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PROTOCOLO DE GERMINACAO EM MEIOS ASSIMBIOTICOS PARA
Dendrobium nobile Lindl. E Dendrobium phalaenopsis Fitzg.

RESUMO

As orquideas do género Dendrobium sdo umas das mais produzidas e comercializadas,
tanto no Brasil como no exterior. Para atender essa demanda de mercado, uma das
técnicas utilizadas de cultivo in vitro é a germinacgdo assimbidtica, sendo um método
eficiente para a producdo rapida de mudas de orquideas, que resulta em elevados
percentuais de germinacdo quando comparada a germinacdo sob condi¢fes naturais.
Entretanto, os protocolos para germinacdo in vitro variam em funcéo da espécie a ser
propagada, havendo necessidade da adequacdo para cada uma delas. Assim, este
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar um protocolo para germinagéo
in vitro de Dendrobium nobile Lindl. e um para Dendrobium phalaenopsis Fitzg. Foram
realizados trés experimentos no Laboratério de cultivo in vitro da Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), nos
quais avaliou-se a germinacdo em quatro diferentes meios de cultura, utilizando
métodos de desinfestacdo de sementes, condi¢cdes de luminosidade, concentragdes de
agar e de carvéo ativado. De maneira geral, a germinacéo aos 45 dias apds a semeadura,
foi maior quando utilizou-se cinco minutos de desinfestacdo das sementes em solucao
de hipoclorito de sodio, seguido da prética da triplice lavagem para os meios de cultivo
assimbiotico MS e MS %. Quando foram estudadas condi¢cdes de luminosidade,
observou-se que, para D. nobile cultivado em meio MS sob luz fluorescente branca +
luz fluorescente vermelha houve a maior porcentagem de germinacdo, ja para D.
phalaenopsis com a utilizacdo do mesmo meio de cultivo a luz fluorescente branca foi a
que proporcionou a maior porcentagem de germinacao. As sementes das duas espécies
germinaram em todas as combinacbes de agar e carvao ativado estudadas. Para
obtencdo de plantulas mais desenvolvidas recomenda-se a utilizacdo dos meios MS e
MS ¥; geleificados com 4,0 a 8,0 g L™ de &gar e isentos de carvdo ativado. Com base
nos resultados obtidos, estabeleceu-se um protocolo de germinacéo para D. nobile e um
para D. phalaenopsis.

Palavras-chave: Orchidaceae, meios de cultivo, agente desinfestante, irradiancia,
agente geleificante, carvéo ativado.



PROTOCOL ASYMBIOTIC MEDIA SEED GERMINATION TO Dendrobium
nobile Lindl. and Dendrobium phalaenopsis Fitzg.

ABSTRACT

The Dendrobium genus of orchids are one of the most produced and marketed, both in
Brazil and abroad. To meet market demand, one of the techniques used in vitro culture
is asymbiotic seed germination an efficient method for the rapid production of orchid
seedlings resulting in higher germination rates compared to the germinating under
natural conditions. However, the protocols for in vitro germination vary according to
the species to be propagated, requiring suitability for each. This work was developed
with the aim to determine a protocol for in vitro germination of Dendrobium nobile
Lindl. and one to Dendrobium phalaenopsis Fitzg. Three experiments were conducted
at the Laboratoy of in vitro culture and Jardinocultura area of the Faculdade de Ciéncias
Agrérias (FCA) - Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), in which were
evaluated the germination in four different culture media using disinfestation methods
seeds, light conditions, agar concentrations and activated carbon. In general,
germination at 45 days after sowing, was higher when it was used five minutes of
disinfestation of the seeds in sodium hypochlorite solution, followed by practice of
triple rinsing to asymbiotic culture media MS e MS %. When lighting conditions were
studied it was observed that D. nobile cultivated on MS medium under white
fluorescent light + red fluorescent light was the highest percentage of germination and
D. phalaenopsis using the same culture medium the fluorescent light white was the one
that provided the highest percentage of germination. The seeds of both species
germinated on all combinations of agar and charcoal studied. To obtain more developed
plantlets recommended the use of media MS e MS % jellified with 4.0 to 8.0 g L™ agar
and free of activated carbon. Based on the results obtained, it was established one
germination protocol for D. nobile and one for D. phalaenopsis.

Keywords: Orchidaceae, culture media, disinfecting agent, irradiance, gelling agent,
activated charcoal.



INTRODUCAO GERAL

A atividade de producdo de flores e plantas ornamentais no Brasil vem se
desenvolvendo como um setor de destaque, promissor entre 0s segmentos da
horticultura intensiva (CARVALHO et al, 2013). Dentre as flores e plantas
ornamentais, as orquideas estdo entre as mais apreciadas e de grande valor comercial,
devido a capacidade de combinacdo genética, beleza, diversidade de cor, forma e
durabilidade de suas flores, além do fato de algumas espécies apresentarem
propriedades medicinais e culinarias (PASQUAL et al., 2011; SUZUKI, 2014).

A familia Orchidaceae originou-se na Malasia, hd milhGes de anos, quando
a maioria das familias das angiospermas tornava-se diferenciada (GARAY, 1972). E
considerada a maior familia dentre as monocotileddneas, possuindo cerca de 850
géneros, cerca de 35.000 espécies e mais de 120.000 hibridos, distribuidos em quase
todos os continentes, com excecao dos pdlos Artico e Antértico (STOUTAMIRE, 1964;
DRESSLER, 2005; KERBAUY, 2011; FARIA et al., 2012). No Brasil, Barros et al.
(2016) listam 238 géneros e 2.553 espécies, das quais 1.636 sdo endémicas do pais.

A comercializacdo mundial de orquideas movimenta cerca de US$ 60
bilhdes anuais (MARTSYNOVSKA, 2011; SUZUKI, 2014). No Brasil, a maior parte
da exploracdo comercial de orquideas é realizada pela venda de mudas envasadas,
juvenis ou floridas (SUZUKI, 2014). Dentre os géneros mais comercializados, pode-se
citar Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Oncidium e Phalaenopsis (FARIA et al.,
2012).

Os produtores brasileiros tém respondido atentamente ao crescimento
continuo deste seguimento no mercado interno, e a cada ano vém introduzindo novos
hibridos de orquideas, resultantes de melhoramentos efetuados nos principais paises
produtores como Holanda, Tailandia, Japdo, Estados Unidos e Equador (SUZUKI,
2014; SEBRAE, 2015). Segundo Junqueira & Peetz (2014), em 2013 no Brasil houve
um aumento de cerca de 20% na importacdo de mudas de orquideas em relacdo ao ano
anterior, demonstrando o aumento do consumo dessas flores no mercado interno. A
Tailandia é reconhecida no ambito internacional pela producdo de Dendrobium, sendo o
maior pais exportador desta orquidea e o Brasil € um dos seus principais importadores
(LEKAWATANA, 2010).

O género Dendrobium é constituido por aproximadamente 1.500 espécies,

quase todas epifitas, apresentando grande variabilidade genética e considerado um dos



maiores da familia. Por sua grande quantidade de espécies e de hibridos, cultivaveis em
todos os tipos de clima, larga distribuicdo geogréfica, crescimento em diferentes
habitats e elevado valor floristico, € um dos géneros mais produzido e comercializado,
tanto no Brasil como no exterior (LORENZI & SOUZA, 2008; FARIA et al., 2010;
SORGATO et al.,, 2015a). Além do aspecto ornamental e valor comercial na
floricultura, estas orquideas, em algumas partes do mundo, séo utilizadas com fins
medicinais, na producdo de farmacos ou pela inddstria de cosméticos (FARIA et al.,
2010; NG et al., 2012; LV et al., 2013; LAM et al., 2015).

Dentre suas espécies, a mais cultivada é o Dendrobium nobile Lindl.
(FARIA et al., 2010). E uma planta herbacea, epifita, perene, entouceirada, originaria da
China e Himalaia, muito utilizada na tradicional medicina chinesa por apresentar
propriedade antioxidante, anti-inflamatoria, imunomoduladora, anti-tumoral e anti-
mutagénica (LORENZI & SOUZA, 2008; LAM et al., 2015). A floragdo ocorre
preferencialmente no fim do inverno e inicio da primavera, caracterizada pela presencga
de uma a trés flores dispostas nos nos, com sépalas e pétalas brancas, roseas ou
amareladas e labelo com manchas roxo-escuras ou claras na garganta (LORENZI &
SOUZA, 2008) (Figura 1).

FIGURA 1. Flor de Dendrobium nobile. Foto: José Carlos Sorgato (2014).

Outra orquidea amplamente cultivada e comercializada € o Dendrobium
phalaenopsis Fitzg. No Mato Grosso do Sul, ela produz hastes com 8 a 16 botdes

florais, dependendo da idade da planta, e suas flores, quando abertas, apresentam



didmetro em torno de 5 cm, florescendo entre marco e julho durante aproximadamente
30 dias (SORGATO et al., 2015b) (Figura 2).

1cm

FIGURA 2. Flor de Dendrobium phalaenopsis. Foto: José Carlos Sorgato (2014).

As técnicas de cultivo in vitro s&o utilizadas como instrumento para
multiplicacdo de varias espécies vegetalis, incluindo as orquideas, sendo uma ferramenta
biotecnologica importante na obtencdo de plantas tanto para a pesquisa e preservacdo
das espécies, quanto para a producdo em escala comercial (CARDOSO, 2014;
SORGATO et al., 2014). Uma das técnicas mais utilizadas para a producao uniforme e
rapida de mudas de orquideas, que resulta em elevados percentuais de germinacao € a
germinacdo assimbiotica, considerada uma alternativa viavel e relevante para producédo
de géneros comercialmente importantes (ARAUJO et al., 2006; FARIA et al., 2012;
ZENG et al., 2012). Sendo de grande importancia a formulacdo e o estabelecimento de
protocolos de germinacao, que garantam bons resultados.

Um dos fatores que interfere no sucesso da germinacdo assimbidtica € a
contaminacdo do material vegetal por fungos e bactérias. A proliferacdo desses
microorganismos compromete a producdo de mudas, podendo causar perdas de até 10%
(FARIA et al., 2012). Uma das formas de evitar isso é a desinfestacdo das sementes
com hipoclorito de sddio (CAMPOS, 2002; FARIA et al., 2012). Para tanto, emprega-se
uma solucdo aquosa de hipoclorito de sédio, onde as sementes ficam imersas por um
determinado periodo, de modo a controlar a contaminacao.

Apesar do sucesso dessa técnica de desinfestacdo, algumas sementes de
Orchidaceae apresentam-se mais susceptiveis ao hipoclorito de sdédio, ocasionando

baixa porcentagem de germinag¢do em meio assimbiotico (CHU & MUDGE, 1994), uma



vez que esse produto pode ser tdxico, dependendo da concentracdo e do tempo de
exposic¢éo utilizados (CHU & MUDGE, 1994; ODDIE et al., 1994).

Para 0 sucesso do cultivo in vitro, a escolha apropriada do meio nutritivo é
essencial. A formulacdo, a consisténcia e o0 enriquecimento do meio de cultura
juntamente com a composicgéo espectral da luz e a condigéo de luminosidade sdo alguns
dos principais fatores que influenciam nas respostas germinativas, que variam de acordo
com as necessidades nutricionais de cada espécie, podendo ser especificas nas
diferentes etapas da germinacdo, crescimento e desenvolvimento (STEWART &
KANE, 2006; TEMJENSANGBA & DEB, 2006; PAUL et al., 2012; SILVA et al,,
2015a). De modo geral, os meios nutritivos MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), KC
(KNUDSON, 1946) e VW (VACIN & WENT, 1949) sdo os mais utilizados na
germinacdo assimbiotica e no cultivo in vitro de orquideas (SUZUKI et al., 2010;
FARIA et al., 2012; SILVA et al., 2015a; SILVA et al., 2015b).

