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RESUMO

RODRIGUES, Donizetti Tomaz, D.Sc., Universidade FedemMigosa,
dezembro de 2009Propagacéo in vitro de orquideas sem a
utilizacdo de camara de fluxo laminar Orientador: Roberto Ferreira
de Novais. Co-orientadores: Victor Hugo Alvarez V. e Wagner
Campos Otoni.

Ha uma grande demanda por técnicas de laboratorio maisesirapl
de menor custo e por procedimentos mais acessiveis a ofitpsdque
ndo tém o embasamento tedrico necessario a utilizacdo delosésuais
de producado seminifera e clonal de orquideastro. Neste trabalho, trés
experimentos foram conduzidos com o0s objetivos de avaliar a
desinfestacdo quimica com hipoclorito de sédio (NaClO)eteenites e de
tecidos de orquideas para a producdo de mudasitro, e testar a
utilizacdo de seringa descartavel para o cultivo de tecidesmodo a
dispensar, em todos o0s casos, o0 uso de camara de fluxo larhiaar
primeiro experimento, sementes dttleya intermedia foram tratadas
com seis concentra¢des de NaClO, variando de 1,2 a h§00" de NaClO
e semeadas utilizando-se dois métodos de cultivo: ino&alde sementes

em frascos via seringa descartavel, através de um furo empatale

Vi



frascos de vidro, ou, abrindo-se o frasco, retirando-se napda e
colocando as sementes sobre o meio. Em ambos 0s métodomeardese
foram inoculadas via BiL de suspensdo semente-NaClO. Estes métodos
foram comparados com o tradicional (controle), conduzmocémara de
fluxo laminar; com as sementes previamente desinfestadadNaClO na
concentracdo de 2.408g L™, corresponde a 100L L™ de 4gua sanitaria
comercial (ASC), e enxaguadas emCH mas sem a aplicacao de NaClO
aos meios nos frascos com as sementes. No segundo expetriment
estudou-se a eficiéncia de concentracdes de NaClO, varidadl.200 a
6.000mg L™ (50 a 250mL L™ de ASC) aplicadas nos meios de cultura, na
auséncia ou presenca de carvao ativado, em comparacaazacaul de
camara de fluxo laminar sem a aplicacdo, neste caso, de Na@d0
meios, com os tecidos (explantes). Foram utilizados efgdade duas
espécies de orquideasrundina bambusifolia e Epidendrum ibaguenses.

No terceiro experimento, estudou-se a utilizacdo de sardegcartavel,
em substituicdo a camara de fluxo laminar, utilizando tréms(MS1/2,
GB5 e VW) e duas concentracbes de trés reguladores de ceesaim
(TDZ, ANA e BAP), para a obtencao de mudasRhalaenopis spp. e de
um hibrido de Dendrobium nobile, via cultura de tecidos. Como
tratamento controle, utlizou-se o meio MS1/2 com rihg)L'1 de TDZ em
tubos de ensaio, com o0s explantes cultivados em condi¢cOesairsy
utilizando-se de camara de fluxo. Nao houve contaminacdontos de
cultura inoculados com a suspensdo semente — NaClO. A geeskn
NaClO nas menores concentragcdes promoveu maior taxa dengeén e
crescimento das plantas, em relacdo a sua nado utilizacamn(into
controle). A camara de fluxo laminar mostrou-se desnedassi relacao

a desinfestacdo feita com NaClO no meio de cultura. A a@cate
NaClO sobre o meio de cultura inoculado com os tecidos dagagla
promoveu eficiente controle da contaminacdo. As maioresartdracoes
de NaClO causaram reducao no crescimento das plantas. Ce usowdo

ativado promoveu melhores resultados em termos de prodigfdantas
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mas, por outro lado, a contaminacdo foi maior em sua presehca
utilizacdo de seringa descartavel mostrou-se viavel papagopagacao
vegetativa das plantas. Embora, com alguns efeitos medjosicativos,
a diferenca entre meios de cultura, reguladores de crestmne suas
concentracdes apresentaram tendéncia geral para a siadardos dados
de crescimento das plantas, evidenciando a possivel Sicagho dos

procedimentos de desinfestacao e cultivo.



ABSTRACT

RODRIGUES, Donizetti Tomaz, D.Sc., Universidade FedemMigosa,
December, 20091n vitro propagation of orchids without using
laminar flow. Advisor. Roberto Ferreira de Novai€o-advisors:
Victor Hugo Alvarez V. and Wagner Campos Otoni.

There is a great demand for simpler and less costly labgrator
techniques and for more accessible procedures for orckeelders who do
not have the necessary theoretical basis to use the traalitseed and
clone production methods of orchidis vitro. In this study, three
experiments were conducted with the purpose of evaluatimgmical
disinfection with sodium hypochlorite (NaClO) of orchidedss and
tissues for seedling productian vitro, and to test the use of disposable
syringes for tissue culture, to dispense with the use oframilow in all
cases. In the first experiment, seedsGatttleya intermedia were treated
with six NaClO concentrations between 1.2 and 4,6@{]_'1 NacCl,
seeded by two methods: seed inoculation in glass jars witisppghble
syringe through a hole in the lid, or by opening the jar, renpthe lid,
and placing the seeds on the medium. In both methods, seecs we

inoculated in 2nL seed — NaClO suspension. These methods were



compared with the traditional (control) method, using Izamiflow. After
previous disinfection with NaClO at a concentration of 24@pL ™,
corresponding to 10fL L' commercial bleach (CB), the seeds were
rinsed in HBO, but without NaCIlO application to the media in the jars with
the seeds. In the second experiment the effectiveness ofl NaC
concentrations between 1200 and 6,009L™" (50-250mL L™ CB) for
the tissues (explants) was tested, applied to culture mpdiae absence
or presence of activated carbon, in comparison with the @idananar
flow without the NaClO application to the media. Explantswd orchid
species,Arundina bambusifolia and Epidendrum ibaguenses, were used.
The third experiment tested the use of disposable syringssgad of
laminar flow, in three media (MS1/2, GB5 and VW) and with two
concentrations of three growth regulators (TDZ, NAA and BABr
obtaining Phalaenopis spp. seedlings and @endrobium nobile hybrid by
tissue culture. In the control treatment, the MS1/2 mediuas used with
1.0mg L™ TDZ in test tubes, and the explants were cultured under Horma
conditions, using a flow chamber. No contamination was Meskin the
culture media inoculated with seed — NaClO suspension. WwtNaClO
concentrations the germination and plant growth rates Wwigteer than in
absence of NaCIlO (control)ln comparison, it was found that the
application of NaClO dispensed with the use of laminar floWhe
contamination control with NaClO application to the cudtumedium
inoculated with the plant tissues was efficient. The highHaClO
concentrations resulted in reduced plant growth. The usactfated
carbon led to the best results in terms of plant productioitewdn the
other hand, contamination was higher in their presence. Ude of
disposable syringes was feasible for the vegetative pedpagof plants.
However, with some significant mean effects, the diffeeerbetween
culture media, growth regulators and their concentratgarserally tended
to data similarity regarding plant growth, suggesting a sfs

simplification of the sterilization and cultivation pratges.
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INTRODUCAO GERAL

Ha, entre os orquidéfilos, de modo geral, um grande interpsks
cruzamentos para a obtencdo de novas plantas e a multgdi¢diyisao
somatica) das melhores plantas (hibridos, espécies eduddg). Esta
procura ansiosa por métodos que permitam dispor de pratécabtencao
de um numero crescente de plantas com qualidade superiar gar
satisfacdo pessoal dos colecionadores e daqueles que dassas plantas
uma fonte de renda, esbarra em uma série de dificuldadegnexa de
laboratérios sofisticados, com alto custo de implantacdnaautencéo,
constituidos de aparelhagem de dificil operacéo, reagamplexos de
elevados custos, muitos ainda importados, procedimeptasoColos) de
dificil compreensdo e execucdo, que exigem técnicos cormga lar
experiéncia no assunto, o que implica dizer profissionac flacilmente
encontrados no mercado e, quando o sdo, com elevados salério

Tentativas de empresas de comércio de orquideas no paigdie@ m
a grande porte, fizeram tentativas infrutiferas nesta épeaar de, muitas
delas, ndo terem limitacéo financeira.

Os livros sobre o assunto em portugués sao excessivamente
genéricos, dando uma informacdo mais qualitativa sobreooepso do
gue, de fato, informando sobre técnicas de maneira claranelusiva
sobre o tortuoso e obscuro caminho das pedras para se cltegar,

sucesso, a esses meétodos de propagacdo de orquideas ersskzabpa



Outros livros estdo em inglés, outro forte empecilho pardam nimero
daqueles envolvidos com a cultura.

Os artigos de pesquisa sobre o assunto, embora mais objetBm,
com frequéncia, inacessiveis aos orquidéfilos em gerauandp o sao,
apresentam uma linguagem de grande complexidade para os
envolvidos com os processos cientificos em geral.

Assim, procura-se com esta tese simplificar todos ess&®$80s,
desmistificando a imagem do “inacessivel” que os orgulid®fiéem sobre

o problema que, como se verd, as solucdes podem ser simples.



