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RESUMO

Devido a importancia e popularidade da orquidea Dendrobium phalaenopsis para a
orquidicultura brasileira ¢ mundial, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
a capacidade de crescimento durante a propagagao in vitro do hibrido desta espécie
‘deang suree’. O cultivo foi realizado em meio MS com diferentes reguladores de
crescimento, isolados e em combina¢ado, sendo estes, 6-benzilaminopurina (BAP), acido
giberélico (GAj3) e acido indolbutirico (AIB). As concentracdes foram previamente
definidas, respectivamente 2,5; 0,1 ¢ 0,1 mg L'l, totalizando 8 tratamentos. Aos 60 dias
de cultivo foram avaliados: nimero e comprimento das brotagdes, folhas e raizes e as
massas fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular. Observou-se um efeito
significativo para o nimero de folhas, nimero de raizes, comprimento das raizes e para
a massa fresca da parte aérea. Para as demais varidaveis, numero de brotagdes,
comprimento das brotagdes, comprimento das folhas, massa fresca do sistema radicular
e massa seca da parte aérea e do sistema radicular ndo foram observados efeitos
significativos. O maior nimero de folhas por brotacao (4,0) foi observado nos explantes
cultivados em meio contendo AIB, sendo também observado neste tratamento, o maior
valor de massa fresca (2.740 mg). Explantes cultivados em meio livre de regulador
apresentaram maior nimero de raizes (7,6), sendo o menor niimero observado em
explantes tratados com a combinagao de BAP+AIB+GAj;. Explantes cultivados em AIB
ou GAj; apresentaram raizes mais longas, aproximadamente 1,0 cm de comprimento,

enquanto que o cultivo em meio contendo BAP+GA; inibiu o alongamento das mesmas.

Palavras chave: Auxina; Citocinina; Giberelina; Denfal



ABSTRACT

Due to the importance and popularity of the orchid Dendrobium phalaenopsis for
Brazilian orchid and world orchids, this work was carried out to evaluate the growth
capacity during the in vitro propagation of 'deang suree' hybrid of this species. The
culture was carried out in MS medium with different growth regulators, isolated and in
combination, 6-benzylaminopurine (BAP), gibberellic acid (GAs) and indole butyric
acid (IBA). The concentrations were previously defined, respectively 2.5; 0.1 and 0.1
mg L' and added to the MS culture medium, totaling 8 treatments. At 60 days of
cultivation were evaluated: number and length of shoots, leaves and roots and fresh and
dry masses of shoot and root system. A significant effect was observed for leaf number,
number of roots, root length and fresh shoot mass. For the other variables, number of
shoots, shoot length, leaf length, fresh mass of the root system and dry mass of shoot
and root system, no significant effects were observed. The highest number of leaves per
bud (4.0) was observed in the explants cultivated in medium containing IBA. The
highest fresh mass value (2,740 mg) was also observed in this treatment. Explants
cultivated in regulator-free medium showed a higher number of roots (7.6), the lowest
number observed in explants treated with the combination of BAP + IBA + GAs.
Explants cultivated in IBA or GAjz showed longer roots, approximately 1.0 cm in
length, while culture in medium containing BAP + GAj inhibited the elongation of the

same.
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1. INTRODUCAO

Dendrobium phalaenopsis ¢ uma espécie de orquidea nativa da ilha de Larat, na
provincia de Maluku (Indonésia), onde esta sob prote¢dao do regulamento governamental
desde 1999 devido sua escassez na natureza (IVAKDALAM e PUGESEHAN, 2016).
Entre as plantas monocotiledoneas, a familia Orchidaceae representa a maior em
nimero de espécies, com cerca de 25.000 espécies e 850 géneros, sem contar a
quantidade de hibridos que sdo criados, sendo considerada a familia de plantas com
maior valor comercial, superior a qualquer cultivo ornamental (ROBERTS e DIXON,
2008). Segundo Cozzolino e Widmer (2005) cerca de um terco das espécies de
orquideas sdo polinizadas por engano por insetos, sendo este fendmeno uma das chaves
para explicar a grande diversidade floral e de espécies e do sucesso evolutivo das
orquideas.