Além da escolha do meio, sua consisténcia tambem deve ser considerada, ja
que a difusdo dos nutrientes para a semente aumenta ou diminui em funcdo da
concentracdo do agente geleificante utilizado que, na maioria das vezes, € o0 agar
(FARIA et al., 2012). Assim como 0 agar, outro componente que pode ser adicionado
ao meio de cultivo é o carvédo ativado, pois a ele sdo atribuidos efeitos benéficos na
germinacdo de sementes de orquideas, gracas a sua capacidade de adsorcdo de
substancias inibidoras que s@o liberadas pelos tecidos vivos e pelo meio de cultura
(FARIA et al., 2012; SOARES et al., 2012).

Outro fator que influencia o cultivo in vitro € a luz, que atua nos processos
de germinacdo, fotossintese, fotomorfogénese e fototropismo. Devido a isso, alguns
autores tém analisado diferentes comprimentos de onda, fotoperiodo e irradiancia como
forma de propiciar maior germinacdo, crescimento e desenvolvimento de plantas
cultivadas in vitro. Entretanto ainda hd pouca informacdo sobre o efeito da luz na
germinacdo de orquideas (ARDITTI & ERNST, 1984; TSUTSUMI et al., 2011; SILVA
et al., 2015a; ZENG et al., 2015).

Diante do exposto, objetivou-se determinar um protocolo para germinagéo
in vitro de Dendrobium nobile Lindl. e um para Dendrobium phalaenopsis Fitzg. quanto
a desinfestacdo de sementes, condicdes de luminosidade, concentracdes de agar e de

carvao ativado em quatro meios de cultivo assimbiotico.
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CAPITULO | - TEMPO DE EMBEBIC}AO NO AGENTE DESINFESTANTE E
MEIOS DE CULTURA NA SEMEADURA IN VITRO DE ESPECIES DE
Dendrobium

RESUMO

A obtencdo de mudas de orquideas por meio da germinagdo assimbiotica resulta em
elevados percentuais de germinacdo, sendo considerada uma técnica eficiente, viavel e
relevante do ponto de vista comercial. Apesar do sucesso dessa técnica, o tipo, a
concentracdo e o tempo de exposicdo do agente desinfestante diferem, necessitando a
padronizacdo para cada espécie, pois, muitas vezes o método utilizado pode ser
ineficiente ou toxico para os embrides, reduzindo consideravelmente a porcentagem de
germinacgdo. Objetivou-se com este trabalho determinar metodologia para desinfestacao
de sementes a serem utilizadas na semeadura in vitro de Dendrobium nobile e
Dendrobium phalaenopsis em meios assimbidticos. Sementes dessas espécies, sob
condicdes assepticas, foram desinfestadas em solugéo de hipoclorito de sodio a 0,8%,
por cinco ou quinze minutos. ApOs esses periodos, as suspensdes de sementes
receberam ou ndo a pratica da triplice lavagem com agua destilada estéril. Em seguida,
foram semeadas em frascos de cultivo que continham quatro diferentes meios de cultura
(MS, MS %, K e VW). Posteriormente, foram transferidos para sala de crescimento com
fotoperiodo e temperatura controlados, onde permaneceram sob irradiancia de 20 pumol
m? s*. Quarenta e cinco dias apés a semeadura foi avaliada a porcentagem de
germinacdo das espécies estudadas. Os resultados neste trabalho indicam que,
independentemente do meio de cultura ou do tempo de desinfestacdo, as sementes
quando submetidas a triplice lavagem apresentaram porcentagem de germinacao
superior a aquelas que ndo receberam este procedimento. Recomenda-se a desinfestacdo
das sementes por cinco minutos. Os meios MS e MS % foram os mais efetivos em
promover a germinacao in vitro dessas espécies.

Palavras-chave: Orchidaceae, germinacdo assimbidtica, hipoclorito de sédio.
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IMMERSION TIME IN DISINFECTING AGENT AND CULTURE MEDIA IN
IN VITRO SOWING OF Dendrobium SPECIES

ABSTRACT

The attainment of seedlings orchids through asymbiotic germination results in high
percentage of germination, and is considered an effective technique, viable and relevant
commercially of view. Despite the success of this technique, the type, concentration and
exposure time of disinfest agent are different, requiring standardization for each species,
because often the method used may be ineffective or toxic to embryos, significantly
reducing the percentage of germination. The aim of this work to determine methodology
for seeds sterilization to be used in vitro seeding Dendrobium nobile and Dendrobium
phalaenopsis in asymbiotic culture media. Seeds of the species under aseptic conditions
were sterilized in 0.8% sodium hypochlorite solution for five or fifteen minutes. After
these periods, the seeds of suspensions received or not the practice of triple rinsing with
sterile distilled water. Were then seeded into culture flasks containing four different
culture media (MS, MS % K and VW). Later, they were transferred to a growth room
with controlled temperature and photoperiod, which remained under irradiance of 20
umol m? s, Forty-five days after sowing was evaluated the percentage of germination
of the studied species. The results in this paper show that, regardless of the culture
medium or the disinfestation of time, the seeds when submitted to triple rinsing showed
germination percentage superior the those who did not receive this. It is recommended
to seed disinfestation for five minutes. MS and MS %2 media were the most effective in
promoting germination in vitro of these species.

Key-words: Orchidaceae, asymbiotic germination, sodium hypochlorite.
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1. INTRODUCAO

A atividade da producdo de flores e plantas ornamentais no Brasil
movimenta mais de R$ 5 bilhGes por ano com taxa de crescimento anual entre 8% a
16% gerando mais de 215 mil empregos diretos (IBRAFLOR, 2015) e o cultivo de
orquideas representa uma atividade de grande importancia econdmica nesse setor
(JUNQUEIRA & PEETZ, 2014).

Segundo Junqueira & Peetz (2014), em 2013 houve um aumento de cerca de
20% na importacdo de mudas de orquideas em relagdo ao ano anterior. O maior
exportador de Dendrobium é a Tailandia e o Brasil € um dos seus principais
importadores (LEKAWATANA, 2010), o que demonstra 0 aumento do consumo dessas
flores no mercado interno.

Diante da necessidade de suprir a demanda do mercado, a metodologia para
producdo de flores e plantas ornamentais, principalmente de orquideas, requer maior
tecnologia. (PASQUAL et al., 2008; JUNQUEIRA & PEETZ, 2014). Dentre as
metodologias de producdo, as técnicas de cultivo in vitro merecem destaque, sendo uma
ferramenta biotecnoldgica importante na obtencdo de plantas tanto para a pesquisa,
quanto para a producao em escala comercial (CARDOSO, 2014).

A germinacdo assimbidtica de sementes de orquideas vem sendo realizada
desde o inicio do seéculo passado (KNUDSON, 1922). A obtencdo de mudas de
orquideas a partir desse tipo de semeadura é um processo eficiente para a producao
uniforme e rapida que resulta em elevados percentuais de germinacdo quando
comparada a germinacdo sob condicGes naturais, a qual é dependente de fungos
micorrizicos, constituindo, dessa maneira, uma alternativa viavel e relevante do ponto
de vista comercial (FARIA et al., 2012; ABRAO et al., 2014). Embora muito utilizada,
o conhecimento disponivel a respeito da composic¢ao nutricional dos meios de cultivo e
dos protocolos de semeadura que favorecam a germinacdo e minimizem a contaminacgéo
das culturas ainda € restrito a algumas espécies.

Os meios de cultura utilizados com maior frequéncia para a semeadura in
vitro desta familia botanica sdo KC (KNUDSON, 1946), VW (VACIN & WENT, 1949)
e MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962). A formulacdo do meio de cultura é essencial
para a semente, pois fornece 0s constituintes necessarios (minerais, vitaminas,

reguladores de crescimento, entre outros) para seu desenvolvimento, podendo ser
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constituido por diferentes combinacgdes, de acordo com o0s requerimentos de cada
espécie (FARIA et al., 2012).

O sucesso da germinacdo assimbidtica depende da auséncia de
contaminacdo do meio de cultura. A proliferacdo de fungos e bactérias pode causar
perdas, infestando o material vegetal ou o meio de cultura utilizado. Silva et al (2015),
em sua revisao citam que os produtos mais utilizados para desinfestacdo de sementes do
género Dendrobium no cultivo assimbidtico sdo: etanol (EtOH), cloreto de mercurio
(HgCly) e hipoclorito de s6dio (NaClO). Esses mesmos autores ressaltam que o tipo, a
concentragdo e o0 tempo de exposicdo ao agente desinfestante diferem
consideravelmente e, portanto, necessitam ser padronizados para cada espécie.

Apesar da consolidacdo da técnica de desinfestacao utilizando hipoclorito de
sodio, algumas sementes da familia Orchidaceae apresentam-se mais susceptiveis a esse
produto, 0 que propicia baixa porcentagem de germinagdo em meio assimbiotico (CHU
& MUDGE, 1994), pois o hipoclorito de sodio pode ser toxico, dependendo da
concentracdo e do tempo de exposicdo utilizados, diminuindo a taxa de germinacao
(CHU & MUDGE, 1994; ODDIE et al., 1994).

Em vista do exposto, objetivou-se com este trabalho determinar
metodologia para desinfestacdo de sementes a serem utilizadas na semeadura in vitro de

Dendrobium nobile Lindl. e Dendrobium phalaenopsis Fitzg. em meios assimbidticos.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido entre fevereiro e abril de 2014. Foram
utilizados como material de estudo, frutos maduros, oriundos da polinizagdo manual das
espécies de orquideas Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis, provenientes de
matrizes com mais de oito anos, cultivadas em viveiro coberto pela sobreposicdo de
duas telas de sombreamento de 50%, que propiciou radiacao fotossintética média diaria
de 160 umol m? s™, sob condicBes médias de temperatura e umidade relativa de 22,6 +
5°C e 73,9 = 10%, e provido de irrigacdo por microaspersao.

Os frutos foram destacados das matrizes com auxilio de uma tesoura de
poda manual e levados para o laboratério de cultivo in vitro da FCA/UFGD, onde foram
desinfestados com solucdo de alcool etilico 70%. Em seguida, dois frutos de cada
espécie foram abertos com auxilio de bisturi e as sementes retiradas, homogeneizadas e

acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR) por 14 dias. Apos a
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dessecacdo, as sementes de cada espécie foram embaladas separadamente em papel
aluminio e armazenadas, sob refrigeracdo (5+2 °C) em frascos de polipropileno opaco
providos de tampa com silica gel.

Foram utilizados, como meio de cultura para germinagdo das sementes, 0s
meios MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962); MS % (MS na metade da concentracdo de
sais); Knudson C (KNUDSON, 1946) e VW (VACIN WENT, 1949). Os meios de
cultivo foram solidificados com 4,0 g L™ de &gar bacteriolégico (Himedia®, india) e
suplementados com 30 g L™ de sacarose. O pH dos meios foi aferido e ajustado para 5,8
utilizando-se HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) e na sequéncia foram distribuidos em frascos
de polipropileno com tampa rosqueavel e capacidade de 50 mL (altura =5 cm; diametro
da boca = 5 cm), sendo que cada frasco recebeu 20 mL de meio de cultivo.
Posteriormente, os frascos foram esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atm de pressao,
por 20 minutos. Apds o resfriamento os frascos foram transferidos para ambiente estéril.

Foi realizado o teste de tetrazolio das espécies, seguindo metodologia
proposta por Soares et al. (2014), segundo a qual, trés por¢des de sementes, de 5 mg
cada, foram colocadas em tubos de ensaio e cada uma delas recebeu 3 mL de solucéo
aquosa de cloreto de trifenil tetrazolio (0,5%). As suspensfes de sementes foram
acondicionadas em ambiente desprovido de luz, em temperatura ambiente (25+2 °C).
Apo0s 24 horas, as suspensdes de tetrazolio foram acrescidas de 7 mL de agua destilada
estéril e agitadas, sendo pipetado 1 mL para identificacdo e contagem de sementes
potencialmente viaveis em camara de Peters, com o auxilio de microscopio
estereoscopico. Foram consideradas como viaveis as sementes com embrides totalmente
coloridos de carmim, enquanto que as sementes com embrides incolores, parcialmente
corados ou desprovidas de embrido foram consideradas inviaveis.