CAPITULO 1

GERMINACAO IN VITRO DE Cattleya Intermedia COM
DESINFESTACAO QUIMICA, SEM O USO DE CAMARA DE
FLUXO LAMINAR

RESUMO

A propagacao de orquideas vitro é essencial para a producdo de
mudas em escala comercial. Dentre 0s equipamentos baditaados
nessa técnica a autoclave e a camara de fluxo laminar, dedekecustos
de aquisicdo, podem ser substituidos por técnicas simphkemtas e
acessiveis a pequenos e medios produtores de orquideastré&silho
teve como objetivo avaliar a efetividade da desinfestagdioniga de
sementes e meio de cultura para propagacao de orguideagp@aees
Cattleya intermedia, in vitro, sem a utilizacdo de camara de fluxo laminatr.
O ensaio constituiu-se de um fatorial (2 x 6) + 1, com o0s trahhos
distribuidos em blocos ao acaso, com dez repeticdes, sansionétodos
de inoculacdo de sementes e seis concentracdes do demitdegtiimico
hipoclorito de sédio (NaClO), comparativamente ao métaddi¢ional
(controle: sem a aplicacao de NaClO aos meios nos frascos), as
sementes desinfestadas com NaClO na concentracdo de ragdob,
correspondente a 106L L (Agua Sanitaria Comercial — ASC) e
posterior enxadgue com @ e com a utilizacdo de camara de fluxo
laminar). O NaClO foi testado nas concentracdes de 1,2; 2P;;11.200;
2.400 e 4.800ngL™’, correspondentes a 0,05; 0,5; 5,0; 50; 100 e
200mL L™ de ASC. Duas técnicas de inoculacdo das sementes no meio de
cultura foram testadas: por meio de uma seringa com as sEsnEmtuma
suspensdo em &gua, em frascos com tampa metdlica, com wedaca

borracha, com um furo no centro, através do qual as semeortam f



injetadas ao meio, ou utilizando-se um béquer com as sesname
suspensdo em Aagua, em frascos com tampa metalica sem fumm e se
vedacdo de borracha. Nesses dois métodos de semeadura,ossjne
geleificados (frios) receberammdlL das solu¢cbes de NaClO, relativas as
diversas concentracfes, antes da inoculacdo com as seimaatseringa,

ou abrindo-se a tampa do frasco e transferindo a suspens&@meates de

um bequer sobre o meio de cultura. O uso de solugdes de NaClO fo
eficiente na germinacdo e posterior crescimeimovitro das plantulas
oriundas de ambas as técnicas de inocula¢cdo, ndo ocorrentioninacao

em nenhum frasco. Além da efetiva descontaminacdo das tEsnem
NaClO exerceu efeito benéfico sobre a producdo de matéescdre
numero de plantas produzidas por frasco. A producéo de im#tésca de
plantulas foi maxima quando as sementes foram inoculadaseno® de
cultura na presenca den2. de uma solucédo de NaCIlO na concentracdo de
396 mg L™*, produzindo 5,00 g/frasco de matéria fresca. No tratamento
controle (sem NaClO junto a semente), a producdo foi de apena
1,67 g/frasco. A germinacdo sem o uso de camara de fluxo damin
apresentou resultados superiores com reducdo de custopldisacao de

todo o processo.

Palavras chave orquidea, meio de cultura, contaminac¢do, agua sanitaria.

IN VITRO GERMINATION OF Cattleya Intermedia UNDER
CHEMICAL DISINFECTION WITHOUT LAMINAR FLOW

SUMMARY

In vitro propagation is essential for orchid seedling productiorao
commercial scale. Of the basic equipment used in this tqaknithe
rather costly autoclave and laminar flow chamber may beacepl by

simple and inexpensive techniques, accessible to smalinaadum orchid



producers. This study aimed to evaluate the effectivenésshemical
disinfection of seeds and growth medium farvitro propagation of the
orchid specie<attleya intermedia, without using laminar flow. The test
consisted of a factorial combination (2 x 6) + 1 of treatmamtanged in
randomized blocks with 10 replications, with two methods sefed
inoculation and six concentrations of the chemical distd#et sodium
hypochlorite (NaClO), in comparison with the traditionadtimod (control:
without NaClO application to media in jars), using seedstgsted with
NaClO at a concentration of 24@g L™, corresponding to 1000L L™
(commercial bleach - CB) and subsequent rinsing wit® dnder laminar
flow). NaClO was tested at concentrations of 1.2, 12, 1200,12400,
and 4.800mg L™, corresponding to 0.05, 0.5, 5.0, 50, 100, and ra0Qd."
CB. Two techniques of seed inoculation into the culture omadwere
tested: (a) using a syringe containing the seeds in sugpemsiwater for
injection into the medium contained in jars with a rubbealse metal lid,
with a hole in the center to insert the syringe or (b) usingakdrewith
the seeds in suspension in water, to be poured into jars witktal lid
without hole, without rubber sealing. In these two seedireghads, the
already gelled (cold) media were treated witmR of NaCIlO solutions in
the different concentrations, before seed inoculatiorh lite syringe, or
by opening the jar lid and pouring the seed suspension frerbéaker
onto the culture medium. The use of NaClO solutions provésteve for
germination and subsequent plantlet growthvitro by both inoculation
techniques; no contamination was observed in any jar. Bssithe
effective seed decontamination, the effect of NaClO on thshf weight
yield and number of plants produced per jar was beneficiag fresh
weight yield of seedlings was greatest when seeds were lateduin the
culture medium in the presence ofn. of a NaClO solution at a
concentration of 39éng L™, yielding 5.00 g/jar of fresh weight. In the

control treatment (without NaCIlO in contact with the segajduction



was only 1.67 g/jar. The results of germination without gdaminar flow

were better, with lower costs and simplification of the enfirocess.

Key words: orchid, culture medium, contamination, chlorine bleach.

INTRODUCAO

Meios complexos como o de MS (Murashige & Skoog, 1962),
utilizado com frequéncia nos trabalhos cientificos sobreuliivo de
tecidos in vitro, foi substituido por Novais & Rodrigues (2004) por
misturas de sais p.a. contendo macro e micronutrientegaa@l agar
apenas, com resultados tdo bons quanto aqueles obtidos ocmTodS,
para a producdo seminifera de orquideas. Esses autoréisaram que
mesmo formulagbes NPK simples, contendo impurezas de
micronutrientes, em substituicAo aos meios tradicionaiame tao
eficientes ou melhores que 0os meios mais complexos.

Na germinacaoin vitro de Odontoglossum gloriosum, o meio
preparado com o fertilizante comercial Hydro-ColjdB®apresentou
rdpida germinacdo: 45 dias, comparativamente aos meiogisénu C
(Knudson, 1922) (KC) com 133 dias, ou MS com 126 dias. Também
houve melhor taxa de germinagao com o meio Hydro-Coljap®2 (%8,
em relacdo ao MS (19,2 %) ou KC (2,6 %). O uso de carvao ativado n
meio de cultivo apresentou resultados negativos guantraaetao tempo
para germinagdo, em relagdo ao seu nao-uso, resultadadiiet® para
outras espécies de orquideas cultivadasvitro em que os melhores
resultados foram obtidos na presenca do carvao ativadaidszando-se
o0 meio MS, o menor tempo para germinacao foi 85 dias e a gegawina
foi maxima (73 %) quando ao meio foram adicionados 2,68 piodé

ANA; todavia, esses resultados ainda sao inferiores engdelao meio

@ Fertilizante comercial para orquideas e plantas ornamentais em geral.



preparado com Hydro-Coljap® sem reguladores de crescan@ddroza
& Mican, 2006).

Mead & Bulard (1975) avaliaram a germinacdo de sementes de
Orchis laxiflora e Ophris sphegodes em meio contendo as vitaminas
tiamina, piridoxina, acido nicotinico e biotina. Dentrdass observaram
gue apenas a tiamina trouxe resultado positivo a germind@gwrimeira
espécie, sendo que a adicdo das demais vitaminas causagaen@eou
nenhuma resposta positiva.

Na germinacdo assimbidtica de semente€yjwipedium macranthos,

o uso de Ca(ClQ)como agente desinfestante apresentou efeito benéfico
em relacdo ao crescimento das plantas obtidas comparatiwamo uso

de NaClO. Por outro lado, as sementes tratadas com baixaeratmm
(4°C) ou com 1pmolt de cinetina apresentaram a maior taxa de
germinacao, cerca de 70 % (Miyoshi & Mii, 1998).

A germinacado de sementes de orgquideas frequentemente eanaio
solugdo com Ca(ClQ)comparativamente ao NaClO; o motivo para esta
diferenca € desconhecido (Rasmussen, 1992). Possive&mentmaior
efeito salino do Na em relacdo ao Ca seja uma das razdes [Eaa es
diferenca.

