Revista Brasileira de Biociéncias
Brazilian Journal of Biosciences

ISSN 1980-4849 (on-line) / 1679-2343 (print)

NOTA CIENTIFICA
Desenvolvimento in vitro de Dendrobium nobile Lind. (Orchidaceae)
em recipientes de diferentes volumes

Cristiano Pedroso de Moraes'?*, José Alberto Diogo®, Rosangela Isete Canabrava?,
Natalia Pierobon Pedro®, Ana Luiza Fonseca Fortes Furtado®* e Marco Aurélio Marteline'

Submetido: 30 de julho de 2009 Aceito: 26 de janeiro de 2010
Disponivel on-line: http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/index.php/rbb/article/view/1324

Recebido apds revisdo: 14 de janeiro de 2010

RESUMO:(Desenvolvimento in vitro de Dendrobium nobile Lindl. (Orchidaceae) em recipientes de diferentes volumes).
Comercialmente, o cultivo de Dendrobium nobile Lindl. é de grande importancia para o agronegocio floricola mundial, mas
seu lento desenvolvimento contribui para o elevado valor unitario da planta no mercado. A propagacdo massal via semeadura
in vitro constitui ferramenta indispensavel para propagacao das principais espécies de orquideas comerciais. O tipo de frasco
e a quantidade de meio de cultura utilizado sdo varidveis que tém merecido pouca atengdo, embora afetem diretamente a area
superficial da interface meio de cultura-atmosfera, a profundidade e o volume de ar sobre o meio de cultura, sendo que o em-
prego do recipiente ideal para cada espécie pode otimizar sua velocidade de produgéo. O presente trabalho objetivou avaliar o
desenvolvimento in vitro de plantulas de D. nobile em recipientes de diferentes tamanhos, contendo o mesmo volume de meio
de cultura MS (30 mL). Sementes de D. nobile foram inoculadas em frascos de 100 mL, 200 mL e 400 mL e cultivadas em BOD
por 180 dias. Os resultados demonstraram que o desenvolvimento de plantulas de D. nobile foi promovido pelo uso de frascos
de 100 mL, os quais podem ser utilizados para propagacdo comercial.

Palavras-chave: cultura in vitro, orquidea, agronegocio, propagagao de plantas.

ABSTRACT: (In Vitro development of Dendrobium nobile Lindl. (Orchidaceae) in vessels of different volumes). Commercial
cultivation of Dendrobium nobile Lindl. is of great importance to the agribusiness floricultural world, but the slow development
of the plant contributes to the high unit value of the plant in the market. The massal propagation through sowing seeds in vitro
is an important method for propagation orchid commercial species. The type of the flasks and the amount of culture medium
used are variables that have received little attention although they directly affect the superficial area of the medium-air culture
interface, depth, volume of air over the culture medium, and the identification of the ideal vessels for each species can optimize
the production. The present study aimed to evaluate the in vitro development of D. nobile seedlings in different size vessels,
each containing the same volume of MS culture (30 mL). D nobile seeds were inoculated in flasks of 100 mL, 200 mL, and 400
mL and cultivated in BOD for 180 days. The results showed that the development of the D. nobile seedlings was promoted by
the use of 100 mL-flasks, which could then be used for commercial propagation.

Key words: in vitro culture, orchid, agribusiness, plant propagation.

fita nativa da Birmania, India, Tailandia e Indochina e
caracteriza-se por apresentar pseudobulbos eretos de até
40 cm de altura de onde surgem inflorescéncias com até
trés flores nos nos de suas metades superiores. As flores
possuem em média 3 cm de didmetro e apresentam mati-
zes cor-de-rosa-purpureo na base do labelo, motivo pelo
qual a espécie ¢ denominada popularmente como “Olho
de Boneca” (Vichiato et al. 2007).