Apo6s a confirmacdo da viabilidade para D. nobile (83,7%) e para D.
phalaenopsis (98,7%), foram pesadas quatro amostras de 5 mg de sementes de cada
espécie. As amostras foram levadas para ambiente asséptico e desinfestadas com 15 mL
de solucdo de hipoclorito de sédio a 0,8%. Duas amostras de cada espécie
permaneceram imersas na solu¢do de hipoclorito por 5 minutos (5°) e duas por 15
minutos (15°). Apo6s os periodos estabelecidos, as suspensdes de sementes foram
diluidas para 50 mL com &gua destilada estéril. Uma amostra de cada espécie e de cada
tempo de desinfestacdo foi utilizada imediatamente para a semeadura in vitro. As

amostras restantes receberam triplice lavagem com agua destilada estéril (40 mL por

! Metodologia de armazenamento de sementes utilizada para 0 género Dendrobium, pelo Laboratério de
Cultivo in vitro/FCA por até 12 meses.
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lavagem) e, apos este procedimento o volume dessas suspensdes foi completado para 50
mL com agua destilada estéril para a semeadura in vitro. Para a semeadura in vitro foi
utilizado um pipetador automatico inoculando-se 1000 pL da suspensdo de sementes
por frasco.

Apbés a inoculagdo, as culturas foram acondicionadas em sala de
crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h) e irradiancia de
20 umol m? s™ propiciada por duas lampadas fluorescentes brancas de 20W cada.
Quarenta e cinco dias ap0s a semeadura foi avaliada a porcentagem de germinacdo das
espécies pesquisadas. Os propagulos contidos nos frascos foram lavados com 3 mL de
agua destilada estéril e acondicionados em placas de acrilico (2 x 2 x 0,5 cm),
quadriculadas (0,5 x 0,5 cm) e, com auxilio de microscépico estereoscpico binocular
com zoom, foram contados o nimero de sementes ndo germinadas (NS) e o nimero de
protocormos clorofilados (NPC). A porcentagem de germinacdo (%G) foi calculada
pela seguinte expressdo: %G = [NPC / (NS + NPC)] x 100. Apos a contagem, 0S
tratamentos foram fotografados com auxilio de camera digital acoplada ao microscopico
estereoscopico, utilizando o programa computacional AxionVision versdo 3.1 (Zeiss®).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2 x 2 x 4 (dois tempos de
desinfestacdo, dois tipos de suspensdes — com ou sem triplice lavagem — e quatro meios
de cultura), com quatro repeticdes constituidas de um frasco de cultivo. Os resultados da
porcentagem de germinacdo foram transformados para V(x +1) e, a seguir, submetidos a
analise de variancia. As médias relativas aos tempos de desinfestacdo e aos tipos de
suspensdes foram comparadas pelo teste t de Student e, aquelas relativas aos meios de
cultura, pelo teste de Tukey até 5% de probabilidade com auxilio do programa SISVAR

(Programa de Analises Estatisticas v.5.3. Universidade Federal de Lavras, MG).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito isolado e conjunto do tempo de desinfestacdo, do tipo de
lavagem da suspensdo de sementes e dos meios de cultura utilizados sobre a
porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de Dendrobium nobile (p<0,01 e
p<0,05) e D. phalaenopsis (p<0,01) (Quadro 1).



15

QUADRO 1. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de germinacdo de
sementes de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis Dourados —
MS, UFGD, 2015.

Porcentagem de germinacao
Quadrados médios

F.V. G.L D. nobile D. phalaenopsis
Tempo (T) 1 0,55** 2,82*%*
Suspenséo (S) 1 86,04** 828,25**
Meio de cultura (MC) 3 9,28** 0,48**
TxS 1 0,94** 0,44**
TxMC 3 0,22* 0,69**
SxMC 3 5,13** 2,21**
TXxSxMC 3 2,07** 0,35**
Erro 48 0,06 0,04
CV (%) 3,8 3,8
Meédia geral 45,3% 41,3%
N° de sementes 250,0 150,0

** significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F
*significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

De maneira geral, para as espécies utilizadas, independentemente do meio
de cultura ou do tempo de desinfestacdo, as sementes quando submetidas a triplice
lavagem apresentaram %G superior aquelas que ndo receberam este procedimento,
excecdo observada em D. nobile quando semeada em meio de cultura VW e
desinfestada por 5°, onde ndo foi constatada diferenca estatistica entre as %G (Quadro
2).

Para D. nobile, o tempo de desinfestacdo de 5’ propiciou as melhores %G,
com media geral (entre os procedimentos de lavagem) de 47,1% enquanto o tempo de
15’ propiciou %G média de 43,3%. Para o tempo de 5°, quando as sementes receberam
triplice lavagem, houve aumento de 33,5% na germinacdo. As sementes submetidas a
triplice lavagem apresentaram %G média de 63,8% enquanto que as outras
apresentaram %G média 30,3%. Entre os meios de cultivo, 0 que propiciou maiores
valores de %G foi 0 MS Y, seguido pelo K, MS e VW. Sendo assim, 0 maior valor de
%G foi observado em meio MS Y2 quando utilizou-se o tempo de embebicdo em solucao
desinfestante de 5’ e triplice lavagem das sementes (81,2%) (Quadro 2).

Com relagdo ao D. phalaenopsis, o tempo de desinfestagdo de 5’ propiciou
as melhores %G para todos os meios de cultura e tipo de lavagem. Quando estas
sementes passaram pela triplice lavagem, houve aumento de 82,4% na germinacdo,

proporcionando média da %G de 85,5%. Nessas condi¢des os meios de cultivo que



16

propiciaram as maiores valores de %G foram o MS e 0 MS %, seguidos do VW e do K.
Deste modo, o maior valor de %G foi observado nos meios MS e MS %, quando se

utilizou o tempo de embebicdo em solucdo desinfestante por 5’ e triplice lavagem das

sementes (95,5%) (Quadro 2).

QUADRO 2. Porcentagem de germinacdo de sementes de Dendrobium nobile e D.
phalaenopsis em funcdo do meio de cultura, do tipo de lavagem da
suspensdo (CL= com lavagem; SL= sem lavagem) e do tempo de
desinfestacdo das sementes. Dourados — MS, UFGD, 2015.

Dendrobium nobile

Tempo de desinfestacdo 5’

Lavagem MS MS % K VW Media geral
CL 56,8 cA® 81,2 aA® 68,1 bA® 49,2 dA® 63,8
SL 11,1¢cB°  288bB°  334bB*  481aA’ 30,3
M. geral 47,1
Tempo de desinfestacdo 15’
Lavagem MS MS Y2 K VW Média geral
CL 455cA’  725aA°  56,1bA° 53,7 bA® 56,9
SL 17,0 bB? 34,4 aB® 36,9 aB® 31,2 aB" 29,8
M. geral 43,3

Dendrobium phalaenopsis

Tempo de embebigdo 5’

Lavagem MS MS Y2 K VW Média geral
CL 95,5 aA® 91,8 aA® 76,8 bA® 77,8 bA® 85,5
SL 0,6 bB? 3,3 bB? 1,6 bB? 6,7 aB? 3,1
M. geral 44,1
Tempo de embebigao 15’
Lavagem MS MS Y2 K VW Média geral
CL 852aA°  69,8bA°  70,9bA°  735bA° 74,9
SL 1,5aB* 0,8 aB? 2,2 aB? 3,0 aB? 1,9
M. geral 40,9

Letras mindsculas, na linha, comparam os meios de cultura no mesmo tempo de desinfestac¢do (5’ ou 15”)
e tipo de lavagem da suspensdo de sementes (CL ou SL) (Tukey, 5% de probabilidade).

Letras maitisculas, na coluna, comparam o meio de cultura no mesmo tempo de desinfestacdo (5’ ou 157)
em relacdo ao tipo de lavagem da suspenséo de sementes (Student, 5% de probabilidade).

Letras sobrescritas, na coluna, comparam o meio de cultura no mesmo tipo de lavagem da suspensao de
sementes (CL ou SL) em relacdo ao tempo de desinfestacdo (Student, 5% de probabilidade).

Os meios MS e MS % também proporcionaram aumento na germinacéo de
Dendrobium tosaense Makino, Cattleya loddigesii Lindl., Epidendrum fulgens Brong. e
Miltonia flavescens Lindl. (LO et al., 2004; ABRAO et al., 2014; VOGES et al., 2014;

LEMES, 2015). Entretanto, outros autores observaram que dependendo da espécie
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estudada, meios como VW e K proporcionaram melhores resultados em relacdo a
germinagdo, como descrito por Dutra et al. (2009) e Suzuki et al. (2010) estudando a
germinacdo in vitro de Cyrtopodium punctatum Lindl. e Cattleya bicolor Lindl.,
respectivamente.

A escolha do meio de cultivo é extremamente importante para o sucesso da
germinacdo de sementes de orquideas, ja que 0 meio mais adequado para cada espécie
estd ligado diretamente aos nutrientes fornecidos as plantas e a sua influéncia na
germinacdo (SUZUKI et al., 2009). De acordo com Stewart (1989), as espécies de
orquideas podem ser divididas em dois grandes grupos segundo suas necessidades
nutricionais basicas. Um dos grupos é composto por espécies que germinam em meios
de cultura com menor concentracdo de nutrientes, tais como o K e o VW. Ja o outro
grupo é composto por especies de orquideas que germinam melhor em meios com maior
quantidade de macronutrientes como o MS. Os resultados aqui apresentados sugerem
que D. phalaenopsis, pertenca ao segundo grupo, necessitando de meios de cultivo com
amplo e maior fornecimento de nutrientes, uma vez que apresentaram as maiores taxas
de germinacgdo nos meios MS e MS % (Figura 1) e que D. nobile pertenca ao primeiro
grupo germinando melhor em meios de cultivo com menor concentracdo nutricional
(Figura 1).

Além do meio de cultura, o agente desinfestante também pode influenciar a
germinacdo in vitro. A reducdo na %G das sementes quando nao foi realizada a pratica
da triplice lavagem, pode estar relacionada ao hipoclorito de sédio, que segundo Chu &
Mudge (1994), pode ser tdxico para germinacdo de sementes, dependendo da
concentracdo e do tempo de exposicdo utilizados. A atuacdo do NaClO (alcaldide),
decorre da perda de CI', ativando a oxidacdo de ions que captura moléculas de oxigénio,
e desta forma inativando microrganismos aerobicos e esporos de fungos que sao
responsaveis pela maior parte das contaminacdes (ALVAREZ-PARDO et al., 2006).

Outro fator que pode ter contribuido para a reducdo da %G é o pH, uma vez
que, o pH médio do meio de cultura recomendado para germinacdo de sementes de
orquideas ¢ entre 5,6 e 5,8 (FARIA et al., 2012) e a solucdo de hipoclorito de sddio
utilizada para o semeio, quando ndo realizada a triplice lavagem, apresentou pH alcalino
(10,8). Provavelmente a exposicdo das sementes a essa solucdo de pH elevado,
juntamente com a alta concentracdo salina dos meios com maiores teores nutricionais,
podem ter desencadeado reacdes quimicas que dificultaram a germinacdo de sementes

das espécies estudadas nessas condigdes (Figura 1).
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FIGURA 1. Porcentagem de germinacdo de sementes de Dendrobium nobile e
Dendrobium phalaenopsis em fun¢do do meio de cultura, do tipo de
lavagem da suspensdo (CL= com triplice lavagem; SL= sem triplice
lavagem) e do tempo de desinfestacdo das sementes. Dourados — MS,
UFGD, 2015.