Devido as caracteristicas ornamentais, diversidade nas formas, beleza e
exuberancia das flores, as orquideas apresentam relevante importancia econdmica
(FERREIRA e SUZUKI, 2008). De acordo com Chugh et al. (2009) o comércio
internacional de orquideas representa cerca de 8% do mercado mundial de plantas
ornamentais. No Brasil, o segmento das orquideas tem apresentado desempenhos
produtivos e comerciais surpreendentes, resultado do trabalho dos produtores que a cada
ano introducao introduzem mais novidades em espécies e cultivares (SEBRAE, 2015).

Além do comércio ornamental, muitas espécies sao utilizadas pela populagao
como alimento e para fins medicinais (PELUZIO e SOARES, 2004). Dentre alguns dos
géneros utilizados para estes fins, podemos destacar a baunilha (Vanilla planifolia)
comercializada como esséncia aromatizante ¢ condimentar, sendo a esséncia obtida
através do processamento do fruto (DIVAKARAN et al., 2006), os bulbos de
Dendrobium spp. sao utilizados como alimentos e para fins medicinais, pois sdo ricos
em ésteres e acidos aromaticos simples que propiciam diversas atividades, como
antimutagénicas, antitumorais e antioxidantes (FAN et al., 2001), os tubérculos de
Orchis mascula utilizados na Turquia para fabricagdo de sorvetes (ROBERTS e
DIXON, 2008), os tubérculos de Satyrium nepalense consumidos como tonico
energético na Asia (MAHENDRAN e BALI, 2009).

De grande importancia para o ambiente, as espécies da familia Orchidaceae sdo
de extrema importancia para a manutengdo da biodiversidade, mostrando o estado de

conservagao das florestas, uma vez que sdo sensiveis as intervencdes antropicas em



areas de mata primaria (MARRARA et al., 2007), atuando como bioindicadores para
avaliagdo e manutengdo de ecossistemas (PELUZIO e SOARES, 2004)

A espécie Dendrobium phalaenopsis representa um dos alvos de coleta
predatéria e por este motivo encontra-se em escassez em seu habitat natural colocando
em risco a sua existéncia (MONDAL et al., 2016). De acordo com os mesmos autores a
espécie apresenta reduzida germinacdo das sementes, devido a fatores morfoldgicos,
como a auséncia de endosperma e a presenca de embrides pouco diferenciados,
tornando impossivel a produgdo de grandes quantidades de mudas. Neste sentido, nas
duas ultimas décadas, as técnicas de cultivo in vitro tém sido utilizadas para a
propaga¢do de orquideas, para o estudo de aspectos fisiologicos relacionados ao
crescimento e desenvolvimento e como método de conservagdo ex sifu para reducao do
risco de extingdo (FERREIRA e SUZUKI, 2008).

Com relacdo a propagacdo in vitro das orquideas, inimeras formulagdes de
meios de cultura sdo utilizadas. Entre as formulagdes mais utilizadas, tanto para a
germinagado in vitro, quanto para a multiplicacdo e enraizamento in vitro estdo o meio
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), meio KC (KNUDSON, 1946) ¢ meio VC
(VACIN e WENT, 1949).

A composi¢ao do meio de cultura ¢ fundamental para a germinacdo da semente e
a obtencdo de plantulas com qualidade. Neste sentido, o meio de cultura MS destaca-se
como o mais ultilizado em cultura de tecidos vegetais para maioria das especies
(BERTOZZO e MACHADO, 2010).

