Acta Botanica Brasilica 26(3): 714-719. 2012.

Efeitos da escarificacao quimica e da concentracao de nitrogénio
sobre a germinacado e o desenvolvimento in vitro de Vanilla
planifolia Jack ex Andr. (Orchidaceae: Vanilloideae)

Cristiano Pedroso-de-Moraes"?, Thiago de Souza-Leal', Alan Rodrigo Panosso? e Marcelo Claro de Souza’

Recebido em 11/10/2011. Aceito em 19/06/2012

RESUMO

(Efeitos da escarificagdo quimica e da concentragdo de nitrogénio sobre a germinagéo e desenvolvimento in vitro de
Vanilla planifolia Jack ex Andr. (Orchidaceae: Vanilloideae)). Vanilla planifolia é uma espécie com grande valor comer-
cial, porém sua propagacao ¢ dificultada devido a baixa germinagao de suas sementes. No presente estudo procurou-se
avaliar a influéncia da escarificagio destas sementes por meio da imersiao em H,SO, concentrado durante 60, 120
e 180 segundos, bem como de diferentes concentragdes de nitrogénio sobre a germinagio e o desenvolvimento das
plantulas. Sessenta segundos de escarificagdo e 25% de nitrogénio no meio de cultura proporcionaram os melhores
resultados sobre a germinagdo e desenvolvimento de V. planifolia, constituindo-se em um procedimento viavel para
a produgido comercial dessa espécie.
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ABSTRACT

(Effect of chemical scarification and concentration of nitrogen on the germination and in vitro development of
Vanilla planifolia Jack ex Andr. (Orchidaceae: Vanilloideae)). Vanilla planifolia is a species with a large commercial
value; however, it is difficult to propagate due to low seeds germination. In the present study we aimed to evaluate
the influence of scarification of the seeds by soaking them in concentrated H,SO, for 60, 120 and 180 seconds, as
well as different concentrations of nitrogen, on germination and plant development. Sixty seconds of scarification
and 25% nitrogen in the culture medium provided the best results for germination and is a viable procedure for the
commercial production of this species.
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teor de vanilina produzida em seus frutos (Pedroso-de-
-Moraes & Fontana 2005; Kalimuthu et al. 2006), bem como
ao fato de varios pontos do Brasil apresentarem condi¢oes

Introducao

Baunilheira é o nome popular dado a diversas espécies

do género Vanilla Plum. ex Mill,, nas quais o desenvolvimen-
to inicial de seus representantes ocorre como ervas sarmen-
tosas, que posteriormente adquirem o habito hemiepifito.
Os caules das espécies apresentam-se cilindricos, suculen-
tos, nodosos e podem atingir até 20 m de comprimento,
encontrando-se sempre fortemente fixados a seus foréfitos
por meio de indmeras raizes adventicias (Hoehne 1945).
No Brasil, Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews representa
grande potencial econémico, devido a qualidade e o elevado
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edafoclimédticas favordveis para sua produgido e possivel
exportagdo (Bicalho 1969). O aroma de baunilha, ou seja,
a vanilina ¢ obtido da planta na forma de gluco-vanilina,
na proporgao de 2% em peso. A fonte natural da gluco-
-vanilina, o fruto da baunilha, atualmente fornece 20 das
12.000 toneladas consumidas anualmente, o equivalente a
cerca de 0,2% da produgio nacional (Berger 2000). Apesar
da produgio de baunilha representar um processo traba-
lhoso e de alto custo, apresenta-se rentavel, uma vez que a
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vanilina de extrato natural chega a atingir US$ 4.000 por kg
no mercado mundial (Daugsch & Pastore 2005).

Os frutos maduros desta espécie sdo capsulas siliqui-
formes de coloragdo pardo-escura (pré-secagem) ou preta
(pos-secagem), suculentas e imidas ao tato, contendo
milhares de sementes pequenas e pretas (Corréa 1984),
de diferentes tamanhos, mas com semelhante potencial
germinativo e de desenvolvimento (Arditti & Ernest 1992).
Apesar de pequenas, tais sementes enquadram-se entre as
maiores dentro das Orchidaceae, podendo ser contadas a
vista desarmada (Kalimuthu et al. 2006).