Nos meios com maiores concentracdes de valores de aménio e nitrato como
0 MS e MS % (Quadro 3), quando ndo realizada a triplice lavagem, provavelmente
ocorreu uma reacgdo entre as moléculas de amdnia e nitrato presentes, com o hipoclorito
de sodio. As reacgdes ocorridas quando o hipoclorito reage com a amdnia e nitrato estdo
representadas nas equagdes 1, 2 e 3: NH4"(aq) + H200> NHagg) + H3O (aq) (Equagéo 1);
NaClO@g + NHz@ag=NaOHuEg + NHiClwg (Equagdo 2); 2NaClOpg + 2NOzpg=>
2NaNO3z(aq) + 2CI0 () (Equagéo 3).

Na primeira reacdo quimica o pH é elevado, o que desfavorece a
germinacdo, em virtude da formacdo de OH", provenientes do hidroxido de sodio que
foi produto da reacdo aménia-hipoclorito. Na reacdo nitrato-hipoclorito, o hipoclorito se
decompde na solucdo do meio 2CIO" > 2CI + O,, formando CI" e O,, que sdo
extremamente reativas, sendo capazes de agir diretamente sobre outras moléculas

presentes no meio, atuando por meio de ligagfes aos grupos cromoforos e também na
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formacdo de compostos derivados com ions presentes, além de o gas oxigénio atuar na
oxidacdo das moléculas do meio (ATKINS & JONES, 2012). Deste modo, as reagdes
ocorridas justificam a baixa germinagdo nesses meios com maiores valores em amonio e
nitrato, quando em contato com moléculas de hipoclorito de sodio.

No quadro 3 observa-se também que a concentracdo de potassio para 0s
meios MS e MS % séo elevadas. Considerando a liberacdo de CI (terceira equacéo), a
possibilidade de reacdo do potéassio com esse anion e a formacdo de KCL é valida.
Como o potassio € um nutriente vital para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
espera-se que quanto maior a concentracio de ions K' ocorra maior germinacio,
crescimento e desenvolvimento, uma vez que 0 potéssio esta ligado diretamente na
sintese de proteinas e ativacdo de varios sistemas enzimaticos envolvidos na respiracéo
e fotossintese (TAIZ & ZEIGER, 2009).

QUADRO 3. Composi¢do dos nutrientes dos meios de cultivo utilizados para a
germinagdo assimbidtica de sementes de Dendrobium nobile e
Dendrobium phalaenopsis. Dourados — MS, UFGD, 2015.

Nutrientes '\gﬂgszh(lﬁ/f Sé)g‘ gﬁgggs(hhl/(i:lg 5‘2) Knudson (K) Vam?vé\?/LV\)Nent
mM mM mM mM
Amonio (NH4") 20,62 10,31 3,79 3,79
Nitrato (NO3) 39,43 19,72 4,24 5,20
Fosfato (PO, ™) 1,25 0,625 1,84 2,48
Potassio (K) 20,06 10,03 1,84 7,04
Sulfato (SO4") 1,50 0,75 4,84 4,80
Célcio (Ca*™) 3,01 1,505 4,24 0,65
Magnésio (Mg*™) 1,50 0,75 1,02 1,02
Cloro (CI) 6,03 3,015 - -
Sacarose 87,72 87,72 87,72 87,72
Nitrogénio total 60,05 30,025 8,03 8,99

Assim, ressalta-se a importancia da triplice lavagem, pois com a utilizacéo
desta préatica, além do aumento na porcentagem de germinacdo, o0s propagulos
apresentaram-se mais desenvolvidos aos 45 dias apds a semeadura, podendo ser
encontrados, segundo Suzuki et al. (2009), em estadio 2 (plantula com formacédo da
primeira folha) e em estadio 3 (plantula com duas folhas). Quando nédo foi realizada a

triplice lavagem da solugdo de sementes, aos 45 dias ap0s a semeadura, a grande
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maioria dos propagulos encontraram-se em estadio 1 (protocormo intumescido
clorofilado), alguns nédo clorofilados e diversas sementes ndo germinadas (Figura 2).

O tempo de desinfestacdo de sementes de orquideas para semeadura in vitro
varia de acordo com o tipo e a concentracdo do agente utilizado. Segundo Arditti &
Ernst (1992), a aplicacdao de solu¢dao de hipoclorito de sédio de 5’ a 30°, permite uma
desinfestacdo por completo das sementes, resolvendo assim o problema da
contaminagdo. A utilizacdo de hipoclorito de sodio a 1,25% por 15 minutos, sem o
processo da triplice lavagem, para desinfestacdo de sementes de D. nobile, foi realizada
por Soares et al. (2012) e encontraram %G inferior a 50%, resultados semelhantes
foram observados neste trabalho quando ndo realizada a pratica da triplice lavagem
(Quadro 2).

D. nobile Com triplice lavagem
MS 5’ MS 15° MS»% S MSY”: 15° K5 K15 VWS VW 15’

Sem triplice lavagem

D. phalaenopsis Com triplice lavagem
MS 5’ MS 15 VLS /72 _ VW 15’

/
s
~

1mm

FIGURA 2. Germinacdo in vitro de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis
aos 45 dias apos a semeadura. Dourados — MS, UFGD, 2015.

A utilizagdo de solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5% por 15° ¢
recomendada por Faria et al. (2012). Entretanto, os resultados observados neste trabalho
demonstram que o tempo de desinfestacdo de sementes D. nobile e D. phalaenopsis,
para a pratica da semeadura em meio de cultura assimbidtico, pode ser reduzido para 5’

com a utilizacdo de hipoclorito de sddio a 0,8%, sem a contaminacdo dos meios de
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cultura estudados e aumentando a %G das sementes em relacdo ao tempo de
desinfestagdo de 15°. Desta forma, pode-se inferir que o tempo de desinfestagao de 5’
foi eficiente para a desinfestacdo das sementes das espécies estudadas (Quadro 2).
Ainda, quando as sementes permaneceram por 5’ em hipoclorito de sodio
(0,8%), seguidos de trés lavagens com &gua esterilizada, observou-se um aumento
significativo da %G. Esses resultados corroboram com Alvarez-Pardo et al. (2006), que
relatam a necessidade de varias lavagens com agua esterilizada, apds a embebicdo em
solucdo de hipoclorito de sodio, para a desinfestacdo de sementes de orquideas. Os
autores ainda salientam que este procedimento é demorado, principalmente quando uma
grande quantidade de sementes € utilizada, porém neste trabalho, a utilizagdo de trés
lavagens com agua destilada estéril aumentou em cerca de 34% a %G de D. nobile e
82% a de D. phalaenopsis, demonstrando que o procedimento é essencial para a

semeadura in vitro das espécies.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados observados conclui-se que a utilizagdo do tempo
de desinfestagdo de 5°, sequido da prética da triplice lavagem e a semeadura nos meios
MS e MS % sdo os mais efetivos em promover a germinacdo in vitro D. nobile e D.

phalaenopsis.
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CAPITULO Il - LUZ E MEIOS DE CULTURA NA SEMEADURA IN VITRO DE
ESPECIES DE Dendrobium

RESUMO

Para o sucesso do cultivo in vitro, a escolha apropriada do meio nutritivo e a condicao
de luminosidade sdo alguns dos principais fatores que influenciam nas respostas
germinativas de sementes de orquideas. Objetivou-se neste trabalho determinar as
condicdes de luminosidade que propiciem a maior porcentagem de germinagéo in vitro
de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis, em meios de cultura assimbidticos.
Foram utilizados os meios de cultura MS, MS ¥, K e VW, solidificados com 4,0 g L™
de 4gar bacterioldgico e suplementados com 30 g L™ de sacarose. Apos a semeadura, as
culturas foram acondicionadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas ou
0 horas e temperatura controlada (25+2°C). As culturas submetidas ao fotoperiodo de
16h foram expostas as seguintes condicBes de luminosidade: lampada fluorescente
branca (B) (18,9 pmol m? s™); lampada fluorescente branca + lampada fluorescente
vermelha (VB) (14,85 pmol m™ s™); lampada fluorescente vermelha (V) (9,45 umol m?
s™). Quarenta e cinco dias ap6s a semeadura foi avaliada a porcentagem de germinacéo
das espécies estudadas. A germinacgéo das duas espécies ocorreu em todas as condicoes
de luminosidade e em todos os meios de cultura, sendo observada a maior porcentagem
de germinacdo na presenca de luz. Sementes de D. nobile cultivadas em meio MS
apresentaram maior porcentagem de germinacdo quando cultivadas sob luz VB e a
maior porcentagem de germinacdo de D. phalaenopsis foi observada quando cultivadas
em meio MS sob luz B.

Palavras-chave: RFA, orquideas, germinagdo assimbiotica.
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LIGHT AND CULTURE MEDIA IN IN VITRO SOWING of Dendrobium
SPECIES

ABSTRACT

For the success of in vitro cultivation the appropriate choice of the nutrient medium and
light conditions are some of the main factors that influence the germinative answers in
orchids seeds. The aim of this study was to determine the light conditions that provide
the highest percentage of in vitro germination of Dendrobium nobile and Dendrobium
phalaenopsis in asymbiotic culture media. Were used MS, MS %, K and VW culture
media solidified with 4.0 g L™ of bacteriological agar and supplemented with 30 g L™ of
sucrose. After sowing, the cultures were conditioned in growth room with photoperiod
of 16 hours or 0 hours and controlled temperature (25 £ 2 °C). The cultures subjected to
16 hours of photoperiod were exposed to the following lighting conditions: white
fluorescent light (B) (18.9 pmol m™ s™); white fluorescent light + red fluorescent light
(VB) (14.85 pmol m™ s™); red fluorescent light (V) (9.45 umol m s™). Forty-five days
after sowing was evaluated the germination percentage of the studied species. The
germination of two species occur in all light conditions and all culture media, it is
observed the highest percentage of germination in the presence of light. The seeds of D.
nobile cultivated on MS medium have a higher percentage of germination when grown
under VB light and the highest germination percentage of D. phalaenopsis was
observed when it grown on MS medium under light B.

Key-words: PAR, orchids, asymbiotic germination.
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1. INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas devido ao
seu grande valor comercial decorrente da beleza e exotismo de suas flores
(SCHNITZER et al., 2010). Para atender a demanda do mercado consumidor assim
como a pesquisa cientifica, a germinagdo assimbidtica de suas sementes tem se
mostrado uma técnica eficiente, pois produz um grande numero de plantas em tempo
reduzido quando comparado ao processo natural (KAUTH et al., 2006; KERBAUY,
2011; ZENG et al., 2012).

A escolha apropriada do meio de cultivo para a semeadura in vitro é um dos
principais fatores para o sucesso do cultivo assimbidtico, uma vez que as respostas
germinativas variam de acordo com as necessidades nutricionais de cada espécie, que
podem ser especificas nas diferentes etapas do desenvolvimento (STEWART e KANE,
2006; PAUL et al., 2012; SILVA et al., 2015). Dentre os meios mais utilizados para a
semeadura in vitro do género Dendrobium estdo 0 MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), VW (VACIN & WENT, 1949) e KC (KNUDSON, 1946).

Outro fator importante para a germinagédo assimbiética das sementes é a luz
(SILVA et al., 2015). A germinacdo de sementes de orquideas apresenta diferentes
respostas a luz (ARDITTI & ERNST, 1984, SILVA et al.,, 2015). A comunidade
cientifica aceita a hipotese de que a necessidade de luz varia de acordo com o habitat de
cada espécie em condicGes naturais. De acordo com esse fato, as orquideas epifitas
necessitariam de luz e as espécies terricolas do escuro para a germinacdo, embora essas
respostas sejam muitas vezes determinadas pela espécie, independentemente do seu
habito de crescimento (KAUTH et al., 2008). Alguns autores relatam que a germinacgéo
de sementes de varias espécies de orquideas terricolas foi inibida pela presenca de luz
(STOUTAMIRE, 1974; STEWART & KANE, 2006; GODO et al., 2010). Assim, a
condicdo de escuro continuo € comumente utilizada para a germinacdo simbiotica e
assimbidtica das sementes de orquideas terricolas (KITSAKI et al., 2004; YAMAZAKI
& MIYQOSHI, 2006; LEE et al., 2007). Entretanto nas espécies epifitas, diversos autores
ainda observaram que, em condi¢bes in vitro, as sementes de algumas espécies
germinaram tanto na presenca como na auséncia de luz (ARDITTI & ERNST, 1984;
DUTRA et al., 2009; TSUTSUMI et al., 2011).