Convencionalmente, esta espécie é propagada pela se-
paragao de rizomas ou por meio de pseudobulbos excisa-

INTRODUCAO

As orquideas apresentam desenvolvimento lento, re-
querendo assim, maior periodo de cultivo antes de serem
comercializadas. Isso tem contribuido para o elevado
valor unitario de suas plantas no mercado, o que acarreta
em grande interesse na diminui¢ao do tempo de formagao
de mudas de orquidea, principalmente, para a diminuigao
dos custos de producao (Vichiato et al. 2007).

Comercialmente, o cultivo de espécies do género
Dendrobium é de grande importancia para o agronego-

cio floricola mundial, devido, principalmente, a ampla
capacidade de recombinagao genética e de caracteristicas
como beleza, forma, tamanho ¢ durabilidade de suas
flores, o que torna a espécie Dendrobium nobile Lindl.
e suas cultivares, plantas muito utilizadas na obtengao
de hibridos de alto valor comercial e que apresentam
lideranga no comércio mundial de orquideas envasadas
e de corte (Moraes et al. 2002).

Dendrobium nobile apresenta-se como espécie epi-

dos, técnicas que resultam em baixa taxa de proliferagao
(Nayak et al. 2001). Umas das ferramentas indispensaveis
a propagacao da espécie € a semeadura in vitro (Moraes
et al. 2002), uma vez que as metodologias empregadas
proporcionam a producdo de plantas sadias, velocidade
superior de crescimento em relagdo aos métodos conven-
cionais de propagagdo, maior produ¢do em menor tempo
e espago fisico e a obtengdo de plantas livres de virus e
outros patdgenos (Santos et al. 2006).
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O cultivo in vitro de orquideas tem sido utilizado no
Brasil para aumentar a produg@o de mudas de alta quali-
dade genética e para reducdo de custo de produgdo pela
simplificagdo de meios de cultura (Stancato et al. 2001).
Como exemplo, podemos citar os resultados obtidos por
Park et al. (2002), na micropropagagdo de espécies de
orquideas do género Phalaenopsis pela utilizagao do fer-
tilizante comercial Hyponex de formula 20-20-20 (NPK),
que proporcionou o minimo de 62% de sobrevivéncia de
portocormios por frasco.

As informagdes relacionadas a influéncia do tamanho
de frascos na germinag@o e desenvolvimento de plantas
in vitro sdo praticamente inexistentes na literatura cien-
tifica, mesmo existindo evidéncias de que, em diferentes
espécies, os recipientes de diferentes tamanhos afetam a
area superficial sobre o meio de cultivo (Buffa Filho et
al. 2002).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o desenvolvimento in vitro de plantulas germi-
nadas de D. nobile em recipientes de mesmo formato e
diferentes tamanhos, contendo o mesmo volume de meio
de cultura.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do trabalho, cinco flores de plantas
diferentes da espécie D. nobile foram autopolinizadas
artificialmente em setembro de 2008. Seis meses apds
a autopolinizacdo, sementes foram coletadas dos frutos
maturos, homogeneizadas e levadas ao Laboratorio de
Botanica e Analises Ambientais do Centro Universitario
Herminio Ometto, Uniararas.

Para a semeadura, foi utilizado meio de cultura MS
(Murashige & Skoog 1962), com pH ajustado para 6
antes da adi¢ao de 7 g.L! de agar-banana. Trinta mL de
meio foram vertidos em frascos de 100 mL, de 200 mL
e de 400 mL, os quais foram autoclavados a 121°C e 1
atm de pressdo, durante 20 min para esterilizacao (Arditti
& Ernest 1992). As sementes foram desinfestadas utili-
zando solucdo de hipoclorito de sodio (5%, v/v), e 1 g
de sementes foi submetido a agitagdo na solu¢do durante
5 minutos em tubos de microcentrifuga (1,5 mL). Poste-
riormente, os tubos foram mergulhados em alcool 70%
e levados a cadmara de fluxo laminar, onde as sementes
foram lavadas quatro vezes em agua destilada, com o
auxilio de seringa (1 mL). Ainda utilizando a seringa, as
sementes, juntamente com 1 mL de dgua destilada, foram
depositadas nos frascos contendo os meios de cultura
(Arditti & Ernest 1992). Apds a semeadura, os frascos
contendo as sementes foram mantidos em camara BOD

(MA 403), em temperatura de 25°C, sob fotoperiodo de
12 horas com intensidade luminosa de aproximadamente
40 pmol.m?.s™!, por 180 dias.