A propagac¢do da baunilheira, em 4mbito mundial é
realizada por estaquia, pois a germinac¢do de sementes de Va-
nilla spp., assim como da grande maioria das Orchidaceae,
¢ extremamente baixa ou quase nula em condi¢des naturais
(Kalimuthu et al. 2006). Nao obstante, para orquideas em
geral, podem ser obtidas elevadas taxas de germinacdo
quando germinadas assimbioticamente desde que em meios
de cultura adequados (Pedroso-de-Moraes et al. 2009a; b).

Pesquisas sobre a germinacéo assimbidtica de espécies de
Vanilla spp. (Knudson 1950; Lugo 1955; Knorr et al. 1997),
indicam a existéncia de dois fatores limitantes a germinabi-
lidade e desenvolvimento das mesmas: a permeabilidade do
tegumento e a concentragio de sais nitrogenados nos meios.
Contudo, na literatura, tais fatores ndo foram estudados de
forma conjunta, demonstrando a necessidade da realizagao
de trabalhos envolvendo escarifica¢do e diminui¢do nas
concentragdes de sais nitrogenados conjuntamente, visando
a otimizac¢ao de produgdo destas plantas.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabi-
lidade da utilizagdo da escarificagdo quimica de sementes
de Vanilla planifolia, bem como a redugdo da concentragio
de nitrogénio no meio de cultura visando a produgio de
mudas da espécie.

Material e métodos

Em abril de 2009, cinco flores de diferentes individuos
de Vanilla planifolia cultivados sob tela de sombreamento
50%, temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa de 236
pmol.m?.s!, em casa de vegetagio do Centro Universitario
Herminio Ometto — Uniararas, Araras, Sdo Paulo, foram auto-
polinizadas e suas sementes foram coletadas apos seis meses.

Sementes de Vanilla planifolia intactas (controle) e es-
carificadas em diferentes periodos de exposi¢ao ao acido
sulfurico concentrado (60, 120 e 180 segundos) (Tab. 1),
foram pré-embebidas em dgua destilada por 24 horas.

Posteriormente, foram lavadas em dgua corrente por
trés vezes e desinfestadas utilizando hipoclorito de s6dio a
5% com duas gotas de detergente comercial, sob agitacdo
durante cinco minutos em tubos Eppendorf*. Em seguida, os
tubos contendo as sementes foram mergulhados em alcool
70% e levados a cimara de fluxo laminar, onde foram lavadas
em agua destilada autoclavada por quatro vezes com o au-
xilio de seringa de 1 mL esterilizada (Arditti & Ernst 1992).
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Em ambiente estéril, as sementes foram depositadas,
juntamente com 1 mL de 4gua destilada autoclavada, em
placas de Petri (12 cm), como descrito por Arditti & Ernest
(1992), as quais continham o meio de cultura MS (Murashi-
ge & Skoog, 1962) em sua formulagao original e com modi-
ficagdes quanto a concentragio de seus sais nitrogenados:
nitrato de amoénia (NH,NO,) e nitrato de potdssio (KNO,).
Estes aparecem no meio de cultura em concentra¢des de 20
mg.L"* na formulagdo original (100%), alterando-se, portan-
to, para 10 mg.L* quando reduzidos pela metade (50%) e
5 mg.L! reduzidos a 1/4 da formulagdo original (25%). As
placas semeadas foram mantidas em cdmara climatizada
tipo B.O.D., por 120 dias a 25 + 2°C no escuro, devido a essa
espécie ser fotoblastica negativa (Lugo 1955).

O monitoramento diario da germinagao foi realizado
sob luz verde de seguranca, sendo consideradas germi-
nadas as sementes que apresentaram folhas a partir de
protocormos visiveis “a olho nu”. Os dados obtidos foram
utilizados para o calculo da germinabilidade (G%) e indice
de velocidade de germinacdo (IVG) (Labouriau & Agudo
1987). O delineamento experimental utilizado foi do tipo
inteiramente casualizado com quatro repeti¢oes de 250
sementes cada, compondo assim esquema fatorial 4x3 com
quatro repetigoes.