Além do fotoperiodo, algumas pesquisas tém sido realizadas com o intuito

de analisar diferentes comprimentos de onda como forma de propiciar
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maior germinagdo, crescimento e desenvolvimento de plantas cultivadas in vitro.
Contudo poucos sdo os estudos relatando os efeitos morfofisioldgicos que as diferentes
condi¢des de luminosidade tem sobre as orquideas.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho determinar as condicdes de
luminosidade que propiciem a maior porcentagem de germinacdo in vitro das orquideas
epifitas Dendrobium nobile Lindl. e Dendrobium phalaenopsis Fitzg. em meios de

cultura assimbiobticos.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido entre maio e junho de 2014. Foram utilizados
como material de estudo, frutos maduros, oriundos da polinizacdo manual das espécies
de orquideas Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis, provenientes de matrizes
com mais de oito anos, cultivadas em viveiro coberto pela sobreposicao de duas telas de
sombreamento de 50%, propiciando radiacdo fotossintética média diaria de 160 pumol
m?2 s, sob condicdes médias de temperatura e umidade relativa de 22,6 + 5°C e 73,9 +
10%, e provido de irrigacdo por microaspersao.

Os frutos foram destacados das matrizes com auxilio de uma tesoura de
poda manual e levados para o laboratorio de cultivo in vitro da FCA/UFGD, onde foram
desinfestados com solucdo de alcool etilico 70%. Em seguida, dois frutos de cada
espécie foram abertos com auxilio de bisturi e as sementes retiradas, homogeneizadas e
acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR) por 14 dias. Apos a
dessecacdo, as sementes de cada espécie foram embaladas separadamente em papel
aluminio e armazenadas, sob refrigeracdo (52 °C) em frascos de polipropileno opaco
providos de tampa com silica gel.

Foram utilizados, como meio de cultura para germinacdo das sementes, 0s
meios MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962); MS ¥ (MS na metade da concentracéo de
sais); Knudson C (KNUDSON, 1946) e VW (VACIN WENT, 1949). Os meios de
cultivo foram solidificados com 4,0 g L™ de &gar bacterioldgico (Himedia®, india) e
suplementados com 30 g L™ de sacarose. O pH dos meios foi aferido e ajustado para 5,8
utilizando-se HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) e na sequéncia foram distribuidos em frascos
de polipropileno com tampa rosqueavel e capacidade de 50 mL (altura= 5 cm; didmetro

da boca= 5 cm), sendo que cada frasco recebeu 20 mL de meio de cultivo.

! Metodologia de armazenamento de sementes utilizada para o género Dendrobium, pelo Laboratério de
Cultivo in vitro/FCA por até 12 meses.
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Posteriormente, os frascos foram esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atm de pressao,
por 20 minutos. Apos o resfriamento os frascos foram transferidos para ambiente estéril.

Foi realizado o teste de tetraz6lio das espécies, seguindo metodologia
proposta por Soares et al. (2014). Comprovada a viabilidade das sementes, foi pesada
uma amostra de 10 mg de sementes de cada espécie. As amostras foram levadas para
ambiente asséptico e desinfestadas com 30 mL de solucdo de hipoclorito de sédio a
0,8%. As amostras permaneceram imersas na solucdo de hipoclorito por cinco minutos
(5°)%. Ap6s este periodo, as suspensdes de sementes foram diluidas para 100 mL com
agua destilada estéril e em seguida receberam triplice lavagem com &gua destilada
estéril® (80 mL por lavagem) e, ap6s este procedimento o volume dessas suspensdes foi
completado para 100 mL com &gua destilada estéril para a semeadura in vitro. A
semeadura foi realizada com o auxilio de um pipetador automatico inoculando-se 1000
pL da suspensdo de sementes por frasco contendo em média 141,0 sementes de D.
nobile e 115,0 sementes de D. phalaenopsis.

Apb6s a inoculagdo, as culturas foram acondicionadas em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 (presenca de luz) ou O horas (condigdo de escuro
continuo E = 0,0 umol m? s?) e temperatura controlada (25+2°C). As culturas
submetidas ao fotoperiodo de 16h foram expostas as seguintes condigdes de
luminosidade: B - lampada fluorescente branca (18,9 pmol m? s* - irradiancia
fornecida por duas lampadas fluorescentes brancas de 40 W cada); VB - lampada
fluorescente branca + lampada fluorescente vermelha (14,85 pmol m™? s™ — irradiancia
fornecida por uma lampada fluorescente branca de 40 W e uma lampada fluorescente
vermelha de 30 W Gro-lux®); V- lampada fluorescente vermelha (9,45 pmol m?s™ —
irradiancia produzida duas lampadas fluorescentes vermelhas de 30 W Gro-lux®).

Quarenta e cinco dias apds a semeadura foi avaliada a porcentagem de
germinacdo das espécies pesquisadas. Os propagulos contidos nos frascos foram
lavados com 3 mL de agua destilada estéril e acondicionados em placas de acrilico (2 x
2 x 0,5 cm), quadriculadas (0,5 x 0,5 cm) e, com auxilio de microscopico estereoscopico
binocular com zoom, foram contados o nimero de sementes ndo germinadas (NS) e o
namero de protocormos clorofilados (NPC). A porcentagem de germinacdo (%G) foi
calculada pela seguinte expressao: %G = [NPC / (NS + NPC)] x 100. Apos a contagem,
os tratamentos foram fotografados com auxilio de camera digital acoplada ao
2 O tempo de desinfestacdo das sementes foi determinado em funcdo dos resultados observados no
Capitulo 1 deste Protocolo.

® A triplice lavagem das sementes com é&gua destilada estéril foi utilizada em funcéo dos resultados
observados no Capitulo 1 deste Protocolo.
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microscépico estereoscdpico, utilizando o programa computacional AxionVision versao
3.1 (Zeiss®).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcela subdividida, sendo alocadas na
parcela as quatro condicGes de luminosidade e na sub-parcela os quatro meios de
cultura, com quatro repeticdes constituidas de um frasco de cultivo. Os resultados da
porcentagem de germinacdo foram transformados para V(x +1) e, a seguir, foram
submetidos a analise de variancia sendo comparados pelo teste de Tukey até 5% de
probabilidade com auxilio do programa SISVAR (Programa de Andlises Estatisticas
v.5.3. Universidade Federal de Lavras, MG).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito isolado e conjunto da luminosidade e dos meios de cultura
sobre a porcentagem de germinacdo (%G) de Dendrobium nobile e D. phalaenopsis
(Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo da analise de variancia da porcentagem de germinacdo de
sementes de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis Dourados —
MS, UFGD, 2015.

Porcentagem de germinacao

Quadrados médios

F.V. G.L. D. nobile D. phalaenopsis
Luz (L) 3 11,03** 0,73**
Erro a 12 0,57 0,01

Meio de cultura (MC) 3 9,94** 2,92**

L x MC 9 1,16** 0,15**
Errob 36 0,16 0,01

CV (%) 5,7 1,5
Média geral 50,6% 82,7%

** significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

A germinacdo de sementes de Dendrobium nobile e D. phalaenopsis
ocorreu em todas as condi¢bes de luminosidade e em todos os meios de cultura,
apresentando média geral de %G de 50,6% e 82,7%, respectivamente (Quadros 1 e 2),
podendo ser consideradas fotoblasticas neutras (TAIZ & ZEIGER, 2009). Esses
resultados podem ser atribuidos, ao fato das orquideas epifitas serem capazes de

explorar ambientes com falta de luminosidade, escassez de dgua e minerais, 0 que pode
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explicar a germinagéo das sementes de D. nobile e D. phalaenopsis na auséncia de luz
(BENZING et al.,1982).

As necessidades luminosas para a germinacdo de diversas espécies de
orquideas epifitas demonstram resultados contraditérios. Alguns trabalhos relatam que a
germinacdo de espécies de orquideas como Odontoglossum gloriosum (PEDROZA-
MANRIQUE & MICAN-GUTIERREZ, 2006), Cyrtopodium punctatum (DUTRA et
al., 2009), Ansellia africana (VASUDEVAN & VAN STADEN, 2010) e Liparis
fujisanensis (TSUTSUMI et al., 2011) foi satisfatdria, independentemente das
condicdes de luz. Entretanto, Dutra et al. (2009) e Tsutsumi (2011), estudando o efeito
da luz na germinacdo assimbidtica das orquideas epifitas Cyrtopodium punctatum e
Liparis fujisanensis, respectivamente, observaram que, independente do meio de cultivo
utilizado a %G foi maior na condic¢ao de escuro continuo.

Para as duas espécies estudadas, independentemente do meio de cultivo
utilizado, as maiores porcentagens de germinagdo foram observadas na presenca da luz
(16h). A %G observada nos diferentes meios de cultivo e na presenca da luz para D.
nobile foi de 55,5 (média dos valores 57,3; 51,9 e 57,4) e de 84,3 para D. phalaenopsis
(média dos valores 84,9; 81,6 e 86,5) valores estes 20,0 e 6,5% maiores que aqueles
registrados para as espécies no escuro continuo (Oh) (35,5 e 77,8) (Quadro 2).
Resultados semelhantes foram verificados por Parthibhan et al. (2012), que ao
estudarem diferentes fotoperiodos na germinacdo de Dendrobium aqueum observaram
que apds 46 dias da semeadura, a condicdo de escuro continuo apresentou reducdo na
%G, apresentando %G média de 50,8%, enquanto que a presenca de luz de 8h, 12h, 16h
e 24h proporcionou %G média de 67,9; 78,5; 85,8 e 93,9% respectivamente.

Houve variacdo da %G das espécies nos diferentes meios de cultura, em
funcédo da condicdo de luminosidade estudada.

Para D. nobile, a %G foi igual estatisticamente em todos 0s meios de cultura
quando as sementes foram expostas a luz B, apresentando média geral de 57,3 %.
Quando expostas a luz V, VB e E, a %G foi maior nos meios MS e MS % (Quadro 2).

Quando as sementes de D. phalaenopsis foram expostas a luz branca, a
maior %G foi obtida com a utilizacdo do meio MS, estatisticamente diferente dos
demais meios estudados. Nas condicGes de luminosidade propiciadas pela V e no escuro
continuo (E), as maiores %G foram registradas nos meios MS e MS % e com a
utilizacdo de luz VB as %G foram maiores com a utilizacdo dos meios MS; MS %2 e
VW (Quadro 2).
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QUADRO 2. Porcentagem de germinacdo de sementes de Dendrobium nobile e
Dendrobium phalaenopsis em fun¢do da luminosidade e do meio de
cultura. Dourados — MS, UFGD, 2015.

Porcentagem de Germinagao

Dendrobium nobile

Luminosidade MS MS % K VW Média*!
B 58,5 bA 64,7 aA 53,5 aA 52,7 aA 57,3
\/ 59,2 bA 64,2 aA 43,3 bB 40,8 bB 51,9
VB 69,5 aA 60,3 aA 50,2 aB 49,9 aB 57,4
E 46,5 cA 54,2 bA 22,5cB 18,8 cB 35,5
Média*2 58,4 60,9 42,4 40,6 50,6*3
Dendrobium phalaenopsis

Luminosidade MS MS % K VW Média*!
B 94,6 aA 89,1 aB 74,6 aD 81,2 bC 84,9
\/ 89,4 bA 88,3 aA 74,0 aB 74,7 cB 81,6
VB 90,1 bA 89,6 aA 76,0 aB 90,3 aA 86,5
E 86,5 bA 84,7 bA 69,4 bB 70,6 dB 77,8
Média*2 90,2 87,9 73,5 79,2 82,7*3

Letras mindsculas comparam médias na coluna (Tukey 5%).