Os hormonios vegetais, também conhecidos como reguladores de crescimento,
por sua vez, afetam diretamente o metabolismo, crescimento e morfogénese das plantas,
garantindo maior eficiencia da tecnica, com manipulagdo isolada ou combinada dos
regularores de crescimento (MORAIS et al.,, 2012). As giberelinas como o acido
giberélico (GA3) sdo consideradas promotores de crescimento, as quais atuam na
germinagdo, na sintese proteica, na superagao de dorméncia, no controle de hidrolise do
amido induzindo a sintese de enzimas como a a-amilase, liberando energia para o
desenvolvimento embrionario (TAIZ e ZEIGER, 2009). Das citocininas, um dos tipos
mais comumente utilizados desta classe hormonal ¢ o acido 6-benzilaminopurina
(BAP), o qual atua diretamente no crescimento e desenvolvimento dos explantes,
estando relacionado com a divisdo celular e o crescimento do meristema, a proliferagao
de gemas axilares, promovendo o desenvolvimento da parte aérea (BIELACH et al.,

2012). Das auxinas sintéticas, o acido indolbutirico (AIB) ¢ um dos reguladores mais



eficientes quando a finalidade ¢ acelerar o processo de emissdo das raizes adventicias
(GALVAO et al., 2016). As auxinas, assim como as giberelinas e citocininas, devem ser
usadas cuidadosamente, pois um dos fatores que mais influenciam o processo de
desenvolvimento in vitro sdo a concentracdo e tempo de exposicdo aos reguladores,
podendo resultar em efeitos benéficos ou toxicos se utilizados em quantidades elevadas
(BOTELHO et al., 2005; INOCENTE et al., 2018).

Considerando a importancia e popularidade da orquidea Dendrobium
phalaenopsis para a orquidicultura brasileira ¢ mundial e a0 mesmo tempo, a caréncia
de estudos sobre o hibrido desta espécie ‘Deang Suree’, a ampliacdo do conhecimento
referente ao crescimento in vitro € a adequagdo do meio de cultivo para uso futuro na
propagagdo da espécie em larga escala, bem como, a produ¢do de mudas homogéneas e
de qualidade sdo cada vez mais necessarios. Assim, o presente trabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar a propagacdo in vitro de D. phalaenopsis em meio de cultivo
MS suplementado com diferentes classes hormonais, auxina, citocinina e giberelina,

isoladas ou em combinagao.

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA), da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), em Dourados — MS.

Foram utilizadas como material de estudo, microplantas de Dendrobium
phalaenopsis Deang Suree (Orquidaceae) com aproximadamente 180 dias e obtidas de
semeadura in vitro no Laboratorio de Cultivo in vitro da Faculdade de Ciéncias Agrarias
(FCA/UFGD).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. O fator estudado foi
diferentes reguladores de crescimento, isolados € em combinagdo, sendo estes, 6-
benzilaminopurina (BAP), acido giberélico (GAj3) e acido indolbutirico (AIB), em
concentragdes previamente definidas, respectivamente 2,5; 0,1 ¢ 0,1 mg L'l, adicionadas
ao meio de cultivo MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962). Os tratamentos consistiram
de: controle (sem regulador), BAP, AIB, GA;, BAP+AIB, BAP+GA;, AIB+GAj3 e
BAP+ AIB+GA;, totalizando 8 tratamentos. Cada tratamento foi composto por quatro
repetigdes e cada repetigdo composta por um frasco de cultivo contendo 5 explantes

cada.



O meio de cultivo foi acrescido de 30 g L' de sacarose, 0,1 g L' de mio-inositol,
2 g L' de Phytagel® e regulador de crescimento conforme tratamento, sendo o pH
ajustado para 5,8. Ap6s a homogeneizagao, os meios de cultivo foram fracionados em
frascos de vidro transparente com capacidade de 260 mL, sendo distribuidos 50 mL de
meio em cada frasco. Logo apds este procedimento realizou-se a esterilizagdo em
autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados explantes nodais contendo
duas gemas laterais com a presenga de folhas, com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento. ApoOs a preparacdo e inoculagdo dos explantes nos respectivos
tratamentos, os frascos de cultivo foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura média de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas, com intensidade luminosa de
18,9 pmol m™s™ obtida por meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada.