Os parametros de desenvolvimento de plantulas foram
analisados em cinco plantas/frasco, utilizando-se quatro
frascos por tratamento (Pedroso-de-Moraes et al. 2009).
Foram avaliados os pardmetros de comprimento total
da plantula, nimero de raizes, nimero de folhas, massa
fresca da plantula inteira, massa seca da plantula inteira,
comprimento da maior raiz e comprimento da maior fo-
lha, utilizando-se de paquimetro digital (Digimess 100A)
e balanga analitica (Gehaka BG 400). Para a analise es-
tatistica dos dados, foi utilizado o teste de Liliefors para
normalidade dos residuos da ANOVA. Como essa pres-
suposicdo foi atendida para todas as medidas analisadas
(p<0,01), a analise de variancia (ANOVA) foi realizada
e as médias separadas pelo teste de Tukey (a= 0,05).
As variaveis também foram submetidas a analise por
regressao linear pela utilizacao do aplicativo BioEstat 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estabelecimento e a multiplica¢do de uma determi-
nada espécie vegetal in vitro estdo sujeitos a influéncia
de diversos fatores, sendo que a combinagdo adequada
de todas essas varidveis proporciona o sucesso da pro-
pagacao para cada espécie. As concentragdes dos sais e
dos reguladores de crescimento nos meios de cultura,
bem como a temperatura e fotoperiodo, sdo os fatores
que mais variam entre as técnicas utilizadas para a
micropropagacdo. Outras varidveis, como a utiliza-
cdo de agentes geleificantes dos meios de cultura, os
tamanhos de frascos e os tipos de tampas empregadas
no fechamento dos recipientes, podem influenciar o de-
senvolvimento de algumas culturas (Souza et al. 1999).

A analise dos resultados de variancia demonstrou que
para todas as variaveis analisadas, comprimento total da
plantula, comprimento da maior raiz, comprimento da
maior folha, nimero de raizes, nimero de folhas, massa
fresca da plantula inteira e massa seca da plantula inteira,
houve melhor desenvolvimento de plantulas de D. nobile
em frascos de 100 mL (P < 0,05) (Tab. 1). Entretanto,
apesar da variancia demonstrar significancia para as vari-
aveis, a andlise de regressao linear para nimero de folhas
(R?*=0,62), massa fresca da plantula (R*=0,61) e massa
seca da plantula (R?=0,44), nao demonstrou alta signifi-
cancia no desenvolvimento das plantulas em frascos de
100 mL (Figs. 1 e 2). Tais resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Calvete et al. (2002), para plantulas de
morango obtidas in vitro, nas quais todas as medidas de

Tabela 1. Desenvolvimento in vitro de plantulas de Dendrobium nobile, ap6s 180 dias de cultivo em meio MS em frascos de diferentes volumes.

Variaveis Avaliadas
Frascos AP (cm) NR NF MF (g) MS (g) CMR (cm) CMF (cm)
100 mL 2,24 al 2,41 a 1,95a 0,36 a 0,11a 1,89a 0,81 a
200 mL 1,68 b 1,82 b 1,60 b 0,22 b 0,06 b 1,33 b 0,71b
400 mL I,11¢ 1,53 ¢ 1,47 b 0,17 ¢ 0,05b 0,65 ¢ 0,58 ¢
CV% 9,14 15,41 12,27 19,42 16,64 16,01 9,45

1. Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV%, Coeficiente de variagao.
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Figura 1. Regressio linear para as variaveis comprimento total da plantula (A), comprimento da maior raiz (B) e comprimento da maior folha
(C), de plantulas de Dendrobium nobile cultivadas em frascos de 100 mL, 200 mL e 400 mL apos 180 dias.