Letras maitscula comparam médias na linha (Tukey 5%).

B=luz branca; V= luz vermelha; VVB= luz vermelha+ branca; E= escuro.
*1 médias das linhas;*2 médias das colunas;*3 média geral.

Sementes de D. nobile cultivadas em meio MS apresentaram maior %G
quando cultivadas sob luz VB. Em meio MS %2 a %G foi estatisticamente igual nas
condicdes de luz B, V e VB. Nos meios K e VW as maiores %G foram obtidas com a
utilizacdo da luz B e VB (Quadro 2).

Sementes de D. phalaenopsis cultivadas em meio MS apresentaram maior
%G quando cultivadas sob luz B. Em meio MS % e K a %G foi estatisticamente igual
nas condicoes de luz B, V e VB. No meio VW a maior %G foi obtida com a utilizacdo
da luz VB (Quadro 2).

De maneira geral, a utilizacdo dos meios MS e MS Y% propiciaram as
maiores porcentagens de germinacdo para as duas espécies estudadas, 58,4 e 60,9% para
D. nobile e 90,2 e 87,9% para D. phalaenopsis. Em relacdo as condicdes de
luminosidade as maiores %G foram registradas com a utilizacdo de luz B e VB 57,3 e
57,4% para D. nobile e 84,9 e 86,5% para D. phalaenopsis (Quadro 2).

As plantas do género Dendrobium comportam-se diferentemente em relacéo
a exigéncia nutricional para a germinacdo de suas espécies (SILVA et al., 2015).

Enquanto algumas orquideas germinam melhor em meios nutritivos com maiores
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concentragdes nutricionais, outras germinam melhor em meios mais pobres em
nutrientes (STEWART, 1989).

Os dados observados neste trabalno mostram que as espécies estudadas
apresentaram maior %G nos meios MS e MS Y%, corroborando com Lo et al. (2004), que
relataram que os meios K e VW foram menos efetivos do que os meios MS e MS %2 na
germinacdo de Dendrobium tosaense.

Aos 45 dias apds a semeadura, as plantulas e protocormos apresentaram-se
maiores quando foram utilizados os meios MS e MS %, porém em todos os meios foram
encontrados plantulas em diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 1),
classificados segundo Suzuki et al. (2009) em estadio 2 (plantula com formacéo da
primeira folha), estadio 3 (plantula com duas folhas) e estadio 4 (plantula com folhas e
uma ou mais raizes). Na condigdo de escuro continuo, aos 45 dias ap0s a semeadura,
foram encontrados protocormos em estadio 1 (protocormo intumescido), e foi possivel
observar a predominancia do formato alongado dos mesmos (Figura 1).

Embora tenha ocorrido germinacdo na condic¢do de escuro continuo, com a
observacdo visual dos protocormos pode-se notar que, 0S mesmos apresentavam-se
esbranquicados, uma vez que a diferenciacdo dos proplastidios em cloroplastos e a
sintese de clorofila sdo dependentes de luz (TAIZ & ZEIGER, 2009), tornando a luz
essencial para as fases iniciais de crescimento e desenvolvimento das espéecies em
estudo.

Ao observar as plantulas (Figura 1) pode-se verificar que a utilizagéo de luz
vermelha é importante para o crescimento e desenvolvimentos das espécies estudadas,
uma vez que a utilizagdo do comprimento de onda vermelho promoveu o
desenvolvimento das plantulas, apresentando estadio avancado 3 e 4. A luz vermelha é
relatada na literatura como sendo importante no alongamento de brotos e caules, em
promover respostas do fitocromo na fotomorfogénese e nas alteracbes na anatomia
vegetal (SHIN et al., 2008; TAIZ & ZEIGER, 2009).

A andlise destes resultados permite inferir que os estudos sobre a
germinacdo das orquideas sdo importantes, uma vez que, por meio deles é possivel
conhecer ndo somente a espécie, como também a sua interacdo com o meio no qual sera
cultivada, considerando que ndo existe um padrdo de comportamento para essa familia
boténica na literatura cientifica. Novas pesquisas sdo necessarias para elucidacdo da

influéncia da luz principalmente, em termos de qualidade e quantidade, em cada fase do
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desenvolvimento das orquideas, para o conhecimento e estabelecimento de novos

protocolos.

Dendrobium nobile Dendrobium phalaenopsis
MS¥; K MSY2 K VW
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FIGURA 1. Sementes, protocormos e plantulas de Dendrobium nobile e Dendrobium
phalaenopsis aos 45 dias, em diferentes meios de cultura e condigdes de
luminosidade. Dourados — MS, UFGD, 2015.

4, CONCLUSOES

Embora a luz e a composi¢do nutricional dos meios de cultura estudados
ndo sejam limitantes na germinacdo in vitro de D. nobile e D. phalaenopsis a
germinacdo das duas espécies € maior na presenca da luz (B e VB) e nos meios de
cultura MS e MS 2.
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CAPITULO - AGAR, CARVAO E MEIOS DE CULTURA NA
GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE
ESPECIES DE Dendrobium

RESUMO

A capacidade das sementes de orquideas germinarem em meios assimbidticos é uma
alternativa viavel e relevante para producdo de espécies e hibridos comercialmente
importantes. Objetivou-se avaliar o efeito das concentracdes de &gar e carvao ativado
em meios assimbidticos, que propiciem, in vitro, a germinacao e o desenvolvimento de
plantulas de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis. Foram utilizados, como
meio de cultura para germinacdo das sementes, os meios MS, MS %, K e VW,
suplementados com 30 g L™ de sacarose, acrescidos com diferentes concentracdes de
carvéo ativado (0,0; 1,5; 3,0; 4,5 ou 6,0 g L™) e solidificados com 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 ou
8,0 g L™ de 4gar bacterioldgico. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado e os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4 x 5 x 5 (quatro
meios de cultura, cinco concentracdes de agar e cinco concentragdes de carvéo ativado),
com trés repeti¢des constituidas de um frasco de cultivo. Aos quarenta e cinco dias apos
a semeadura avaliou-se a porcentagem de germinacdo e o desenvolvimento dos
protocormos das espécies estudadas. As sementes das duas espécies germinaram em
todos os meios de cultivos e em todas as combinacdes de &gar e carvdo ativado
estudadas. Os meios MS e MS ¥ foram os mais efetivos em promover a germinag&o in
vitro de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis. Para obtencdo de plantulas
mais desenvolvidas recomenda-se a utilizacdo dos meios MS e MS % geleificados com
4,0a8,0 gL™ de 4gar e isentos de carvéo ativado.

Palavras-chave: Orchidaceae, agente geleificante, germinagdo assimbiotica.
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AGAR, CHARCOAL AND CULTURE MEDIA IN GERMINATION AND
INITIAL DEVELOPMENT OF Dendrobium SPECIES SEEDLINGS

ABSTRACT

The capacity of orchids seeds to germinate in asymbiotic media is a viable and relevant
alternative for the production of commercially important species and hybrids. This
study aimed to evaluate the effect of concentrations of agar and activated charcoal in
asymbiotic media, that provide in vitro germination and seedling development of
Dendrobium nobile and Dendrobium phalaenopsis. We were used as culture medium
for seed germination MS, MS % K and VW media, supplemented with 30 g L™ of
sucrose plus activated charcoal with different concentrations (0.0, 1.5, 3.0, 4.50r 6.0 g
L") and solidified with 0.0; 2.0; 4.0; 6.0 or 8.0 g L™ bacteriological agar. The
experimental design used was randomized and the treatments were arranged in a
factorial 4 x 5 x 5 (four culture media, five agar concentrations and five activated
charcoal concentrations) with three replications constituted a culture flask. At forty-five
days after sowing were evaluated the germination percentage and protocorms
development of the studied species. The seeds of both species germinated in all media
cultivations and all combinations of agar and charcoal studied. The MS and MS %
media were the most effective in promoting in vitro germination of Dendrobium nobile
and Dendrobium phalaenopsis. To obtain more developed seedling is recommended the
use of MS and MS% media jellified with 4.0 to 8.0 g L™ agar and free of activated
charcoal.

Key-words: Orchidaceae, gelling agent, asymbiotic germination.
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1. INTRODUCAO

As técnicas de cultivo in vitro tém sido amplamente utilizadas na
propagacdo de orquideas (SUZUKI et al., 2010) sendo que a germinacéo assimbiotica
de sementes de orquideas é realizada desde o inicio do século passado, quando Knudson
(1922) descreveu a germinacdo em meio de cultura asséptico.

O sucesso na aplicagdo dos métodos de cultivo in vitro deve-se a melhor
compreensdo das necessidades nutricionais do material a ser propagado. A formulacao
do meio de cultivo € essencial para a germinacao, pois fornece constituintes necessarios
a cada etapa desse processo, uma vez que as respostas germinativas variam de acordo
com as necessidades nutricionais de cada espécie, que podem ser especificas nas
diferentes etapas do desenvolvimento (DAMON et al., 2004; STEWART & KANE,
2006; TEMJENSANGBA & DEB, 2006; PAUL et al., 2012). Para a semeadura in vitro
do género Dendrobium, Silva et al., (2015a) em sua revisdo citam que 0s quatro meios
de cultura mais utilizados séo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), MS % (MS na
metade da concentracdo de sais), Knudson C (KNUDSON, 1946) e VW (VACIN
WENT, 1949) respectivamente.

Dentre os componentes que podem enriquecer os meios de cultura esta o
carvao ativado, que tem a capacidade de adsorcdo de substancias toxicas presentes no
meio ou formadas durante a oxidacdo de compostos fenolicos ao longo do cultivo in
vitro (FARIA et al., 2012), porém durante essa adsorcéo as vitaminas e reguladores de
crescimento também podem ser retidos, dependendo da concentracdo de carvao
utilizada (CID & TEIXEIRA, 2010).

Ao se estabelecer um protocolo de cultivo in vitro, a consisténcia dos meios
de cultura também deve ser considerada, uma vez que a difusdo dos nutrientes para a
semente aumenta ou diminui em funcdo da concentracdo do agente geleificante
utilizado (FARIA et al., 2012). O &gar é o agente geleificante mais utilizado na
solidificacdo dos meios de cultura para germinacédo in vitro de Dendrobium (SILVA et
al. 2015b). Cid & Teixeira (2010) atribuem isto a vantagem deste solidificante de ser
solivel em &gua, além de tornar-se liquido a 100 °C e solidificar-se a 45 °C,
permanecendo semissolido a temperatura ambiente. Apesar das vantagens apresentadas
pelo agar é necessario o estabelecimento de uma concentragdo em cada meio de cultivo
que possibilite elevados percentuais germinativos e o desenvolvimento satisfatorio de

cada espécie.
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Diante do exposto objetivou-se avaliar o efeito das concentragdes de agar e
carvdo ativado em meios assimbidticos, que propiciem, in vitro, a germinagdo e o
desenvolvimento de plantulas de Dendrobium nobile Lindl. e Dendrobium phalaenopsis

Fitzg.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido entre julho e setembro de 2014. Foram
utilizados como material de estudo, frutos maduros, oriundos da polinizagdo manual das
espécies de orquideas Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis, provenientes de
matrizes com mais de oito anos, cultivadas em viveiro coberto pela sobreposicdo de
duas telas de sombreamento de 50%, propiciando radiacdo fotossintética média diaria
de 160 pmol m™ s, sob condicées médias de temperatura e umidade relativa de 22,6 +
5°C e 73,9 £ 10%, e provido de irrigacdo por microaspersao.