Aos 60 dias de cultivo foram avaliados: o nimero médio de brotagdes por
explante, o comprimento médio das brotagdes (cm), o nimero médio de folhas por
brotacdo, o comprimento médio das folhas (cm), o numero médio de raizes por
brotagdo, o comprimento médio das raizes (cm), a massa fresca e seca total (mg) da
parte aérea e do sistema radicular. Para obten¢do da massa seca, o material vegetal foi
acondicionado em sacos de papel, e, desidratados em estufa de secagem com circulagdo
e renovagao de ar forcado, com temperatura de 65 °C por um periodo de 72 horas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro utilizado o programa
WINSTAT (MACHADO & CONCEICAO, 1999). Os dados obtidos em niimero foram

transformados em raiz quadrada de (x+0,5).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de variancia houve um efeito significativo entre os
reguladores de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP), acido indolbutirico (AIB),
acido giberélico (GA3) e a combinagdo dos mesmos, para o numero médio de folhas,
numero médio de raizes, comprimento médio das raizes e para a massa fresca da parte
aérea (Tabela 1). Para as demais variaveis avaliadas, nimero médio de brotagdes,
comprimento médio das brotacdes, comprimento médio das folhas, massa fresca do
sistema radicular e massa seca da parte aérea e do sistema radicular ndo foram

observados efeitos significativos.



Tabela 1. Resumo da andlise de variancia: Numero Médio de Brotacdes (NB);
Comprimento Médio das Brotagdes (CB); Numero Médio de Folhas por Brotagdao (NF);
Comprimento Médio das Folhas (CF); Numero Médio de Raizes por Brotacao (NR);
Comprimento Médio das Raizes (CR); Massa Fresca da Parte Aérea (MFPA); Massa
Fresca do Sistema Radicular (MFSR); Massa Seca da Parte Aérea (MSPA) e Massa
Seca do Sistema Radicular (MSSR). Dourados-MS, UFGD, 2018.

Fonte de

L GL Quadrados médios
variacao
MSPA MSSR
NB CB (cm; NF CF (cm NR CR (cm MFPA (m, MFSR (m

(cm) (cm) (cm) (mg) (mg) (mg) (mg)
Regulador 7 0,062"™ 0.01™ 0.053" 0.07™ 22177 0,321"" 1,747 0,038™ 0,057 0,003"™
Residuo 21 0,029 0.016 0.012 0.059 0,409 0,050 0,597 0,043 0,049 0,003
CV (%) 10,2 31,9 5,75 30,6 35,8 23,9 45,1 88,1 88,8 101,6

Meédia geral 2,3 0,4 3.3 0,8 3,6 0,9 1.700 240 250 60

*% % _ Significativos a 1% ¢ 5% de probabilidade de erro, respectivamente, e, ns (ndo significativo) pelo
teste F. GL — Graus de liberdade; CV — Coeficiente de variagdo.

Quanto ao desenvolvimento das brotacdes, de modo geral, os reguladores
testados ndo influenciaram no niimero e no comprimento das mesmas, pois ndo foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos testados, sendo verificada uma
média geral de 2,3 brotos por explante ¢ uma média de 0,4 cm de comprimento das
brotacdes (Tabela 2). Ainda com relagdo ao desenvolvimento da parte aérea, os
resultados obtidos demonstraram que o comprimento das folhas também nao foi
influenciado pelos tratamentos, no entanto, o nimero de folhas foi superior (3,99) em
explantes cultivados em meio contendo AIB, sendo estatisticamente igual aos explantes
cultivados em meio contendo BAP, diferindo somente dos explantes cultivados em
meio contendo BAP+GAj3 e AIB+GAj3, os quais apresentaram menor nimero de folhas,
aproximadamente 2,8. As citocininas, como exemplo o BAP, de modo geral sdo
responsaveis por estimular a divisao celular e em altas concentragdes induzir a formacgao
de brotos adventicios e inibir a formagao de raizes, enquanto as auxinas, como exemplo
o AIB, de modo geral sdo utilizadas in vitro para induzir o desenvolvimento de raizes
adventicias, ou, o desenvolvimento de calos quando utilizadas a combinacao de auxinas
e citocininas (CARVALHO, 1999). Neste sentido, os resultados obtidos neste
experimento demonstraram que explantes cultivados em meio contendo BAP ndo
diferiram estatisticamente dos explantes cultivados em meio contendo AIB para o
numero ¢ comprimento das brotagdes, bem como para o nimero e comprimento de
folhas. Em estudos conduzidos na espécie Dendrobium lindley por Satinder e Sarma