A concentracdo do agente desinfestante e tempo de exposicao
influenciaram diretamente a germinacdo de sementes da&ciesp
Bifrenaria inodora Lindl., Brassavola tuberculata Hook., Cattleya bicolor
Lindl., C. intermedia R. Grah,C. intermedia var. pallida Lindl., Encyclia
pygmeae (Hook.) Dressler, Epidendrum fulgens A. Brongn., Laelia
purpurata Lindl. & Paxt, Miltonia regnelli Reichb., Oncidium pumicum
Lindl., Pleurothallis glumacea Lindl. O aumento no tempo de exposicéao
ao NaClO causou reducao linear na germinacédo das semeptass @in
de exposicdo ao NaClO (0,4 gL houve praticamente 100 % de
germinacao; por outro lado, a exposicdo por 60 min inibiuranig@cao.
Nesse trabalho, também foi avaliada a desinfestacdo gdasssementes,

utilizando-se os gases formados com solucdes de formald@&mL L™)



e NaClO de sédio (5,5 g1), variando-se o tempo de exposicdo. Nestas
condicbes, sementes @attleya intermedia apresentaram alta germinacéo
(> 85 %) com até 4 h de exposicdo aos vapores de formaldeid€l© Na
(Alvarez-Pardo et al., 2006).

A aplicacdo de solucbes desinfestantes com diferentes
concentracdes de NaClO own® na forma de spray sobre sementes de
Bletilla striata, Cattleya loddigessi, Dendrobium kingianum, Habenaria
radiata e Phalaenopsis ssp. promoveram 100 % de germinagdo mesmo em
concentracbes altas de NaClO (6 Q)L ndo ocorrendo, portanto,
mortalidade das sementes e, ou, contaminacdo do meio. t&bsl
semelhantes foram obtidos em explantes repicados com ussasie
solucdes na forma de spray, sem perda de crescimento palanasgs.
Para HO, as respostas foram semelhantes quando se utilizou uma
concentracdo de 0,1 g'L(0,01 %) tanto sobre o meio quanto na solucéo
aplicada como spray sobre o meio (Yanagawa et al., 1995).

Em trabalhos com trés orquideas terrestiaciylorhiza incarnata
subsp. serotina, Dactylorhiza maculata subsp. maculata e Liparis
loeselii), a desinfestacdo das sementes com solucdes de Ca(Thy L)
ou NaClO (6 gL' por 40 a 50 min, mostraram alta eficiéncia do
Ca(ClO) na germinacdo destas sementes que foi, em média, o dobro em
relacdo ao NaClO (Vejsadova, 2006).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a germinagao, gdesgamento
e crescimento de plantulas d@attleya intermedia na presenca de
concentracdes crescentes de NaClO no meio de cultura, c@&maonde

desinfestacdo quimica, sem a utilizacdo de camara de fnxioar.

MATERIAL E METODOS

Para preparo do meio de cultura foram utilizados os sais do me
Gamborg 5 — GB5 (Gamborg et al., 1968), acrescidos de 2b dd.



sacarose, 2 gt de carvdo ativado, 6 g'Lde agar e 10énL L™ de agua
de coco verde e pH ajustado em 5,5. Foram distribuidaal2de meio
em cada frasco de cultivo (520L de capacidade, com tampa metalica),
posteriormente autoclavados a 121 °C por 20 min.

A solucéo de NaClO foi utilizada nas concentracdes de 1,21 2@,
1.200; 2.400 e 4.80fhg L1 equivalentes a 0,05; 0,5; 5,0; 50; 100 e
200mL L™ Agua sanitaria comercial (ASC) com 24°§(2,4 %) de NaClO.

Para o primeiro método de semeadura (inoculacdo das sexherde
frascos tinham a tampa de metal, com vedacéo de borrachajracimro
no centro, através do qual as sementes em uma SUSPENSaA@ a@I0S
seringa forem injetadas sobre o meio de cultura. Para o deguatodo,
foram utilizados os mesmos frascos sem perfuracao da teéfrgad 1).

A semeadura foi feita com a adicdo denR da solucédo contendo
sementes e NaClO sobre os meios previamente esterilizadgs e
resfriados. A introducdo das sementes nos frascos foi deitao auxilio
de uma seringa no primeiro método e com um béquer de vidrogomde
meétodo sem a utilizacdo de camara de fluxo laminar. O métadaional
(controle) foi realizado em camara de fluxo laminar onde easesites
foram desinfestadas com solucéo de NaClO a 2§Q™* (100mL L™ de
ASC) lavadas com $#D autoclavada e inoculadas em frascos contendo o
mesmo meio de cultura utilizado nos demais tratamentos.

O ensaio, em blocos ao acaso, foi composto por um fatoriabj2 x
+ 1 sendo: dois métodos de inoculacdo de sementes e seisiragdes
de NaClO, comparativamente ao método tradicional de geawgéioy com
camara de fluxo laminar (CFL).

Foram utilizadas 10 repeticdes para cada tratamento, sgredoinco
destas foram colhidas ap0s dois meses de cultivo para eomtdg sementes
germinadas e o restante das repeticdes colhido aos oitcs rdeseultivo
para avaliacdo do crescimento e desenvolvimentatro das plantulas.

Foram utilizadas cerca de 500 semente<d#tleya intermedia por

frasco.



Método 1 (seringa) Método 2 (Béquer)

Suspensdo com sementes L

/' = “'«\ ‘\\ 7 \\.
/ ™~ [ "... Tampa de metal
' O P | sem furo

f Mg 5 ok /
\ \ % N oy
X Tampa de metal W i

com furo \yé

.

Figura 1. Métodos alternativos de semeio de orquidea coimgsee com
béquerin vitro, sem a utilizacdo de camara de fluxo laminar.

Apés o semeio, os frascos foram mantidos em sala de cregoimen
sob temperatura de 27 =2 °C, com 16/8 h luz/escuro e irradiade
48 pmol m? s™.

A andlise de variancia foi realizada com auxilio do programa
SAEG9.0, ajustando-se as equacdes de regressdo para as igariave
numero de sementes germinadas aos dois meses, numera, raéidia e
producdo de matéria fresca de plantulas aos 8 meses, conaveigr
dependentes da concentracdo de NaClO dentro dos dois métmo

semeadura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em média, quando se compara CFL (controle) com uso de seringa
ou de béquer, a germinacdo e o crescimento das plantas felhsarte,
exceto para altura de plantas que foram maiores para as dasnem
CFL. Houve maior producdo de mateéria fresca das plantulasdgpu

obtidas pela semeadura segundo o método 2 (béquer). Nets@onm&o
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havia a presenca do furo na tampa e a perda de agua por edaptonc
menor do que aquela ocorrida nos frascos do método 1 (sgerovgde tal

perda ocorreu (observacéao visual). A germinacéo e a prodigdnatéria
fresca de tecidos foram superiores para as menores coap@edr de
hipoclorito (NaClO) em relacdo ao tratamento controle, seaplicacéao

deste desinfestante sobre o meio (Figura 2 e Quadro 1).

Ocorreram diferencas morfolégicas entre as plantas sexneauh
condicbes de camara de fluxo, tratamento controle, apia@sdm estas a
formacdo de inumeros calos. Nos tratamentos utilizandol@®ld@uve
baixa formacao de calos, com plantulas apresentando felmaizes bem
diferenciadas (Figura 3).

N&o ocorreram contaminagdes em nenhum dos tratamentos com
NaClO. Em trabalhos com outras espécies, resultados samethforam
encontrados, indicando baixa taxa de contaminacdo e aka d&
sobrevivéncia e germinacdo das sementes. Yanagawa (1988),2
trabalhando em condicbes néo estéril c@attleya loddigessi, Bletilla
striata, Dendrobium spp. ePhalaenopsis spp., observaram que 100 % das
sementes dessas plantas germinaram quando uma solucédo Gl® Na
(60mgL™) foi borrifada sobre as mesmas no meio de cultura. Nesses
trabalhos, foram utilizadas concentracdes entre 60 e 6r@I0" de
NaClO, sendo que 10 % das sementes Gwtleya loddigessi néo
germinaram quando a solugcao de hipoclorito apresentaveentnacéo de
6.000mg L™

Em Cypripedium macranthos, a germinacéo foi estimulada por uma
solucdo de Ca(ClQ)a 3,2 % (32 g L}); além disso, o tempo de tratamento
influenciou fortemente os resultados. Quando as semeeta@sapeceram
por 7 min na presenca de Ca(Cj@penas 9 % das sementes germinaram
depois de trés meses; por outro lado, com 7 h houve germiniacéd6é e
65 % das sementes no primeiro e no terceiro més, respectitame
Resultados semelhantes foram encontrados para NaClO & agdD™,

em que as sementes tratadas por 1 h nessa solucédo apresefexade

11



germinacao. Em tempos maiores de exposicao ao NaClO houve
decréscimo da germinacdo (Miyoshi & Mii, 1998).

O efeito benéfico da desinfestacdo na germinacédo de sesneme
crescimento de plantulas é relatado para outras espécide
condig¢besin vitro como ex vitro. A desinfestacdoek vitro) de sementes
de Juncus effusus L. com uma solucdo de NaClO a 52,5 seguido do
plantio em solo promoveu 100 % de germinacédo, ja em condd@®esio-
desinfestacdo a germinacao foi de 80 % (Ervin & Wetzel, 20&2)
arroz, sementes desinfestadas com NaClO apresentaram prathucao
de matéria seca pelas plantulas formadas em relacédo aglesiasestadas
com HgCL ou né&o desinfestadas. Plantulas oriundas de sementes
esterilizadas com NaClO produziram 4,2 g/frasco de matéeaa,
esterilizadas com Hgglproduziram 2,8 g e as sementes néao esterilizadas
2,3 g/frasco. Nesse trabalho, os autores verificaram que a€lON
apresentava efeito benéfico em acréscimo ao da descomiginindas
sementes. Para comprovar isso descontaminaram as sememigsamente
com HgC} e, posteriormente, com uma solucdo de NaClO, constatando
gue mesmo em sementes previamente esterilizadas/descoatzs
houve incremento de producdo na matéria seca das plantelasraoz
(Chun et al., 1997).