Na segunda etapa, foi avaliado o desenvolvimento de
plantulas a partir das sementes germinadas nos diferentes
tratamentos da primeira etapa. Em ambiente estéril, sessenta
plantulas por tratamento foram transferidas aleatoriamente

Tabela 1. Descrigao dos tratamentos experimentais de sementes e plantulas de
Vanilla planifolia Jack ex Andr. submetidas a diferentes periodos de exposigao
em H,0, escarificagio em H,SO, e concentragdes dos sais nitrogenados do meio
de cultura MS, expressas em percentagem.

Tratamentos Descrigio dos tratamentos

1 60s. H,O + 25% meio MS
2 60s. H,O + 50% meio MS
3 60s. H,0 + 100% meio MS
4 120s. H,0 + 25% meio MS
5 120s. H,0 + 50% meio MS
6 120s. H,0 + 100% meio MS
7 180s. H,O + 25% meio MS
8 180s. H,O + 50% meio MS
9 180s. H,0 + 100% meio MS

10 60s. de escarificagao em H,SO, +25% meio MS
11 60s. de escarificagao em H,SO, + 50% meio MS
12 60s. de escarificagdo em H,SO, + 100% meio MS
13 120s. de escarificagdo em H,SO, + 25% meio MS
14 120s. de escarificagio em H,SO, + 50% meio MS
15 120s. de escarificagdo em H,SO, + 100% meio MS
16 180s. de escarificagio em H,SO, + 25% meio MS
17 180s. de escarificagio em H,SO, + 50% meio MS
18 180s. de escarificagdo em H,SO, + 100% meio MS
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para quatro recipientes de vidro esterilizados, com volume
de 250 mL contendo 50 mL do mesmo meio de cultura utili-
zado durante a germinagio, totalizando, assim, 15 plantulas
por frasco (Pedroso-de-Moraes et al. 2009a,b). Estes foram
fechados com tampa plastica transparente e mantidos em
B.0.D.a25+2°Ce fotoperiodo de 16 horas sob intensidade
luminosa de aproximadamente 40 pumol.m?s™* por 120 dias.

Foram avaliados os seguintes pardmetros morfoldgicos:
altura das plantulas (AP), nimero de raizes (NR), matéria
fresca (MF) e matéria seca (MS) total, comprimento da
maior raiz (CR) e da maior folha (CF). Os dados obtidos no
experimento foram submetidos a andlise de varidncia pelo
teste F e, para comparagdo das médias, utilizou-se o teste
Tukeya 5% de probabilidade, sendo utilizada a transformagao

(%G + 5,0)
100

em Asen para as avalia¢des referentes ao

percentual germinativo (Zar 1999).

Resultados e discussao

De modo geral, todas as caracteristicas avaliadas apre-
sentaram resultados semelhantes, sendo os melhores veri-
ficados no tratamento representado pelo menor periodo
de escarificagdo, associado a menor concentragdo de sais
nitrogenados (NH,NO, e KNO,) em meio de cultura MS

(5 mg.L"! ou 25% da formulagdo original) para desenvolvi-
mento das plantulas (Tab. 2).

Em relagdo ao percentual germinativo foi observado um
méximo de 64% para 60 segundos de escarificagdo em HSO,
associada a 25% de NH,NO, e KNO, no meio, diferindo
significativamente dos demais tratamentos, bem como o
menor percentual (6,5%) foi obtido pela escarificagao por
180 segundos e a totalidade de sais nitrogenados no meio
de cultura (20 mg.L"). Os testes envolvendo apenas pré-
-embebicdo das sementes de Vanilla planifolia em dgua des-
tilada por 24h, seguido por semeadura em meio MS a 100,
50 e 25% da concentragdo de sais nitrogenados, obtiveram
percentuais germinativos de 5%, sugerindo que o H,SO,
tanto pode interferir de forma positiva como negativa sobre
a germinagdo das sementes dessa espécie, dependendo do
tempo de exposicéo.

E amplo o uso de 4cidos em experimentos de germina-
¢do de sementes das mais variadas espécies (Medeiros-Filho
et al. 2005; Alves et al. 2007; Dutra et al. 2007; Dutra &
Medeiros-Filho 2009). Porém, esse método, mesmo em bai-
xas concentragdes, pode nio ser eficiente para a superagdo
de dorméncia em algumas espécies vegetais, em razdo de
alguns tegumentos apresentarem certa porosidade, o que
permite a absor¢ao rapida dos acidos, causando efeito de-
letério ao embrido (Alvarenga et al. 2007) como observado
em Chrysophyllum albidum G. Don., no qual foi verificada
uma relagdo inversamente proporcional entre o periodo

Tabela 2. Interagdo entre periodo de exposi¢iao em H,O, escarificagdo em H,SO, e concentragio de sais nitrogenados no meio de cultivo MS em sementes e plantulas

de Vanilla planifolia Jack ex Andr.