Os frutos foram destacados das matrizes com auxilio de uma tesoura de
poda manual e levados para o laboratorio de cultivo in vitro da FCA/UFGD, onde foram
desinfestados com solucdo de alcool etilico 70%. Em seguida, dois frutos de cada
espécie foram abertos com auxilio de bisturi e as sementes retiradas, homogeneizadas e
acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR) por 14 dias. Apos a
dessecacdo, as sementes de cada espécie foram embaladas separadamente em papel
aluminio e armazenadas, sob refrigeracdo (52 °C) em frascos de polipropileno opaco
providos de tampa com silica gel.

Foram utilizados, como meio de cultura para germinacdo das sementes, 0s
meios MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962); MS ¥ (MS na metade da concentracéo de
sais); Knudson C (KNUDSON, 1946) e VW (VACIN WENT, 1949). Os meios de
cultivo foram suplementados com 30 g L™ de sacarose, acrescidos com 0,0; 1,5; 3,0; 4,5
ou 6,0 g L™ de carvdo ativado e solidificados com 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de agar
bacteriologico (Himedia®, india). O pH dos meios foi aferido e ajustado para 5,8
utilizando-se HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) e na sequéncia foram distribuidos em frascos
de polipropileno com tampa rosqueavel e capacidade de 50 mL (altura= 5 cm; diametro
da boca =5 cm), sendo que cada frasco recebeu 20 mL de meio de cultivo.

Posteriormente, os frascos foram esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atm

de pressdo, por 20 minutos. Apos o resfriamento os frascos foram transferidos para

! Metodologia de armazenamento de sementes utilizada para o género Dendrobium, pelo Laboratério de
Cultivo in vitro/FCA por até 12 meses
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ambiente esteéril.

Foi realizado o teste de tetrazOlio das espécies, seguindo metodologia
proposta por Soares et al. (2014). Comprovada a viabilidade das sementes, foi pesada
uma amostra de 35 mg de sementes de cada espécie. As amostras foram levadas para
ambiente asséptico e desinfestadas com 105 mL de solucdo de hipoclorito de s6dio a
0,8%. As amostras permaneceram imersas na solugcdo de hipoclorito por cinco minutos
(5°)%. Ap6s este periodo, as suspensdes de sementes foram diluidas para 350 mL com
agua destilada estéril e em seguida receberam triplice lavagem com &gua destilada
estéril® (280 mL por lavagem) e, ap6s este procedimento o volume dessas suspensdes foi
completado para 350 mL com &gua destilada estéril para a semeadura in vitro. A
semeadura foi realizada com o auxilio de um pipetador automéatico inoculando-se 1000
pL da suspensdo de sementes por frasco, contendo em media 185,0 sementes de D.
nobile e 138,0 sementes de D. phalaenopsis.

Apb6s a inoculagdo, as culturas foram acondicionadas em sala de
crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados (25+2°C; 16 h), o D. nobile
permaneceu sob lampada fluorescente branca (18,9 pmol m™ s™ - irradiancia fornecida
por duas lampadas fluorescentes brancas de 40 W cada)* e o D. phalaenopsis sob
lampada fluorescente branca + lampada fluorescente vermelha (14,85 pmol m? s* —
irradiancia fornecida por uma lampada fluorescente branca de 40 W e uma lampada
fluorescente vermelha de 30 W Gro-lux®)*.

Quarenta e cinco dias apés a semeadura foi avaliada a porcentagem de
germinacdo das espeécies pesquisadas, 0s propagulos contidos nos frascos foram lavados
com 3 mL de agua destilada estéril e acondicionados em placas de acrilico (2 x 2 x 0,5
cm), quadriculadas (0,5 x 0,5 cm) e, com auxilio de microscopico estereoscopico
binocular com zoom, foram contados o nimero de sementes ndo germinadas (NS) e o
namero de protocormos clorofilados (NPC). A porcentagem de germinacdo (%G) foi
calculada pela seguinte expressdo: %G = [NPC / (NS + NPC)] x 100. Apos contagem,
os tratamentos foram fotografados com camera acoplada ao microscopico
estereoscopico, com auxilio do programa computacional AxionVision versdo 3.1
(Zeiss®), para avaliacdo visual do desenvolvimento inicial das plantulas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e 0s

tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4 x 5 x 5 (quatro meios de cultura,

2 O tempo de desinfestacdo das sementes foi determinado em funcéo dos resultados observados no
Capitulo 1 deste Protocolo.

® A triplice lavagem das sementes com agua destilada estéril foi utilizada em funcéo dos resultados
observados no Capitulo 1 deste Protocolo.

* A condicdo de luminosidade foi escolhida em funcdo dos resultados observados no capitulo 2 deste
Protocolo.
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cinco concentragfes de agar e cinco concentracdes de carvdo ativado), com trés da
porcentagem de germinacdo foram transformados para V(x +1) e, a seguir, foram
submetidos a anélise de variancia sendo os fatores qualitativos comparados pelo teste de
Tukey até 5% e os quantitativos por regressdo, com auxilio do programa SAEG —
Sistema para Analises Estatisticas (RIBEIRO JUNIOR, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito isolado (excecdo feita ao carvdo quando estudado em D.
phalaenopsis) e conjunto, dos trés fatores estudados, sobre a porcentagem de

germinacao (%G) das duas espécies de orquideas (Quadro 2).

QUADRO 2. Resumo da analise de variancia da porcentagem de germinagdo de
sementes de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis. Dourados
—MS, UFGD, 2015.

Porcentagem de germinacao

Quadrados médios

F.V. G.L. D. nobile D. phalaenopsis
Meio de cultura (MC) 3 4,55** 1,42%*
Agar (A) 4 8,28** 6,71**
Carvdo (C) 4 1,63** 0,14"™
MC x A 12 2,50** 0,66*
MC x C 12 1,568** 1,81**
AxC 16 0,76** 0,73**
MCxAxC 48 0,69** 0,49*
Erro 200 0,22 0,30
CV (%) 6,6 59
Media Geral 71,3% 92,6%

** significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F
* significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F
™ nao significativo

A porcentagem média de germinacdo para D. nobile foi de 71,3% e para D.
phalaenopsis foi de 92,6% (Quadro 2). As maiores %G para D. nobile foram obtidas
com a utilizacdo dos meios MS, MS % e K (iguais estatisticamente) e, para D.
phalaenopsis, nos meios MS, MS %2 e VW (estatisticamente iguais) (Quadro 3).

Tanto a %G in vitro de D. nobile quanto a de D. phalaenopsis variou entre
0s meios de cultivo em fungdo das concentracBes de agar e carvao utilizados (Figuras 1
e 2), embora os valores médios para alguns deles tenham sido estatisticamente iguais
(Quadro 3).
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QUADRO 3. Porcentagem de germinacdo de sementes de Dendrobium nobile e

Dendrobium phalaenopsis em fungdo dos meios de cultura utilizados.
Dourados — MS, UFGD, 2015.

Porcentagem de germinacéo (%)
Meio de cultura D. nobile D. phalaenopsis
MS 72,8a 93,1a
MS % 72,6a 93,5a
K 71,9a 90,6b
VW 67,6b 93,5a
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey 5% de probabilidade)

%GMS= 64,7049 + 0,990959A + 3,96915C - 0,233743C* %G MS1/2= 73,4980 + 1,63926A - 1,19401C - 0,198052A2
-0,330170AC R?=0,82
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-0,640597C* Re=0,99 ©) R®= 0,92 (D)
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FIGURA 1. Porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de Dendrobium nobile

nos meios de cultura: (A) Murashige & Skoog (MS); (B) Murashige &
Skoog na metade da concentracdo de seus nutrientes (MS %2); (C)

Knudson (K); (D) Vacin Went (VW) em fungdo das concentracdes de
agar e carvao utilizados. Dourados — MS, UFGD, 2015.



%GMS= 98,9792 - 0,538246A - 1,56463C + 0,274101C? %GMS1/2= 99,7169 - 1,69175A - 1,98264C + 0,162888A
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©) -0,571450C* R*=0,99 (D)
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Porcentagem de germinagdo (%G) de sementes de Dendrobium
phalaenopsis nos meios de cultura: (A) Murashige & Skoog (MS); (B)
Murashige & Skoog na metade da concentracdo de seus nutrientes (MS

%); (C) Knudson (K); (D) Vacin Went (VW) em fungdo das
concentragdes de agar e carvdo utilizados. Dourados — MS, UFGD,
2015.
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O quadro 4, apresenta as maiores e menores %G das duas espécies,
observadas em funcdo dos meios de cultura e das concentracdes de &gar e de carvédo
estudadas.

QUADRO 4. Maiores e menores valores da porcentagem de germinagdo de sementes
de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis, observados em
funcdo dos meios de cultura e das concentragdes calculadas de agar e
carvao. Dourados — MS, UFGD, 2015.

D. nobile
Meios de cultura Agar  Carvio  Maior  Agar  Carvio  Menor
@b (@)  we® (@)  @Lh)  %c®
MS 0,0 6,0 80,0 0,0 0,5 65,0
VW 8,0 6,0 80,0 57 0,0 61,4
MS %2 4,1 0,5 76,0 8,0 6,0 67,0
K 0,2 3,3 75,0 3,8 0,0 66,5
D. phalaenopsis
Meios de cultura Agar  Carvio  Maior  Agar  Carvio  Menor
@b (@)  %we® (@Y  @Lh)  %G?
VW 0,0 4,4 100,0 51 0,0 85,6
MS Y2 0,0 0,0 99,7 5,2 3,7 90,0
MS 0,5 6,0 99,0 8,0 2,9 92,4
K 1,9 6,0 94,1 8,0 0,0 83,2

(1) Valores calculados em funcédo das equacgdes propostas na Figura 1
(2) Valores calculados em funcédo das equacgdes propostas na Figura 2

Né&o foi possivel estabelecer um padrdo comum de resposta de %G em
funcdo dos fatores estudados para as duas espécies. Enquanto para D. nobile ndo foi
possivel recomendar uma concentragcdo de agar, para D. phalaenopsis nao foi possivel
recomendar uma concentracdo de carvao (Quadro 4).

Para D. nobile as maiores %G foram obtidas com concentracdes de carvao
de 6,0 g L™ nos meios MS e VW e as menores com concentragdes de carvdo variando
de 0,02 0,5 g L™ nos meios MS, VW e K (Quadro 4). Para D. phalaenopsis as maiores
%G foram obtidas com concentrages de &gar de até 0,5 g L™ nos meios VW, MS e MS
Y e, as menores com concentracdes de 4gar acima de 5,0 g L™ em todos os meios de
cultivo (Quadro 4).

Os resultados desse trabalho demonstram que houve germinacdo de D.
nobile e D. phalaenopsis em todas as composicdes dos meios de cultura utilizados.

Resultados opostos foram encontrados por Soares et al. (2012), que observaram que a
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germinacdo assimbidtica da espécie Brassavola tuberculata Hook ocorreu apenas em
meio de cultura suplementado com carvéo ativado.

Assim como no trabalho de Hossain et al. (2008), onde o carvédo ativado
aumentou a germinagdo de sementes de Epidendrum ibaguense, os resultados
encontrados nesse trabalho para D. nobile também foram positivos em relacdo ao
aumento da %G com a utilizagdo de até 6,0 g L™ de carvéo ativado nos meios de cultura
(Quadro 4). Esses autores salientam que a alta afinidade de adsor¢do para compostos
excessivos e inibidores do carvao ativado, além do escurecimento dos meios de cultivo
podem ser responsaveis na promocao do processo germinativo.

De maneira geral, quando se utilizou meio liquido foram observados os
maiores valores de %G para as duas espécies (salienta-se que para D. nobile a utilizagdo
de 0,0 8,0 g L™ de 4gar, nos meios MS e VW, propiciaram a mesma %G - Quadro 4) .
Conforme Faria et al. (2012), o meio liquido pode promover maior difusdo dos
nutrientes para as sementes, possibilitando os altos valores de %G observados.