Na clonagem d&ucalyptus pellita, a utilizacdo de meios desinfestados
guimicamente com solu¢cdes de NaClO em concentragcdes dariamtre
0,24 e 108ngL™ apresentaram resultados satisfatérios quanto ao
alongamento dos explantes em relacdo ao cultivo em meiclauaalo. O
numero de ramos produzidos foi negativamente alteradénpos autores
consideram que tal fato é compensado pelo ganho em compoimean

presenca NaClO no meio (Teixeira et al., 2008).
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Figura 2. Germinacdo aos dois meses e producdo de matésia foe
tecidos, altura média e nimero de plantula€attieya intermedia,
aos oito meses de idade, em resposta a concentracdes derhigpoc
de sbédio (Método 1 seringa) e Método 2 béquer (] )).
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Quadro 1. Analise de variancia para germinacdo aos doissn{€s0) e
para producdo de Matéria Fresca de Plantulas (MFP), Altura
Média de Plantulas (AMP) e Numero de Plantulas (NP) aos oito
meses de idade

QM
FVv GL
G60 MFP AMP NP
Plantulas/frasco g/frasco cm Plantulas/frasco

Repeticdes 4 306 0,350 0,0098° 2196
CFL vs Ser. + Béq. 1 248 0,409 0,0395*** 2003
Seringa.vs Béquer 1 82238*** 127,150%** 0,5210%** 191412%**
D d/ Seringa 5 108744*** 4,107*** 0,2457*** 107357***
D d/ Béquer 5 63239*** 13,352%** 0,2413*** 51929***
Residuo 48 672 0,202 0,0042 1217
CV (%) 9,72 25,21 16,38 12,98

o *** Sjignificativo a 10 e a 0,P6.

Figura 3. Germinacdo e crescimento de sementeGatiteya intermedia

em resposta & concentracdes de hipoclorito de sédio (fhg L
com a inoculacdo de sementes via béquer (Método 2 — Figura 1).
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CONCLUSOES

1. Ndo houve contaminacao do meio de cultura com aplicagcédo de
hipoclorito de sédio — NaClO em concentragcbes variando @e al,
4.800mg L™

2. 0 NaClO exerceu efeito benéfico sobre a germinacdo e a
producdo de matéria fresca e numero de plantas em relacda adsu
utilizacao direta no meio de cultivo.

3. A técnica da seringa pode ser substituida pela técnicaehéq
dada sua maior eficiéncia e simplicidade operacional.

4. E possivel a germinacéo de orquideas pela desinfestagfica
sem o0 uso de camara de fluxo laminar e em condi¢gdes né&o ieattad

previamente.
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CAPITULO 2

USO DE DESINFESTANTES QUIMICOS NA
MICROPROPAGACAO IN VITRO DE Arundina

bambusifolia E Epidendrum ibaguenses

RESUMO

A reducdo de custos na propagacdo de plantas é de grande

importancia para a producao econémica de mudas. Na migagagaadn

vitro convencional, a necessidade de equipamentos de altoeusio de
obra especializada onera a producdo, o que resulta em medasvhdo
custo. O uso de agentes quimicos para descontaminacaotivo culvitro

tem sido estudado, demonstrando que este método é efinierdentrole
de microrganismos, € de baixo custo e de facil execucao. @ivabdeste
trabalho foi avaliar a eficiéncia da aplicacdo de hipotdode sodio
(NaClO) para a descontaminacdo no processo de inoculacéwrptentes

de orquidea das espécitundina bambusifolia e Epidendrum ibaguenses

no meio de cultivan vitro, na presenga ou auséncia de carvao ativado. Os

tratamentos foram estabelecidos segundo o fatorial (2 x15)cem cinco

repeticbes e distribuidos em blocos casualizados, sendénaa ou

presenca de carvdo ativado e cinco concentracbes de Na@hO, e

comparacdo ao convencional (controle) com a utilizacdo aeaa de
fluxo laminar (CFL), sem a aplicacdo de NaClO aos meios rescos.
Foram utilizadas solucdes de NaClO em cinco concentrachb2€0;
2.400; 3.600; 4.800 e 6.000g L (equivalentes a 50; 100; 150; 200 e
250mL L™ de 4gua sanitaria comercial - ASC) borrifadas sobre exggant
e meio de cultura, na auséncia ou presenca de carvao ati@slo.
explantes utilizados foram segmentos nodais de plantdtaaduwultivadas

a campo. Todos os procedimentos para inoculacao dos eapléotam
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realizados fora da CFL, exceto para o tratamento controleio(m
autoclavado e inoculacdo dos explantes em condicbes de. CkL)
presenca de carvao ativado promoveu, em média, as mellagpasstas
para producdo de matéria fresca, altura e numeros de bestaedr outro
lado, a contaminacédo dos frascos foi maior na presenca daocativado.
A resposta maxima de producdo de matéria fresca, altura eneralde
brotacdes foi obtida quando se utilizaram 1.2@PL* de NaClO
(equivalente a 5@nL L™ de ASC) na presenca de carvdo ativado no meio
de cultura, correspondente a matéria fresca de 1,10 e Gra6ay para
Arundina bambusifolia e Epidendrum ibaguenses, respectivamente. No
tratamento controle, onde todo o procedimento foi reatizad condi¢cdes
de CFL, houve contaminacédo generalizada de todos os temmddsdas as

repeticdes, impedindo o crescimento dos tecidos das dpasies.

Palawras chave cultura de tecido, contaminacdo, agua sanitéria, orguide

CHEMICAL USE OF DISINFECTANTS IN IN VITRO
MICROPROPAGATION OF Arundina bambusifolia AND

Epidendrum ibaguensis

SUMMARY

A cost reduction in plant propagation is of great importaiocean
economic production of orchid seedlings. In conventiomal vitro
micropropagation, the need for costly equipment and skilédor boosts
the production costs, resulting in very expensive seedliithe use of
chemical agents for decontaminationimvitro culture has been studied,
demonstrating that this method is effective in controllmigroorganisms,
inexpensive and easy to accomplish. The aim of this studytavagaluate
the efficiency of sodium hypochlorite (NaClO) applicatiofor

decontamination in the process of explant inoculation o trchid
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speciesArundina bambusifolia and Epidendrum ibaguenses in the culture
medium in vitro in the presence or absence of activated carbon. The
treatments were arranged in a factorial design (2 x5) + 1 Wit
replications and distributed in randomized blocks, witle #ibsence or
presence of activated carbon and NaClO concentrationsseTheere
compared with the conventional treatment (control), wikle tuse of
laminar flow (LF), without NaClO application to the mediuarg. NaClO
solution was used in five concentrations: 1,200, 2,4000(8,&,800, and
6,000mg L™ (equivalent to 50, 100, 150, 200, and 260 L™ commercial
bleach - CB) sprayed onto the explants and culture mediaeiralsence
or presence of activated carbon. The explants used werd sedments
of field-grown adult plants. All procedures for explant ¢atation were
carried out outside the laminar flow chamber, except for ¢batrol
treatment (autoclaved medium and explant inoculation uhé9. In the
presence of activated carbon, the mean results for fresghweield,
height and number of shoots were best. On the other handarhevere
more contaminated in the presence of activated carbon. Td»enmam
response of fresh weight yield, height and number of shoatsabtained
with 1,200mg L™ NaCl (equivalent to 5énL L™ CB) in the presence of
activated carbon in the culture medium, corresponding teeshfweight
of 1.10 and 0.16 g/jar ofArundina bambusifolia and Epidendrum
ibaguensis respectively. In the control treatment, where the entire
procedure was conducted under LF, there was general corgtaan of all

tissues in all replications, impairing tissue growth inhbspecies.

Key words: tissue culture, contamination, chlorine bleach, orchid.

INTRODUCAO

A producdo de mudas por cultura de tecidos de orquideas tem

merecido interesse crescente no meio orquidéfilo, no dentie
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multiplicar os melhores genoétipos entre as progénies deersbe
cruzamentos e, de modo particular, aumentar a disporadéiddas
melhores espécies e variedades de plantas nativas, algumastincao,
tornando-as acessiveis a baixos custos.

Para esse cultivo, a necessidade de métodos sofisticadgsnies
qguanto a condi¢ces de laboratério, com elevados custoa@peais, e a
necessidade de médo de obra qualificada, torna esta téaracassivel
para a grande maioria daqueles que cultivam orquideasativea® de
simplificar esses métodos, tornando-o factivel em améieaiseiro e a
médo de obra ndo especializada, tem sido objetivo de muitos
pesquisadores. A avaliacdo da essencialidade de autoela@nara de
fluxo laminar (CFL) torna-se, assim, ponto crucial.