Meio de Cultivo

Tempo H,0 25% 50% 100% H,0 25% 50% 100%
Germinagio (%) VG
60 s. 0,05 Ad* 0,13 Aa 0,11 Ab 0,09 Ac 0,10 Ad 1,56 Aa 0,99 Ab 0,52 Ac
120s. 0,05 Ad 0,10 Ba 0,09 Bb 0,08 Bc 0,09 Ad 0,83 Ba 0,39 Bb 0,24 Bc
180 s. 0.05 Ad 0,09 Ca 0,08 Cb 0,07 Cc 0,09 Ad 0,30 Ca 0,20 Cb 0,15 Cc
CV (%) 0,31 0,89
Numero de raizes Comprimento radicular (cm)
60 s. 1,15 Ad 4,75 Aa 3,75 Ab 2,75 Ac 0,35 Ad 4,40 Aa 3,18 Ab 1,33 Ac
120 s. 1,05 Bb 3,25Ba 3,25 Ba 2,75 Ba 0,12 Bd 4,33 Aa 3,03 Ab 1,13 Ac
180 s. 0,05 Cc 2,75 Ca 1,75 Cb 1,25 Cb 0,01 Cd 4,25 Ba 2,98 Bb 1,03 Bc
CV (%) 17,14 6,06
Altura das plantulas (cm) Comprimento foliar (cm)
60 s. 1,12Ad 6,40 Aa 5,18 Ab 3,32 Ac 0,52 Ac 1,45 Aa 1,45 Aa 0,92 Ab
120s. 1,11 Ad 6,30 Ba 5,03 Bb 3,13 Bc 0,45 Bd 1,42 Ba 1,33 Bb 0,90 Bc
180 s. 0,08 Bd 5,98 Ca 4,96 Cb 3,05 Cc 0,38 Cd 1,39 Ca 1,12 Cb 0,88 Cc
CV (%) 1,22 1,51
Matéria fresca (g) Matéria seca (g)
60 s. 0,03 Ab 0,27 Aa 0,24 Aa 0,07 Ab 0,003 Ad 0,022 Aa 0,019 Ab 0,007 Ac
120s. 0,01 Be 0,22 Ba 0,20 Ba 0,04 Bb 0,003 Ad 0,020 Ba 0,008 Bb 0,007 Bc
180 s. 0,01 Bc 0,13 Ca 0,08 Cb 0,02 Cc 0,001 Bc 0,005 Ca 0,002 Cb 0,002 Cb
CV (%) 12,23 4,85
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de exposicdo ao 4cido sulfurico associado ao aumento de
sua concentragdo e o percentual germinativo, sendo que
maiores concentragdes e tempos de exposi¢do ao acido,
geraram menores percentuais germinativos, devido as lesdes
ocorridas nos embrides (Aduradola et al. 2005).

Séo escassos na literatura trabalhos envolvendo a esca-
rificagdo e a germinagdo de sementes de plantas epifitas.
Contudo, os resultados obtidos neste trabalho (Tab. 2)
corroboram os observados em sementes de Dyckia encho-
lirioides var. encholirioides (Gaud.) Mez. (Pompelli 2006),
Bromelia laciniosa Mart. ex Schult. f. (Angelim et al. 2007),
Echinopsis rhodotricha Schiitz e Echinopsis calochlora K.
Schumann (Alcantara et al. 2008; Yule & Dias 2009), nas
quais o aumento do periodo de exposi¢do ao acido sulfurico
resultou na reducdo da germinabilidade devido as lesdes
causadas aos embrides pela permeabilidade concedida
pela delgada espessura dos tegumentos das sementes destas
espécies e de V. planifolia (Porras-Alfaro & Bayman 2007).