Em relacdo ao desenvolvimento dos propagulos é importante salientar que a
utilizacdo dos meios MS e MS ¥ liquidos (acrescidos de 0,0 g L™ de carvdo e de até 2,0
g L™ de 4gar) retardou o desenvolvimento, sendo observados protocormos em estadio 1
(protocormo intumescido clorofilado) e plantulas em estadio 2 (plantula com formacao
da primeira folha) conforme classificacdo de Suzuki et al. (2009) (Figuras 3 e 4). Nesses
mesmos meios, a partir da utilizacdo de 4,0 g L™ de agar (meio semissélido), pode-se
observar plantulas em estadio mais avancado de desenvolvimento, apresentando
formacdo de duas folhas (estadio 3) (Figuras 3 e 4).

Essas observacdes permitem inferir que meios solidificados sdo essenciais
para o cultivo inicial das espécies estudadas, pois meios com baixa concentracdo de
agar podem dificultar o posicionamento das plantulas no frasco (FARIA et al., 2012), o
gue pode atrasar 0 seu crescimento e desenvolvimento.

Embora a utilizacdo de 6,0 g de carvéo tenha propiciado maiores %G tanto
para D. nobile como para D. phalaenopsis no meio MS, o carvéo retardou o crescimento
e 0 desenvolvimento dos protocormos e plantulas, que foram visivelmente menores
apresentando-se em estadios 1 e 2 de desenvolvimento, enquanto que 0 mesmo meio
isento de carvao propiciou plantulas maiores e mais desenvolvidas classificadas em
estadio 2 e 3 (Figuras 3 e 4). O carvdo ativado normalmente é adicionado ao meio de
cultivo em concentragdes de 0,2 a 3% (FARIA et al., 2012; CID & TEIXEIRA, 2010) e,

segundo Pasqual et al. (1997) embora ndo seja um regulador de crescimento, sua
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presenca modifica a composi¢do do meio de cultura, podendo promover e/ou inibir o
crescimento in vitro, dependendo da espécie e do tecido utilizados.

Segundo Thomas (2008) e Guson et al. (2012), o carvéo ativado pode atuar
na adsorcdo de vitaminas, ions metalicos e reguladores de crescimento, retendo tanto
substéncias inibidoras quanto promotoras do crescimento, fazendo com que a liberagéo
das mesmas seja mais lenta e resultando em efeitos positivos ou negativos para o
desenvolvimento, dependendo da espécie. A adsor¢do promovida pelo carvdo também
pode reter ions como Cu e Zn presentes no meio (CID & TEIXEIRA, 2010). O Zn
desempenha importante fungdo no metabolismo de crescimento vegetal e, segundo
alguns autores, existe a necessidade do aumento da disponibilidade desse nutriente no
meio de cultura para melhor crescimento das diferentes espécies (FIGUEIREDO et al.,
2007; VILLA et al., 2014).

Dendrobium nobile — meio de cultivo MS Dendrobium nobile — meio de cultivo MS %2
C0,0 C1,5 C3,0 Cc4,5 C6,0 C0,0 C1,5 C3,0 C4,5 C6,0
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FIGURA 3. Sementes, protocormos e plantulas de Dendrobium nobile aos 45 dias,
em diferentes meios de cultura, concentracdes de agar e carvao ativado.
Dourados — MS, UFGD, 2015.
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Dendrobium phalaenopsis — meio de cultivo MS Dendrobinm phalaenopsis — meio de cultivo MS %2
COO C1,5 C 3,0 C4,5 C 6,0 C 0,0 C1,5 C3,0 C4,5 C6,0
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- IR R TR

Dendrobium phalaenopsis — meio de cultivo VW Dendrobium phalaenopsis — meio de cultivo K
Cc0,0 C1,5 C3,0 C4,5 C 6,0 C 0,0 C1,5 C30 C45 C6,0

FIGURA 4. Sementes, protocormos e plantulas de Dendrobium phalaenopsis aos 45
dias, em diferentes meios de cultura, concentracbes de agar e carvao
ativado. Dourados — MS, UFGD, 2015.

Villa et al., (2014) observaram que crescentes concentracdes de carvao
ativado incorporado ao meio Knudson influenciaram negativamente a morfogénese
foliar de Brassocattleya Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow e atribuiram este efeito a
associacdo do uso de meio solido, que inibe a difusdo de fosforo, potassio e zinco, com
concentracdes elevadas de carvao ativado, que podem ter inibido a formacdo de folhas
por caréncia desses elementos que sdo requeridos na formacdo de o6rgaos. Galdiano
Junior et al. (2012) também citam efeitos negativos da incorporacdo do carvdo no meio
de cultura, sendo alguns deles a remocdo de nutrientes organicos, fitorménios e inibicao
do crescimento e da morfogenia das espécies cultivadas.

Araujo et al. (2006) salientam que o efeito ndo-seletivo do carvao ativado
pode proporcionar resultados negativos na micropropagacdo. A diversidade de

resultados obtidos com a utilizacdo de carvdo ativado nas diferentes espécies da familia
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Orchidaceae deve-se, principalmente, ao gendtipo em questdo, a adsorcdo de algumas
substancias quimicas e compostos organicos, além de metabdlitos toxicos liberados no
cultivo in vitro (WANG & HUANG, 1976; ARAUJO et al., 2006; GALDIANO
JUNIOR et al., 2012; PRIZAO et al., 2012; VILLA et al., 2014).

4. CONCLUSOES

Os meios MS e MS % foram os mais efetivos em promover a germinagéo in
vitro de Dendrobium nobile e Dendrobium phalaenopsis; Para obtencdo de plantulas
mais desenvolvidas recomenda-se a utilizacdo dos meios MS e MS % geleificados com
4,0a8,0 gL™ de 4gar e isentos de carvdo ativado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se os seguintes Protocolos.

1. Protocolo de germinacéo para Dendrobium nobile Lindl.:

O fruto de Dendrobium nobile deve ser destacado de plantas matrizes com
auxilio de uma tesoura de poda manual e desinfestado com solugdo de alcool etilico
70%. Em seguida, deve ser aberto com auxilio de um bisturi e as sementes retiradas,
homogeneizadas e acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR)
por 14 dias. Apos a dessecacdo, as sementes podem ser utilizadas no cultivo in vitro.
Antes da semeadura deve ser realizado o teste de tetrazolio da espécie, segundo a qual,
trés porcdes de sementes, de 5 mg cada, sdo colocadas em tubos de ensaio e cada uma
delas recebe 3 mL de solucdo aquosa de cloreto de trifenil tetrazolio (0,5%). As
suspensdes de sementes sdo acondicionadas em ambiente desprovido de luz, em
temperatura ambiente (25+2 °C). Ap0Os 24 horas, as suspensbes de tetrazdlio sdo
acrescidas de 7 mL de agua destilada estéril e agitadas, sendo pipetado 1 mL para
identificacdo e contagem de sementes potencialmente viaveis em camara de Peters, com
0 auxilio de microscopio estereoscopico. S&o consideradas como viaveis as sementes
com embriBes totalmente coloridos de carmim, enquanto que as sementes com embrides
incolores, parcialmente corados ou desprovidas de embrido foram consideradas
inviaveis. Para cada amostra sao realizadas trés leituras, sendo posteriormente calculada
a media entre elas, obtendo os valores médios de sementes viaveis.

O meio de cultura recomendado para germinacdo dessa espéecie € 0 meio
MS, podendo ser solidificados com a utilizagdo de 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de agar
bacteriolégico e suplementado com 30 g L™ de sacarose. O pH do meio deve ser aferido
e ajustado para 5,8 utilizando-se HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) e na sequéncia distribuido
em frascos de cultivo. Posteriormente, os frascos devem ser esterilizados em autoclave a
120°C e 1 atm de pressdao, por 20 minutos. Apds o resfriamento, os frascos sdo
transferidos para ambiente estéril. Na sequéncia, em ambiente asséptico, para cada 5 mg
de sementes da espécie recomenda-se como agente desinfestante 15 mL de solucdo de
hipoclorito de sodio a 0,8%, permanecendo imersa na solucdo de hipoclorito por 5
minutos. Apos este periodo, a suspensdo de sementes deve ser diluida para 50 mL com

agua destilada estéril. Em seguida deve ser realizada a triplice lavagem com agua
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destilada estéril (40 mL por lavagem) e, apds este procedimento o volume dessa
suspensdo precisa ser completado novamente para 50 mL com agua destilada estéril
para a semeadura in vitro. A semeadura pode ser realizada com auxilio de um pipetador
automatico.

Apos a inoculagdo, recomenda-se que as culturas sejam acondicionadas em
sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h),
permanecendo sob ldmpada fluorescente branca + lampada fluorescente vermelha
(14,85 umol m? s — irradiancia fornecida por uma lampada fluorescente branca de 40
W e uma lampada fluorescente vermelha de 30 W Gro-lux®) e apds quarenta e cinco

dias pode ser verificada a germinacao das sementes.

2. Protocolo de germinacao para Dendrobium phalaenopsis Fitzg:

Para o Dendrobium phalaenopsis, o fruto deve ser destacado de plantas
matrizes com auxilio de uma tesoura de poda manual e desinfestado com solugédo de
alcool etilico 70%. Em seguida, deve ser aberto com auxilio de um bisturi e as sementes
retiradas, homogeneizadas e acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C;
75% UR) por 14 dias. Apoés a dessecacéo, as sementes podem ser utilizadas no cultivo
in vitro. Antes da semeadura deve ser realizado o teste de tetrazolio da espécie, segundo
a qual, trés porcdes de sementes, de 5 mg cada, séo colocadas em tubos de ensaio e cada
uma delas recebe 3 mL de solucdo aquosa de cloreto de trifenil tetrazolio (0,5%). As
suspensdes de sementes sdo acondicionadas em ambiente desprovido de luz, em
temperatura ambiente (25£2 °C). ApoOs 24 horas, as suspensbes de tetrazdlio sdo
acrescidas de 7 mL de agua destilada estéril e agitadas, sendo pipetado 1 mL para
identificacdo e contagem de sementes potencialmente viaveis em camara de Peters, com
0 auxilio de microscopio estereoscopico. Sdo consideradas como viaveis as sementes
com embriBes totalmente coloridos de carmim, enquanto que as sementes com embrides
incolores, parcialmente corados ou desprovidas de embrido foram consideradas
inviaveis. Para cada amostra sdo realizadas trés leituras, sendo posteriormente calculada
a media entre elas, obtendo os valores médios de sementes viaveis.

O meio de cultura recomendado para germinacdo dessa espécie € 0 meio
MS, podendo ser solidificados com a utilizagdo de 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de agar
bacteriolégico e suplementado com 30 g L™ de sacarose. O pH do meio deve ser aferido
e ajustado para 5,8 utilizando-se HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) e na sequéncia distribuido
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em frascos de cultivo. Posteriormente, os frascos devem ser esterilizados em autoclave a
120°C e 1 atm de pressdo, por 20 minutos. Apos o resfriamento, os frascos séo
transferidos para ambiente estéril. Na sequéncia, em ambiente asséptico, para cada 5 mg
de sementes da espécie recomenda-se como agente desinfestante 15 mL de solucdo de
hipoclorito de sodio a 0,8%, permanecendo imersa na solucdo de hipoclorito por 5
minutos. Apos este periodo, a suspensdo de sementes deve ser diluida para 50 mL com
agua destilada estéril. Em seguida deve ser realizada a triplice lavagem com agua
destilada estéril (40 mL por lavagem) e, apds este procedimento o volume dessa
suspensdo precisa ser completado novamente para 50 mL com agua destilada estéril
para a semeadura in vitro. A semeadura pode ser realizada com auxilio de um pipetador
automatico.

Apos a inoculacdo, recomenda-se que as culturas sejam acondicionadas em
sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados (252 °C; 16 h),
permanecendo sob lampada fluorescente branca (18,9 pumol m? s* - irradiancia
fornecida por duas lampadas fluorescentes brancas de 40 W cada). Quarenta e cinco

dias apds a semeadura pode ser verificada a germinacao das sementes.