Trabalhos com NaClIO demonstram claramente que sua apliceca
forma de solugcbes diluidas, em muitos casos, promove melhor
crescimento dos tecidom vitro, como, por exemplo: germinacao de
sementes de arroz e de orquideas, e multiplicacdo de clerasa yptus
(Chun et al., 1997; Ervin & Wetzel, 2002; Teixeira et al.,&00

No cultivo in vitro de Lilium longiflorum, submetido a desinfestacédo
guimica do meio com a adicdo de peroxido de hidrogénp®{kl houve
intenso crescimento de explantes, com melhor resultadoanar mose de
H,0, 0,2 g L* (0,02 %), comparativamente ao meio controle (autoclavado,
sem a adicao deste desinfestante ao meio). No entanto, o@s8ggao
(H,O,) a contaminacdo do meio foi alta, em cerca de 40 % dos frascos
(Curveto et al., 2006).

Teixeira et al. (2006) utilizaram baixas doses de NaCIlO (5, 3 e
9mgL™) adicionadas aos meios de cultura para banana, para o leontro
de contaminacdo. No tratamento controle (autoclavado)uvéo
contaminacédo em 25 % dos frascos, e apenas 10 % dos frastweadod
em meio contendo tgL™* de NaClO. Nas doses mais elevadas n&o
houve contaminacdo e os tecidos apresentaram-se senaigjimica. A

esterilizacdo do meio de cultura utilizando NaClO dobrouaycéao de
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matéria fresca (76 mg/frasco) comparativamente ao meiockaviado
(32 mg/frasco), nao ocorrendo diferencas significativastree as
concentracdes de NacClO.

No cultivo in vitro de Eucalyptus pellita L., utilizando meios
desinfestados quimicamente com NaClO, em concentracgesistes a
5mgL™, ndo ocorreu contaminacdo nos frascos de cultivo. Para
concentracbes maiores que @@ L' de NaClO houve alta reducdo na
ramificacdo dos explantes, mas promoveu consideravebatoento dos
explantes (Teixeira et al., 2008).

A aplicacdo de solucbes desinfestantes com diferentemriwacoes
de NaClO ou HO, na forma de spray sobre sementesBtktilla striata,
Cattleya loddigessi, Dendrobium kingianum, Habenaria radiata e
Phalaenopsis ssp. promoveu 100% de germinagcdo mesmo em
concentragdes altas de hipoclorito, 5.009L™" de Cl ativo, ndo ocorrendo
mortalidade das sementes e, ou, contaminacdo do meio. t&bEsul
semelhantes foram obtidos em explantes repicados com ussasie
solucdes na forma de spray, sem perda de crescimento daslgdariPara
H,O, as respostas foram semelhantes quando se utilizou coac&otde
0,1 g L'* (0,01 %), tanto no meio de cultivo quanto na solucdo aplicada
como spray (Yanagawa et al., 1995).

Hipoclorito de sédio e Ca(Cl@)sdo comumente utilizados na
desinfestacdo de explantes cultivadosvitro. Para maca, houve melhor
controle da contaminacdo com o NaClO, porém a oxidacdo duarggs
foi maior comparativamente ao Ca(CpOINesse mesmo ensaio, ndo houve
resposta significativa dos explantes ao acido ascoérbicnocagente
antioxidante (Erig et al., 2003).

Quanto a utilizacdo de carvdo ativado no meio de cultivoe-sab
gue ele apresenta grande superficie especifica com eleapdaidade de
adsorcao de inUmeros compostos toxicos para o cultivitro como, por

exemplo, os fendis exsudados durante o cultimovitro e o etileno
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produzido e acumulado em excesso no interior dos frascosultieoc
(Thomas, 2008).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a resposta de etgdan
inoculados em meios de cultura em condicBes n&o-estéreis, S
autoclavagem prévia, utilizando-se solucdes de NaClO emerdracdes
crescentes borrifadas sobre os explantes no meio de cguftairauséncia

ou presenca de carvao ativado.

MATERIAL E METODOS

Para preparo do meio de cultura foram utilizados os sais do me
Gamborg 5 — GB5 (Gamborg et al., 1968), acrescidos de 2b dd_
sacarose, 6 g'L de agar e 10nL L' de Agua de coco verde e pH
ajustado em 5,5. Foram distribuidos Bk de meio em cada frasco de
cultivo, posteriormente autoclavados a 121 °C por 20 min.

A unidade experimental foi um frasco com 284 de capacidade,
contendo 25mL de meio GB (Gamborg et al., 1968) com trés segmentos
nodais deArundina bambusifolia ou Epidendrum ibaguenses. O ensaio foi
composto por um fatorial (2 x5) + 1. sendo auséncia ou prasdec¢
carvao ativado, cinco concentracdes de NaClO: 1.200; 231600; 4.800
e 6.000mg L™, na forma de agua sanitaria comercial (ASC), utilizando
aliguotas de ASC correspondentes a 50; 100; 150; 200 eR40!, mais
um tratamento controle. Foram utilizadas cinco repetic@ms blocos
casualizados.

Nos tratamentos com NaClO, todos os procedimentos foram
realizados fora da CFL. Em cada tratamento, foi aplicadalL 1da
respectiva solucdo desinfestante, via spray, sobre o raegelgificado
(frio)) e com os explantes. Para o tratamento controle fdizatio o
metodo tradicional de micropropagacdo, com todos os proesdos

realizados em CFL, e sem a utilizacdo da NaClO.
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O material vegetal utilizado foram segmentos nodais chigade
plantas deArundina bambusifolia, obtidas em touceira cultivada em uma
residéncia na cidade de Ouro Preto e segmentos nodais @s lagrieos
de Epidendrum ibaguenses, cultivados no setor de floricultura da
Universidade Federal de Vicosa. Apds a coleta, o materidavado com
detergente neutro em agua corrente, fazendo-se a limpezaedmo.
Posteriormente, o material vegetal foi submerso em: alédcdk durante
1 min; apds descarte do &lcool, em Agua sanitaria comegahl( L™)
por 15 min e enxaguados com &gua autoclavada. Para o tratamen
controle os procedimentos realizados a partir da imersaalemol foram
realizados no interior da CFL.

Para este ensaio, todos os frascos com meio foram autockaad
121 °C durante 20 min; ndo houve adicdo de agentes quimiaas pa
desinfestacdo ao meio nesta fase. Apds a aplicacdo domsérdtzss com
NaClO e inoculacéo dos explantes, os frascos foram mangithosala de
crescimento sob temperatura de 27 +2°C, com 16/8 h luzteseur
irradiancia de 48 pmol ths™.

A avaliacdao do ensaio foi feita considerando-se: oxidacés d
explantes, contaminacdo por bactérias e, ou, fungos, €imeEso e
desenvolvimento dos tecidos.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia te aes
regressdo das variaveis estudadas de acordo com os tr&damen
(concentracdes de NaClO dentro de sem ou com carvao atjvado)

utilizando-se o programa SAEG e 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis de crescimento e desenvolvimento avaliadasApandina
bambusifolia e Epidendrum ibaguenses demonstraram que a presenca de

carvdo ativado promoveu os melhores resultados. A proddeamatéria

23



fresca, comprimento e numero de brotos foram, em média,resaiva
presenca do carvao ativado. A producdo média de matéria fdes\rundina

e Epidendrum, em média para doses de NaClO, foi de 0,021 e
0,064 g/frasco na auséncia de carvao ativado e 1,101 e (Oftédcg na
sua presenca, respectivamente. Os maiores comprimentobrates
também ocorreram na presenca de carvado ativado para ambsgéases:
4,544 e 1,496 cm pard@rundina e Epidendrum, respectivamente. O
numero de brotacdes laterais foi, em média, de 1,2 e 1,1/tvastwo, na
auséncia de carvao e de 4,4 e 1,6 brotos/frasco, na presencarvdo

ativado pararundina e Epidendrum, respectivamente (Figuras 1 e 2).

a) Arundina bambusifolia b) Epidendrum ibaguenses
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Figural. Resposta de (arundina bambusifolia e (b) Epidendrum ibaguenses a
solugdes de hipoclorito de sodio (NaClO) aplicadas via spray, na auséncia
(1) ou presencas( de carvao ativado.
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A contaminacdo por fungos foi semelhante, em média, no adentr
(CFL) e nos tratamentos com NaClO, enquanto a contaminagdoaptérias
ocorreu de forma generalizada no tratamento controle (cotizacao de
capela de fluxo laminar e sem a adicdo de NaClO ao frasco)apadaas
espécies, impossibilitando o crescimento e desenvolwmndns tecidos
(Quadrosl e 2). Para os tratamentos com NaClO, houve baixa congnina
do meio. Por outro lado, no tratamento-controle foram etmadas, em
meédia, cinco colbnias/frasco de bactérias para ambas @&xiespe de
fungos unicamente em frascos com Arundina. Na presencario Gativado
houve maior contaminacédo, possivelmente pela adsorcaarde go ClI
nessa condicdo, reduzindo o efeito do NaClO sobre os mammgos
presentes no explante. Por outro lado, a presenca de cativddoano
meio de cultura reduz o efeito de fenais liberados pelogdsciegetaisn
vitro que, em alguns casos, causam a morte do explante em pouwaas ho
Em sorgo, a presenca de 1 a 5de carvéo ativado foi suficiente para
controle da oxidacdo dos tecidos que provocava a morte des tos

explantes inoculados na auséncia de carvao ativado (Ngiydn 2007).

