.

Um dos maiores problemas da producdo em escala
comercial é a contaminagdo do meio nutritivo por fungos
e bactérias durante as etapas de propagacdo in vitro. A
contaminacdo estabelece-se no meio de cultura e/ou
material vegetal competindo pelos nutrientes, produzindo
substancias toxicas e inibindo o desenvolvimento do
explante, ocasionando, assim, sua perda.

Em principio, existem quatro fontes de
contaminagdo: a fonte de explante, meio nutritivo, o
ambiente e o operador (habilidade). Outro fator
relacionado a contaminagdo na propagacdo in vitro de
orquideas é o tamanho da semente (1-2mm de
comprimento por 0,5 a 1,0mm de largura) [5]. O mais
importante destes é a fonte de explante que deve ser
desinfestada antes da inoculacdo in vitro a fim de
eliminar microrganismos exdgenos. O etanol é o
desinfestante mais empregado [6]. Além da acédo
germicida, o etanol tem acéo surfactante e facilita a acdo
de outros produtos sendo utilizado em concentracfes de
70 a 80%. Dentre as varias substancias germicidas a base
de cloro, utilizadas para desinfestacdo de explantes, as
mais comuns sdo o hipoclorito de sédio, encontrado em
formulagbes comerciais de &agua sanitaria ou o
hipoclorito de célcio encontrado na forma de p6 em lojas
comerciais [7]. Outras substancias tém sido adicionadas
ao meio de cultivo a exemplo de reguladores de
crescimento, antibioticos, fungicidas, carvdo ativo na
tentativa de minimizar o problema.

Considerando a importancia de estudos in vitro de
espécies orquideas, principalmente relacionados a
conservacao da espécie, este trabalho objetivou avaliar o

efeito da contaminagdo na propagacdo in vitro de
Cattleya walkeriana Gardner e Schomburgkia crispa

Lindl. de ocorréncia no Cerrado .

Material e métodos

A. Material vegetal

Foram usadas sementes das espécies Cattleya
walkeriana e Shomburgkia crispa obtidas a partir de
capsulas maduras coletadas na regido de Morrinhos-GO.
Antes de serem inoculadas no meio de cultivo essas
sementes passaram por um processo de desinfestacdo [8].

B. Meio para inoculacio de sementes

As sementes foram inoculadas no meio de
germinacdo [9] acrescido de 2% de sacarose (g/L). Esse
mesmo meio foi dividido em duas porcGes, em uma delas
foi adicionado 0,1% de carvéo ativado (g/L), pH 5,6.
Cada meio foi distribuido em 42 tubos de ensaio de 150
X 18 mm. Apo6s a inoculagdo, os tubos contendo as
sementes foram conservados em ambiente escuro por
sete dias e a seguir mantidos na luminosidade até a
formacdo de plantulas. As condi¢Bes de temperatura e
luminosidade foram as do ambiente do laboratdrio de
Biologia da Universidade Estadual de Goias — Unidade
Morrinhos.

C. Analise dos resultados

Cada espécie foi analisada separadamente e a cada 15
dias. Para isso foi quantificado o nimero de explantes
contaminados por espécie e por tipo de meio. O
experimento foi repetido duas vezes.

Resultados

Neste trabalho observou-se grande contaminag&o,
principalmente por fungos e bactérias (Figura 1) com
diferengas entre os meios de cultivos utilizados. A
contaminacdo foi observada logo apo6s a transferéncia do
escuro para 0 ambiente de luminosidade. Verificou-se a
ocorréncia de maior freqiiéncia de contaminacao entre a
primeira e segunda avaliagdo e a partir dai houve
consideravel reducgdo. Dentre a contaminagdo analisada
97% foi proveniente de contaminacdo por fungos e
apenas 3% por bactéria.

Uma das causas de contaminacdo por fungos esta
relacionada a cuidados no ambiente. Mesmo com
cuidados com assepsia, em biofabricas brasileiras ja
foram registradas porcentagens de contaminagdo
superiores a 30% causadas tanto por fungos como por
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bactérias [10]. O uso de fungicidas no meio de cultivo
visando a reducdo da contaminagdo por fungos é usado
por alguns autores [11]. Neste trabalho verificou-se que
com algumas medidas de limpeza e até com a préatica na
manipulacdo  houve  considerdvel reducdo na
contaminag&o por fungos.

Todos os gendtipos responderam bem ao cultivo in
vitro. De acordo com o que se observa na Figura 2 houve
diferenca na resposta entre os meios. Nota-se que na
inoculacdo de novembro de 2005 (Figura 2A) a presenca
de carvao ativo no meio de cultivo foi significante para a
espécie C. walkeriana. Nesta espécie, em meio
suplementado com carvao ativo a contaminacao foi em
torno de 20% contra 60% em meio sem carvdo. O
mesmo ndo foi observado para S. crispa nesta
inoculagdo. No entanto, com a repeticdo do experimento
(Figura 2B) observou-se que a presenca de carvao ativo
influenciou a resposta de ambas espécies. Além disso,
mesmo as sementes que ndo contaminaram, em ambas
espécies, no meio sem carvdo ndo chegaram a conversao
em plantula e os explantes apresentaram necrose. O
mesmo ndo foi observado quando se utilizou carvao
ativo no meio de cultivo.

Devem ser testadas novas espécies de orquideas e
outros agentes que assegurem uma melhor assepsia sem
prejudicar o desenvolvimento dos explantes. Diante
destes resultados pode-se inferir que o uso de carvdo
ativo no meio para as espécies estudadas contribuem néo
somente na reducdo de contaminacdo como na conversao
em pléntula.
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Figura 1. Tipos de contaminagéo observados quando da inoculagdo in vitro de sementes das espécies
Cattleya walkeriana (A e B) e Sciomburgkia crispa (C).
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Figura 2. Porcentagem de contaminagao na propagacéo in vitro de C. walkeriana e S. crispa em meios Knudson modificado
(1922) suplementados ou ndo com carvéo ativo. A) Média de 7 avaliagdes com inoculagdo em novembro de 2005 e B) Média

de 7 avalia¢Bes com inoculagéo em janeiro de 2006.
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