(1997), os autores observaram que tanto a parte aérea como o sistema radicular dos



explantes se desenvolveram melhor em meio de cultura MS acrescido de 1,0 22,0 mg L
' de AIB. Segundo Botelho et al. (2005) a auxina tem o potencial de inibir ou de
estimular o crescimento e a posterior diferenciacdo dos tecidos, dependendo da
concentracdo ¢ o tempo de exposi¢ao, havendo um nivel 6timo para estas respostas
fisiologicas.

Com relagdo ao crescimento das brotacdes, os resultados demonstraram que de
modo geral, o uso do 4cido giberélico (GAs) neste experimento, ndo favoreceu o
alongamento das mesmas, ndo havendo diferengas com os demais tratamentos.
Sabendo-se que o acido giberélico ¢ um regulador vegetal que atua como estimulante de
crescimento, em consequéncia da sua a¢do na divisdo e expansdo celular, sua aplicagao
dé origem a plantas mais alongadas (TAIZ e ZEIGER, 2009). No entanto, de acordo
com os mesmos autores, seus efeitos variam de acordo com cada espécie e em alguns
casos, o uso de GAj3 pode até inibir o desenvolvimento, ndo apresentando efeito algum
como o observado neste experimento. Por sua vez, Rodrigues et al. (2007) trabalhando
com a orquidea Cattleya loddigesii verificaram resultados superiores quanto ao
comprimento médio da parte aérea com a utilizacio de 10,0 mg L' de GAs3. Da mesma
forma Araujo et al. (2005) verificaram melhores respostas para altura de plantulas de
Laeliocattleya x Cattleya walkeriana cultivadas em meio WPM com 10 mg L ™' de
GAs.

Com relacao ao desenvolvimento radicular, explantes cultivados em meio livre
de regulador apresentaram maior numero de raizes (7,62), no entanto, o maior
comprimento de raizes foi observado em explantes cultivados em meio contendo a
combinagao dos trés reguladores BAP+AIB+GA; (1,05) (Tabela 2). Reconhecidamente,
as auxinas quando utilizadas em baixas concentracdes, estimulam a iniciagdo e o
desenvolvimento das raizes. No entanto, de acordo com Radmann et al. (2002), o efeito
inverso, ou seja, a inibicdo, pode ocorrer quando em altas concentragdes. De acordo
com o mesmo autor, tal efeito ocorre porque as auxinas estimulam a producdo de
etileno, um inibidor. Os resultados observados neste experimento demonstraram que
apesar de nao haver diferencas significativas entre o uso de AIB e a auséncia de
regulador, claramente o uso de AIB ndo se faz necessario para o enraizamento de

Dendrobium phalaenopsis ‘deang suree’.



Tabela 2. Efeito dos tratamentos com BAP, AIB e GA3 aos 60 dias de cultivo in vitro
de Dendrobium phalaenopsis ‘deang suree’. NB - numero médio de brotagdes; CB —
Comprimento médio das brotagdes (cm); NF - nimero médio de folhas; CF-
comprimento médio das folhas (cm); NR- nimero médio de raizes; CR — Comprimento
médio das raizes (cm); MFPA - massa fresca da parte aérea; MFSR- massa fresca do
sistema radicular; MSPA- massa seca da parte aérea; MSSR - massa seca do sistema
radicular.