NaClO mg L™

1.200 2400 3.600 4.800 6.000

Figura 2. Resposta d&rundina bambusifolia a solugbes de hipoclorito de
sodio (NaClO) aplicadas via spray na auséncia (a) ou praseng
(b) de carvao ativado, aos 60 dias de idade.
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O aumento da concentracdo de NaClO utilizada na forma dg spra
causou reducdo, para ambas as espécies, da producédo dm rratéra,
comprimento e numero de brotos (Figura 1 e Quadro 2).

Trabalhos com NaClO demonstram que sua aplicacao na forma de
solucdes diluidas, em muitos casos, promove melhor crestomde
tecidosin vitro de diferentes espécies de plantas (Chun et al., 1997; Ervin
& Wetzel, 2002; Teixeira et al., 2008).

Porém, neste trabalho, doses crescentes de NaClO foramarcede
certamente devido a toxidez causada por este desinfesante aumento
de sua concentracdo (Figura 1). Por outro lado, a menor miwacéo de
NaClO foi eficiente para o controle da contaminacdo mieodbi e
possibilitou o crescimento dos explantes, 0 que nao ocowdratamento
controle, realizado em condi¢cdes de CFL e sem a aplicacd@a@&ONna

forma de spray (Figura 1).

Quadro 1. Contaminacdo por fungos e bactérias, em fraseconstemdos
de Arundina bambusifolia e Epidendrum ibaguenses, em resposta
a doses de hipoclorito (NaClO) na auséncia ou presenca de
carvao ativado no meio de cultivo vitro

Arundina bambusifolia Epidendrum ibaguenses
NaClO Carvéo ativado . -
Fungo Bactéria Fungo Bacteria
mg L* gL? coldnias/frascos (%}

o 2,00 1,0 (20) 5,0 (100) 0 (0) 5 (100)
1.200 0,0 1,0 (20) 0,0 (0) 0 (0) 1 (20)
2.400 0,0 0,0 (0) 0,0 (0) 0 (0) 1 (20)
3.600 0,0 1,0 (20) 0,0 (0) 0 (0) 1 (20)
4.800 0,0 0,0 (0) 1,0 (20) 0 (0) 1 (20)
6.000 0,0 0,0 (0) 0,0 (0) 0 (0) 0 (0)
1.200 2,0 3,0 (60) 3,0 (60) 2 (40) 1 (20)
2.400 2,0 0,0 (0) 3,0 (60) 0 (0) 1 (20)
3.600 2,0 0,0 (0) 1,0 (20) 0 (0) 0 (0)
4.800 2,0 0,0 (0) 1,0 (20) 0 (0) 1 (20)
6.000 2,0 0,0 (0) 1,0 (20) 0 (0) 0 (0)

@ Tratamento controle.
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Quadro 2. Analise de variancia para contaminacdo por furggdsactérias,
numero de brotos (NB), Comprimento de brotos (CB) e produgio
matéria fresca (MFB) par&@rundina bambusifolia e Epidendrum
ibaguenses em resposta a doses de hipoclorito (NaClO) na auséncia
ou presenca de carvao ativado no meio de cultiwotro

QM
FV GL
Fungo Bactéria NB CB MFB

Arundina bambusifolia
Repeticbes 4 2,727 3,409 0,3636 0,3243 0,00008
CFL vs NaClO 1 1,136 72,727 35,636*** 28,3183*** 0,03767***
S/carv.vs C/carv. 1 0,500 32,000***  128,0000***  209,7152*** 0,24612***
DAS d/S/carv. 4 1,500 1,000 0,4000 0,7976 0,00013
DAS d/C/carv 4 9,000** 6,000 1,8000** 20,0114%**=* 0,03423***
Residuo 40 1,977 3,159 0,3936 0,2223 0,00011
CV (%) 257,82 130,34 24,65 20,78 12,70

Epidendrum ibaguenses
Repeticbes 4 0,682 0,682 0,1091 0,0120 0,019
CFL vs NaClO 1 0,182 84,045+ 7,9200%** 3,3058*** 1,54188**=
S/carv.vs C/carv. 1 2,000° 0,500 2,8800*** 20,6853*** 13,45663***
DAS d/S/carv. 4 0,000 1,000 0,0600 0,0224 0,00574
DAS d/C/carv 4 4,000%** 1,500 1,0400%** 3,8184*** 4,29108***
Residuo 40 0,682 3,432 0,0791 0,0154 0,01928
CV (%) 454,15 169,81 23,44 15,98 26,23

o, *; ** g *** gignificativo a 10, 5, 1 e 0,1 %.

CONCLUSOES

1.A pulverizacdo de solucdes de NaClO sobre o meio de cultura ja
inoculado com o explante (segmento nodal) promoveu o dentia
contaminacéo.

2. Doses crescentes de NaClO promoveram reducdo do cresgime
das plantas.

3. A propagacédo vegetativan vitro de Arundina bambusifolia e
Epidendrum ibaguenses pode ser realizada por meio de desinfestacéo

guimica com rendimento superior ao método tradicional dtéevou
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4. O uso de carvao ativado promoveu os melhores resultados em
termos de producdo de matéria fresca, comprimento de plantaimero
de brotacbes; todavia, a contaminacdo com bactérias e dunguaior na
sua presenca.
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CAPITULO 3

PROPAGACAO DE Phalaenopsis spp. E Dendrobium nobile EM
DIFERENTES MEIOS, UTILIZANDO-SE SERINGAS
DESCARTAVEIS

RESUMO

A propagacao vegetativia vitro €, por muitas vezes, impossibilitada
pela alta contaminacdo de meios de cultura e explantes,d&éracessitar
de equipamentos sofisticados e médo de obra especializadaeypacucao
de todo o processo. O uso de técnicas que tornem mais simgptessdvel
a propagacdo vegetativa € de grande interesse econOmitirméo os
custos de producao e, consequentemente, o valor final dia gleopagada.
Assim, o objetivo deste trabalho foi testar o uso de serirgaattavel,
em substituicdo a camara de fluxo laminar (CFL), e duas otragges de
reguladores de crescimento, no cultivo de tecidos de @atdarquideas.
Segmentos nodais de hastes florais de planta®tddaenopsis spp. e
discos delgados de segmentos nodais do caule mais jovenamt@agde
Dendrobium nobile foram inoculados em &L de meios de cultura
solidos em seringas descartaveis da2Q sem a utilizacdo de CFL. Com
cada espécie foi realizado ensaio em que foram testadosmieéss
(MS1/2, GB5 e VW), trés reguladores de crescimento (TDZ, ANBAP)
em duas doses de cada regulador de crescimento (1,0neg2,0) e um
tratamento controle (MS1/2 com In@gL™ de TDZ em tubos de ensaio
com os explantes manipulados em condi¢cbes de CFL). Os &atas
segundo o fatorial (3 x 3 x 2) + 1, foram conduzidos em blocoacaso,
com cinco repeticdes. Os explantes foram inicialmentenfiestiados em
alcool etilico 70 % por 30 s e depois com hipoclorito de séNaC(O) a

24mg L™ equivalente a InL L™ de agua sanitaria comercial (ASC), por
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15 min.Os segmentos nodais foram, entao, inoculados nawgyagre o
conjunto novamente desinfestado pela succdo de NaClOrag24™* e
agitado por 5 min, descartando-se, entdo, esta solucéao romaseAs
seringas e o tratamento-controle (em tubo de ensaio) foramidos em
camara de crescimento, a 27 = 2 °C com 16/8 h luz/escuro éincaa de
48 umol m?* s'. De modo geral, as diferencas entre as variaveis medidas
(matéria fresca, comprimento de folhas, nimero de plaméasiero e
comprimento de raizes) de ambos 0s géneros mostraram-seo pou
sensiveis aos tratamentos (meios e reguladores de cresgc)meom
poucos efeitos significativos, de modo particular pard&endrobium
nobile. O uso do meio de cultura em seringa descartavel mostrou-se
adequado a propagacéao vegetativa dos dois géneros deemgaidtando

a contaminacao dos tecidos e meio de cultivo.

Palavras chave cultura de tecido, contamina¢cdo, agua sanitaria, regulad

de crescimento, orquidea.