comprimento foram superiores em frascos de 125 mL  de menor volume, portanto, aproximam e expdem as
quando comparados aos de 250 e 500 mL. Os autores  plantulas a compostos volateis, como por exemplo, etile-
salientam que o espago limitado, a baixa irradiagdo, aalta ~ no, gerando super-brotamentos e estiolamento dos brotos.
umidade relativa do ar no interior dos frascos e as trocas Segundo Pierik (1987), as tampas transparentes e
gasosas ineficientes propiciam uma alta taxa de multi-  os frascos de maiores dimensdes permitem maior pe-
plicagdo, mas as plantas produzidas diferem anatdmica  netragdo de luz, o que promove maior respiragdo, em
e morfofisiologicamente daquelas plantas desenvolvidas  virtude de tornarem o ambiente in vitro mais seco. Estes
em casa de vegetagdo e em campo, podendo apresentar  fatores tém como conseqiiéncia menor comprimento de
graus diferentes de facilidade de aclimata¢do. Os frascos  plantulas, reduzido armazenamento de 4gua em tecidos
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Figura 2. Regressao linear para as variaveis numero de raizes (A), nimero de folhas (B), massa fresca (C) e massa seca (D), de plantulas de
Dendrobium nobile cultivadas em frascos de 100 mL, 200 mL e 400 mL apés 180 dias.
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e diminui¢do no nimero de folhas e nabiomassa de
plantulas desenvolvidas sob tais condigdes. Geralmen-
te, a maioria das espécies de plantas cultivadas in vitro
apresenta cuticula pouco desenvolvida, devido a alta
umidade relativa (90 a 100%) nos frascos. Tal fato foi
comprovado nos experimentos de Wardle et al. (1983)
em que plantulas de couve-flor (Brassica oleracea var
botrytis) apresentaram a formacgdo de cuticula mais
espessa depois de acentuada diminui¢do da umidade
relativa durante o cultivo in vitro. Tais observagoes estdo
de acordo com os resultados encontrados neste trabalho
para os frascos de 200 mL e 400 mL, nos quais niimero
de folhas e massa seca da plantula inteira menores foram
observados quando comparados aos frascos de 100 mL
para todas as variaveis analisadas (Figs. 1 e 2; Tab. 1).
Os resultados de massa fresca e massa seca (Fig. 2;
Tab. 1) encontrados para D. nobile, corroboram com o0s
encontrados por Monette (1986), em kiwi [Actinidia deli-
ciosa (A. Chev.) C.F. Linag & A. R. Ferguson], no qual se
verificou maior proliferacao e incremento na massa fresca
e massa seca de partes aéreas com a utilizacao de frascos
de 125 mL em comparacdo aqueles de 250 e 500 mL.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998), frascos me-
nores afetam a composic¢ao da fase gasosa e, conseqiien-
temente, o crescimento e desenvolvimento da cultura.
O numero de raizes e comprimento da maior raiz
obtidos neste trabalho confirmam aqueles obtidos com
Maytenus ilicifolia, onde frascos com volumes de 125
mL permitiram maior desenvolvimento tanto em niimero
quanto em comprimento do sistema radicular, embora
ndo tenha afetado a sintese de compostos secundarios
(Buffa Filho et al. 2002). A hipdtese dos autores se
refere & oxigenagdo e incorporagdo de CO, mais rapida
nos frascos menores quando comparados com os frascos
de 250 mL, também utilizados no referido trabalho.
Vale ressaltar que um fator importante na escolha de
um recipiente de cultivo ¢ a praticidade de manuseio
durante as fases da propagagdo. Desse modo, frascos de
tamanho grande e médio apresentam-se pouco praticos,
principalmente pela necessidade do uso de pingas longas
para o manuseio das plantulas (Nicoloso & Erig 2002).

CONCLUSAO

A utilizagdo de recipientes de 100 mL resultou em
maior desenvolvimento in vitro de plantulas de Dendro-
bium nobile Lindl. quando comparado aos recipientes de
200 e 400 mL de mesmo formato. No entanto, existe a ne-
cessidade de testes com recipientes de menores tamanhos
e formatos diferenciados para completo entendimento das
necessidades da espécie submetida ao cultivo in vitro.
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