Em meios nutritivos utilizados para germinacéo e cres-
cimento, sdo incluidos os mais exigidos elementos minerais
pelas plantas, sendo tais elementos utilizados na forma de
sais inorganicos, podendo o nitrogénio ser adicionado
como componente de suplementos organicos (Caldas et al.
1998), pois tal elemento contribui de forma efetiva tanto no
metabolismo celular como na regulagdo do seu potencial
osmotico sendo o principal componente em quantidade de
meios de cultura (Nagao et al. 1994).

Em condigdes naturais, as orquideas epifitas encontram
sua pequena fonte de nutrientes na atmosfera, podendo
resultar de deposi¢do seca ou umida. No ultimo caso, os
nutrientes ficam disponiveis as plantas por meio da d4gua de
chuva, da agua de gotejamento, isto ¢, aquela que atravessa
o dossel, e da d4gua de escorrimento do caule, sendo que o
nitrato e 0 amonio, oriundos do escorrimento do caule, sdo
as principais fontes de nitrogénio para as epifitas (Endres
& Mercier 2000).

O desenvolvimento é influenciado pela disponibilidade
de nitrogénio e pela forma como o mesmo é fornecido (Ge-
orge & Sherrington 1984). Dessa forma, altas concentragdes
de amonio (NH,*) e nitrato (NO,") podem ser criticas no
processo de crescimento de plantulas (Sakuta et al. 1987),
sendo que tais constatacdes estdo relacionadas com a pro-
pria fun¢do metabdlica do nitrogénio, como constituinte de
aminodcidos, enzimas e proteinas. No presente trabalho os
tratamentos contendo 25% de sais nitrogenados pelo meio
MS, apresentaram os maiores percentuais germinativos
assim como observado para Cattleya loddigesii Lindl., onde
a diminui¢do do N total em meio de cultura WPM para
1/3, foi responsavel pelo aumento na produgéo de plantulas
germinadas in vitro (Araujo et al. 2009).