PROPAGATION OF Phalaenopsis spp. AND Dendrobium nobile
IN DIFFERENT MEDIA, USING DISPOSABLE SYRINGES

SUMMARY

The vegetative propagatiam vitro of orchids is often impeded by
the high contamination degree of culture media and explasisie from
the requirements for sophisticated equipment and skidédr to perform
the entire processThe use of technologies that simplify vegetative
propagation and make it more accessible is of great econorecest,
reducing production costs and thus cheapening the finalevalf the
propagated plant. The objective of this study was to testute of
disposable syringes, to substitute for the laminar flow)(tkamber, and

two concentrations of growth regulators in tissue cultdrerchid plants.
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Nodal segments of flower stalks d¢fhalaenopsis spp. plants and thin
disks of nodes of the youngest stem éndrobium nobile plants were
inoculated in 5mL of solid culture media in 2L disposable syringes
without the use of LF. A separate trial was conducted for epdties,
testing three media (MS1/2, GB5 and VW), three growth raguda(TDZ,
NAA and BAP) in two doses of each growth regulator (1.0 andr@gyQ™),
and a control (MS1/2 with 1.igL™" TDZ in test tubes and explants
treated under LF). The treatments in a factorial design (X2B8+ 1
were conducted in blocks with five replications. The expawere
initially desinfected with 70 % ethanol for 30 s and then wdithmg L™
sodium hypochlorite (NaClO), equivalent tondL L™ commercial bleach
(CB) for 15 min.The nodal segments were then inoculatedansytiinges
and everything disinfected again by suction of @g¢L* NaClO and
shaking for 5 min, to then discard this solution from the reyei The
syringes and the control treatment (test tube) were maiedain a growth
chamber at 27 + 2 °C with 168light / dark and irradiance of 480l m?s™.
In general, the measured variables (fresh weight, leafthengumber of
plants, root number and length) of both genera did not diflethe
treatments (media and growth regulators) with little digant effects in
particular for Dendrobium nobile. The use of culture medium in
disposable syringes was suitable for vegetative propagadi the two

orchid genera, avoiding contamination of tissue and celtoedium.

Key words: tissue culture, contamination, chlorine bleach, growetjulator,

orchid.

INTRODUCAO

A producdo de mudas de orquideas em escala comercial pdasa pe
propagacdo seminifera e, ou, clonal via cultura de tecgsimeira tem

como vantagem a obtencado de novas plantas com toda a vagiexgéica
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propria do procedimento, enquanto a cultura de tecidos ifer@
obtencado de grande nimero de plantas geneticamente a&rggcolhidas
entre as melhores de toda a diversidade das progénies hizla
primeiro método de propagacao.

Embora procedimentos de germinacdo em orquideas sejaanteast
simples, de dominio da maioria dos orquidofilos, a propagaga cultura
de tecidos € tecnicamente bem mais dificil, com a exigérzieothplexa
estrutura laboratorial e conhecimento técnico das pessoadvidas.

A procura de meios para simplificar a cultura de tecidos de
orquideas, tornando-a factivel aqueles que cultivam datdgy tem sido
uma ténica de um grupo de pesquisa da Universidade Fedehalzdga
envolvido com o cultivo e pesquisa destas plantas. Assimmpeupa por
meios gque possam dispensar o uso de autoclave e de camenaxae fl
laminar (CFL) de modo a diminuir os custos de laboratério a su
complexidade técnica € um objetivo constante desse grupo.

Nesta linha de pesquisa outra preocupacao diz respeito&os de
cultura, com énfase, também, a necessidade de reguladooesstimento
e suas concentracdes.

Quatro variedades d@halaenopsis submetidas a propagacéda
vitro apresentaram resposta altamente significativa a adied8AP e
ANA ao meio de cultivo. Os melhores resultados foram obtidos
explantes foliares cultivados em meio contendo 88,8 prifotié BAP e
5,4 umol L' de ANA. Nessa condicdo, foram produzidos de 10 a 13
protocormios por explante em 12 semanas. Nesse mesmo ,en3&0 de
HyponexX™® (1 g L'! do fertilizante NPK 6,5-4,5-19 + 2 g*Ldo 20-20-
20) como fonte de nutrientes promoveu resultados semelhaat obtido
com o uso do meio MS (Park et al., 2002a).

A embriogenese somatica é uma ferramenta importante para a
multiplicacdo de orquideas bem como para a obtencdo deagplant

transgénicas ermdncidium, Cimbidium, Phalaenopsis e, mais recentemente,

@ Fertilizante NPK comercial para a adubacéo de orquideas e plantas ornamentais em geral.
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em Dendrobium. Essa Ultima, cultivadain vitro sem a adicdo de
hormdnios ou na presenca de auxinas, apresentou explaatessados
apos 60 dias de cultivo sem a formacdo de embribes somatidos.
adicao de citocininas em explantes cultivados sob luz pvemoa
formacdo de embrides em todos os explantes cultivados. Morces
também houve a formacédo de embrides, mas em nimero muitmnéen
relacdo a presenca de luz. O TDZ (4,54 pmd) ffoi a citocinina que
proporcionou os melhores resultados, com 70 % dos explémtesndo
embrides somaticos (Chung et al., 2005).

A embriogénese somatica em folhas jovendtalaenopis ocorreu
em 100 % dos casos com o0 uso de TDZ; por outro lado, a presenca de
ANA inibiu a formacdo dos embrides somaticos. Os embridemddos
com TDZ foram subcultivados por trés vezes durante seisrssndepois
desse periodo as plantas foram transferidas para casa dmgéy com
100 % de sobrevivéncia (Chen et al., 2004).

O uso de camadas delgadas de células facilita o cuitiwitro,
sendo estas mais responsivas em comparacao ao uso de casEesEsas.
Em Doritaenopsis o uso de camadas finas de células subepidérmicas (1
mm) promoveu a formacdo de protocérmios em aproximadanthee
dos explantes; por outro lado, em camadas mais espessas)(apanas
10 % dos explantes responderam. O uso de 9 uMald. TDZ promoveu
a formacdo de protocormios em 72 % dos explantes, o que oceme
apenas 22,3 e 1,4 % dos explantes cultivados com BAP ou Zgatin
respectivamente (Park et al., 2002b).

O uso de TDZ (4,54mol L™ e BA (13,32umol L™) na regenmcéode
embrides somaticos em segmentos foliaresPtalaenopsis mostrou que
ambos apresentam respostas eficientes na inducdo de oaboi®genicos,
porém o primeiro produz maior numero de embribes por explam
menor espaco de tempo. Os autores também relataram queia felgar
mais responsiva foi a face adaxial basal, apresentando dsones

resultados comparativamente as demais partes foliares €Kal., 2005).
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Puchooa (2004) relata que o melhor meio para cultiveitro de
Dendrobium foi o MS, comparativamente aos meios KC e VW. Esse autor
menciona também que a adicdo de B80L ™" de 4gua de coco e 10 §'L
de extrato de batata ao meio MS promoveram maxima producdo de
protocérmios, juntamente com Oyig L™ de BAP e Img L™ de ANA.

Para a propagacéam vitro de Dendrobium malones, a partir de
apices caulinares ou finas camadas foliares, a adicdo deg3,0' de 2,4-

D resultou em alta producdo de calos na presenca de cinBfihad L™
e AIB (2,0mg L™ (Anjum et al., 2006).

O uso de reguladores de crescimento foi essencial para a
propagacaan vitro de Dendrobium fimbriatum cultivado em meio KC
com 100mL L™ de agua de coco, Orfig L™ de niacina, 0,5ng L™ de
piridoxina e 0,Img L™ de tiamina. Com o uso de OpggL™ de ANA e
1mgL™* BAP, a formacdo de calos em explantes foliares foi maxima
(66,7 %) e ocorreu duas semanas apos inicio do experimemas A
formacdo dos calos, a multiplicacdo dos mesmos em meio tere
reguladores de crescimento manteve-se satisfatéria popemodo de
dois anos; juntamente aos calos formados durante estedpehi@uve
também grande producdo de protocormios sobre os mesmosyais
geraram grande numero de plantas (Roy & Banerjee, 2003).

Grande quantidade de calos em folhaDeadrobium formosum foi
obtida com o uso de rhg Lt de 2,4-D, com, também, grande formacéao de
protocormios. O uso desse regulador permitiu que os exdant
comecassem a se diferenciar a partir do nono dia. A regémerde
plantas foi obtida com BAP e ANA, em que as doses de 2,5ng 1",
respectivamente, promoveram melhor crescimento de aara altura,
numero e comprimento de brotos e raizes (Nasiruddin et(3)2

Folhas jovens de plantas @erides maculosum cultivadas em casa
de vegetacao m vitro foram utilizadas como explantes na propagacao
vitro desta espécie em meio MS suplementado com ANA, 2,4-D, i@met

BAP e 4gua de coco. Para explantes oriundos de plant@&g ndo houve
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resposta morfogénica e os tecidos se tornaram necrosadesplantes de
plantasin vitro apresentaram desenvolvimento de protocormios sobre as
superficies de ambas as faces ap0s quatro semanas de.cAltmaior
guantidade de embribes por explante (18,2) e a maior frequéte
resposta (90 %) foi obtida comnggL™ de BAP; todavia, a adicdo de
150mL L de agua de coco também promoveu respostas morfogénicas,
com 6,2 embrides/explante e 38,8 % de explantes respondioshy &
Pyati, 2001). Por outro lado, Huan et al. (2004) mostraram @uwso
200mL L™ de 4gua de coco no meio de cultivo para micropropagacéo de
Cymbidium néo influenciou no numero de protocormios formados por
explante e ainda reduziu o peso dos mesmos. Nesse trabaih® idaxima
formacdo de calos com 0,1 e 0)8g L™ de ANA e TDZ, respectivamente.