Tratamentos NB CB NF CF NR CR MFPA MFSR MSPA MSSR
(mg L™ (cm) (cm) (em) (mg)  (mg) (mg) (mg)
CONTROLE 2,6a* 042a 3,43ab 0,78a 7,62a 0,86bc 1.800ab 410a 340a 80a
BAP (2,5) 2,85a 0,382 3,85ab 0,86a 4,10ab 0,68bc 2.470ab 260a  330a  30a
AIB (0,1) 290a 0,52a 3,99a 0,92a 5,72ab 1,04ab 2.740a 240a 470a 90a
GA3 (0,1) 2,152 0,382 3,03ab 0,84a 5,90ab 1,06ab 1.850ab 170a 150a  90a
BAP + AIB 2,152  0,3a  3,05ab 0,58a 1,57b 0,73bc 1.590ab 110a 190a  30a
BAP + GA; 1,90a 0,4la 2,82b 0,72 1,22b 0,03¢ 1.320ab 130a 150a  30a
AIB + GA; 1,952 0,46a 2,85b 0,98a 1,32b 1,43ab 790b 240a 180a  60a
BAP + AIB + 1,85a 0,382 2,97ab 0,7a 1,05b 1,84a 1.100ab 290a 160a  40a
GA;

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Quanto a massa fresca ¢ seca, somente foram observadas diferencas estatisticas
significativas para a massa fresca da parte aérea, onde semelhante ao numero de folhas,
explantes cultivados em meio contendo AIB apresentaram maior teor de massa fresca,
2.740 mg em comparacdo a 790 mg nos explantes cultivados em meio contendo
AIB+GAj; (Tabela 2). De acordo com Sorgato et al. (2015) o uso de GAj3 na propagacao
de Dendrobium phalaenosis ¢ recomendavel na fase de preparo para a aclimatizagao das
plantas. Os autores recomendam a imersao das plantas por um periodo nao superior a 24
horas em solu¢do nutritiva com adigdo de GA3 como forma de propiciar aumento da
massa fresca, comprimento e numero de raizes.

Quanto ao aspecto geral das plantas micropropagadas aos 60 dias de cultivo in
vitro (Figural) € possivel observar que explantes cultivados em meio MS contendo
BAP e meio contendo AIB+GAj; apresentaram laminas foliares mais largas e brotos
mais desenvolvidos. Por outro lado, em explantes cultivados nos demais tratamentos as
laminas foliares foram menores e as brotagdes menos desenvolvidas. Explantes
cultivados em meio contendo somente AIB, as raizes formadas foram mais longas e

mais espessas.



Figura 1. Aspecto das brotagdes de Dendrobium phalaenopsis ‘deang suree’ aos 60
dias de cultivo in vitro.

0,1 mg L'1GA;

Controle 2,5 mg L' BAP 0,1 mg L'AIB

TP

BAP + GA, AIB + GA, BAP + GA, +AIB

4. CONCLUSAO

Explantes cultivados em meio contendo somente AIB apresentaram maior valor de
massa fresca e maior niimero de folhas por brotac¢des. O cultivo dos explantes em meio
livre de reguladores de crescimento promoveu o desenvolvimento de maior nimero de
raizes. Com relacdo ao comprimento das raizes, explantes cultivados em meios de
cultivo contendo AIB ou GAj apresentaram raizes mais longas, sendo observado efeito
oposto, ou seja, a reducdo do comprimento das raizes, em explantes cultivados meio
contendo a combinagao de BAP+GAj. Recomenda-se para o desenvolvimento da parte
aérea, e numero de folhas de D.phanaenopsis no cultivo in viro, utilizar o regulador
AIB. Enquanto que o desenvolvimento do sistema radicular ndo se faz necessario o uso

de reguladores.
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