Outras caracteristicas importantes a serem avaliadas,
levando em consideragdo o vigor das plantulas, mediante
propagagdo in vitro para producdo de mudas comerciais,
seriam as caracteristicas visuais do produto como altura das
plantulas, comprimento foliar e radicular e nimero de raizes,
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caracteristicas essas que foram severamente comprometidas
ao cultivar essas plantulas no meio MS nas concentragdes de
50 e 100% de sais nitrogenados, sugerindo que a espécie apre-
senta algum tipo de inibi¢do no seu desenvolvimento quando
expostas a elevadas concentragoes de N, devido a alteragdes
nos mecanismos responsaveis pela formagio de massa seca
e acaimulo de agua para formagdo da massa fresca (Tab. 2),
assim como observado para Vanilla fragrans (Salisb.) Ames
(Knudson 1950) e V. planifolia (Lugo 1955), germinadas em
meio Knudson B o qual apresenta menores concentragdes de
sais nitrogenados que o meio MS (Murashige & Skoog 1962).
Contudo, mesmo que o meio MS tenha sido desenvolvido
inicialmente para o uso em cultivo de tecido de tabaco, o
mesmo tem sido muito efetivo como substrato nutritivo
para muitas espécies de orquideas. Este meio apresenta altos
niveis de nitrogénio em relagdo a outros meios utilizados
para o cultivo in vitro de orquideas, além de possuir menor
percentual de nitrato de amonio em relagdo a outros meios
de cultivo (Rodriguez et al. 2005). Apesar dos bons resultados
em germinagao e regeneragao (Knudson 1946; George et al.
1987; Griesbach 2002) na utilizagio do meio de cultivo MS
ainda ndo foram padronizadas as concentragdes ideais para
os muitos genotipos existentes (Krikorian 1991). A avaliagéo
do desenvolvimento do sistema radicular de Cattleya nobilior
Reichb. . e das bromélias Pitcairnia flammea Lindl. e Vriesea
philippocoburgii Wawra constataram que em concentragdes
decrescentes de sais nitrogenados o desenvolvimento do
sistema radicular de tais espécies foi favorecido (Mercier &
Kerbauy 1991; Aratjo et al. 2005), assim como observado para
V. planifolia neste trabalho (Tab. 1, 2) onde os melhores resul-
tados foram obtidos pela escarificagao por 60 segundos e 25%
da carga de sais nitrogenados no meio de cultura (5 mg.L").
Quanto as varidveis, altura das plantas (AP), compri-
mento da maior folha (CF), peso da matéria fresca (MF)
e peso da matéria seca (MS) os resultados obtidos podem
ser explicados pela existéncia de uma relagdo quadratica
explicitada no desenvolvimento de plantulas ocorrente em
meios de cultivo com rela¢do as fontes de nitrogénio nitrico
e amoniacal. O aumento da concentra¢do de nitrogénio
nitrico e a diminui¢do da de nitrogénio amoniacal, gera
incremento quadratico principalmente na variavel biomé-
trica altura de plantulas (Bernardi et al. 2004). O mesmo foi
observado em pesquisas envolvendo orquideas terricolas do
género Cymbidium, nas quais foram constatadas que doses
diferentes das duas fontes de nitrogénio, principalmente
dosagens decrescente de nitrogénio amoniacal, influencia-
ram positivamente no desenvolvimento de AP, CE, MF e MS
(Wen & Hew 1993; Pan & Chen 1994; Powell et al. 1988).
Muitas espécies de orquideas apresentam alteragdes no
padrdo vegetativo pela acdo de diferentes concentragdes
de nitrogénio, podendo influenciar significativamente a
sintese de citocininas enddgenas, como observado para
Epidendrum fulgens Brongn. (Mercier & Kerbauy 1991).
Para a orquidea Cattleya cinnabarina (Bateman ex Lindl.)
Van der Berg em trabalho envolvendo diferentes compo-
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sicoes de meio de cultivo, foram observados resultados
satisfatérios no cultivo in vitro em meio MS a 50% da
concentra¢do de macronutrientes (Stancato & Faria 1996).
O mesmo foi observado para Catasetum fimbriatum Lindl.,
onde os maiores indices de matéria fresca, matéria seca, e
comprimento de plantulas se deram pela utilizacdo de meio
de cultivo MS a 50% da concentra¢io de macronutrientes
em comparacdo aos meios a base de fertilizantes NPK
(Rego-Oliveira & Faria 2005), assim como observado para
as mesmas varidveis analisadas neste trabalho para o meio
de cultivo MS a 50% da concentragéo de sais nitrogenados
(Tab. 2). E para Oncidium baueri Lindl. as andlises biomé-
tricas relativas a altura da parte aérea indicaram melhores
resultados com a utilizacdo do meio de cultivo MS a 50%
da concentragdo de macronutrientes, com adi¢do de 40 g.L"!
de sacarose (Sorace et al. 2008), resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho para as variaveis comprimento
da parte aérea (CPA) e comprimento da maior folha (CMF).

Nesse interim, vale citar que a redugdo do KNO, leva,
além do nitrogénio, também a diminuicdo da quantidade
de potassio, nutriente essencial aos vegetais, fator que pode
prejudicar o desenvolvimento das plantulas. Pasqual (2001)
sugere que ha uma correlagio entre esse elemento e o fos-
foro e Malavolta et al. (1997) afirma que a absor¢do de um
dado nutriente pode ser influenciada por outro, sendo que
a deficiéncia no meio de cultura conduz a hiperidricidade
e a0 decréscimo na taxa de absor¢io de fosfato. Porém, o
meio MS é conhecido por conter altas taxas de potassio
(Rodriguez et al. 2005), e oferece como fontes deste, além
do KNO,, outros dois sais: KH,PO, e KI, sendo que nenhum
destes teve suas concentragdes alteradas no presente estudo.
Diante disso, possivelmente o KH,PO, e KI foram suficientes
para suprir satisfatoriamente as necessidades das sementes
e plantulas de V. planifolia, uma vez que a melhor concen-
tragdo para tal espécie foi aquela com 25% da concentragdo
total de KNO, e NH,NO,.

Conclusao

A escarificacdo de sementes de Vanilla planifolia com
acido sulfurico concentrado durante 60 segundos, associada
a presenca de 5 mg.L ' de sais nitrogenados no meio MS
(25% da carga total) proporcionou os melhores resultados de
germinabilidade, velocidade de germinagdo e crescimento,
constituindo assim em um processo factivel para aumentar
a produgdo comercial desta espécie de orquidea.
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