Este trabalho teve como objetivos verificar a eficiénciaudo de
seringas descartaveis utilizada como recipiente na eulder tecidos de
plantas de orquideas, na auséncia de camara de fluxo laminar
adicionalmente, a comparacdo entre meios de cultura coerediks

concentracdes de reguladores de crescimento.

MATERIAL E METODOS

Phalaenopis spp.

Para este ensaio foram utilizadas seringas descartavez® o
contendo 5mL de meio sélido com segmentos nodais de hastes florais de
plantas do géner®halaenopsis. Para introducdo do meio de cultivo no
interior das seringas foram utilizados frascos com tampdalica
perfurada no centro com vedacado de borracha, apés autgelavdo meio
de cultura nestes frascos, o0 mesmo foi succionado atravéesaegulha,
solidificando-se no interior da seringa. Os tratamentesanfodelineados
em um fatorial (3 x 3 x 2)+1 com trés meios [MS % (Murashige &ogko
1962), GB (Gamborg et al., 1968) e VW (Vacin & Went, 1949)], trés
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reguladores de crescimento (TDZ , ANA e BAP) com duas conmgids
cada (1,0 e 2,engL™) e um tratamento controle (MS % contendo
1,0mgL? de TDZ em tubos de ensaio onde os explantes foram
manipulados em camara de fluxo laminar). Este ensaio fadwmdo em
blocos ao acaso com cinco repeticdes.

Os explantes coletados foram constituidos dos trés segment
nodais da haste floral logo abaixo do ultimo botdo ou flor.n@smos
foram lavados em agua corrente, posteriormente imersodceml &tilico
70 % por 30 s, seguido pela desinfestacdo em NaCl@g@y™* (1 mL L™
de ASC) por 15 min.Apés essa desinfestacdo, os segmentas r(@dtm)
foram inoculados nas seringas e, ap0s a inoculagcdo, o d¢onfon
novamente desinfestado com uma solucdo de NaClO mgd4® por
5 min.(Figura 1). Passado esse periodo de tempo, essa sofoca

descartada e a seringa mantida em camara de crescimenengodratura

de 27 + 2 °C, com 16/8 h luz/escuro e irradiancia de 48 pmdkrh.

Os explantes foram mantidos no interior da seringa até ad#ot
das gemas e emissao de folhas.

O ensaio foi avaliado ap0s quatro meses de cultivo considera
resposta dos segmentos nodais aos tratamentos aplicaniius ssaliados a

emissao e crescimento de brotos vegetativos e raizes nolimta seringa.

Dendrobium nobile

Para este ensaio foram utilizados 0s mesmos tratamentos
anteriormente citados pamhalaenopsis. Porém, os explantes coletados
constituiram-se de discos delgados obtidos de segmendassnado ultimo
caule (o mais jovem) emitido pela planta (Figura 2).

A desinfestacdo dos explantes e inoculacdo nas seringas for
idénticas aquelas realizadas para o ensaio anterior.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de vaigdom

0 auxilio do programa SAEG 9.0.
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Botoes florais

R N

Gema apical

—

Gemas vegetativas

1° - Foram coletados os trés segmentos
{“* > nodais abaixo do ultimo botao floral
(gemas vegetativas).

2° - Desinfestacao tradicional dos explantes: (alcool etilico a
70 % durante 30 s, NaClO 24 mg L' por 15 min, seguidos
por dois enxagues com agua esterilizada).

!

3° - Inoculagao dos explantes no interior da seringa e desinfestacao
do conjunto com hipoclorito (24 mg L) por 5 min.

Figura 1. Segmentos nodais de hastes Rimlaenopsis utilizados e
processo de inoculacdo dos mesmos em seringas descartaveis

Caule jovem de Dendrobium nobile

Gemas vegetativas

1° - Desinfestacao dos segmentos nodais:
(alcool etilico a 70 % durante 30 s,
NaClO 24 mg L' por 15 min, seguidos

2° - Apods a desinfestacao dos segmentos estes

= > foram cortados em discos delgados de 0,5 mm
de espessura contendo parte da gema vegetativa
dormente.

3° - Inoculacao dos explantes no interior da seringa e desinfestacao
do conjunto com hipoclorito (24 mg L") por 5 min.

Figura 2. Discos delgados de segmentos nodais de caulessjode
Dendrobium nobile utilizados e processo de inoculacdo dos
mesmos em seringas descartaveis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento controle apresentou contaminacgéo e, ou, g@odaara
ambas as espécies, impossibilitando a propagagasitro. O efeito
residual do NaCIlO no interior da seringa promoveu melhométesacao
dos explantes, permitindo o crescimento e desenvolvimg@osomesmos.

A producdo de matéria fresca em plantasPtialaenopsis spp. foi maior

para os meios GB5 e VW, em comparagcdo ao MS %, ndao havendo
diferenca significativa entre os dois primeiros. Por olddn, a producéo

de matéria fresca e numero de plantas ndo apresentaranengdsr
significativas entre meios de cultura pddandrobium nobile. Por outro
lado, para comprimento de folhas, o meio VW foi menor que o009

para numero de raizes o GB5 apresentou maior numero, VWhiedédrio

e 0 MS %2 0 menor (Quadros 1, 2, 3 e 4 e Figuras 3 e 4).

Para o comprimento de folhas dehalaenopsis, os melhores
resultados foram obtidos com GB5 ou VW. O maior niumero detgdaioi
obtido com o meio VW. J& o crescimento de raizes foi maior comeio
GB5 (Quadros 1 e 3). Os maiores valores para comprimento Idasfo
numero e comprimento de raizes foram obtidos com o meio GBb pa
Dendrobium (Quadros 2 e 4).

ParaPhalaenopsis, o uso de TDZ apresentou resultados superiores
em relacdo a BAP e ANA para comprimento de folhas, nUmeroatdgd,
numero e comprimento de raizes para, ambas as espécies.oNéde h
diferencas significativas entre BAP e ANA para todas asavais
medidas, quando se utilizou o meio MS %. Quando se utilizovei@ m
GB5, o efeito de TDZ foi maior que o de BAP, este maior que AN pa
massa de matéria fresca e comprimento de folhas. Para ndeglantas
TDZ foi maior que os outros reguladores de crescimento ea par
comprimento de raizes, ANA foi menor que TDZ e que BAP. Quaado
utilizou o meio VW, o efeito de TDZ foi maior que ANA e este majae

BAP, para producdo de matéria fresca das plantas. Para aUdeer
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plantas, comprimento de folhas e de raizes, o efeito de TDxhdmr que

0s outros reguladores de crescimento que apresentarantosefei
semelhantes. Ja a producdo de matéria fresca no meio MS ¥endon
TDZ, foi maior paraPhalaenopsis spp. e menor parBendrobium nobile.
ParaDendrobium nobile, quando se utilizou o meio MS %, os reguladores
de crescimento tiveram efeito semelhante no numero de aslapor
seringa e comprimento de raizes. Para comprimento de felhamero de
raizes, TDZ apresentou maior efeito que ANA e BAP que foram
semelhantes. Quando se utilizou o meio GB5, os reguladoees d
crescimento apresentaram efeitos semelhantes para astecistcas
avaliadas. J& no meio VW, para producdo de matéria frescplaiass e
comprimento de folhas e de raizes DBendobrium, os reguladores de
crescimento apresentaram efeitos semelhantes. Mas, paneram de
plantas e niumero de raizes, o efeito de TDZ foi maior que o d& &N
BAP.

Tanto paraPhalaenopsis como paraDendobrium, ndo se observou
efeito significativo de doses (1,0 ou ZiymL™) dos reguladores de
crescimento em nenhum dos meios de cultura. Resultadoshsarres
foram obtidos por Ernst (1994). Esse autor demonstrou quiicdcade
0,25 ou 2,5mgL™* de TDZ ao meio de cultura promoveu maior brotacéo
em segmentos nodais retirados de hastes floraisPlisaenopsis e
Doritaenopsis, respectivamente.

A capacidade de formacdo de brotacdes multiplas em explamte
Phalaenopsis € variavel entre genotipos. Para dois hibridos de
Phalaenopsis, as melhores respostas em termos de producéo de brotacdes
em pequenos segmentos da haste floral ocorreram em meio M&nég
gue para o hibrid®halaenopsis cv. Quenn Emma os melhores resultados
ocorreram na presenca denf L™ de TDZ e paraPhalaenopsis cv. WR
com 2mg L™ de TDZ (Myint et al., 2009).
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Quadro 1. Producdo de matéria fresca (MF), nimero de plgihNBR3,
comprimento de folhas (CF) e comprimento de raizes (CR), em
resposta a meio de cultura e a reguladores de crescimenjo (RC
e doses (DRC) par®halaenopsis spp., com a inoculacado dos
tecidos em seringas descartaveis

Meio RC DRC MF NP CF CR
mg L' g/seringa n°seringa mm mm

ControléV TDZ 1,0 0,000 0,0 0,0 0,0

1Dz 1, 0,411 1,4 33,4 35,0

2,0 0,400 1,2 31,0 37,8

1,0 0,287 1,0 27,6 26,2

MS ANA 2.0 0.308 1.0 29.4 31.2

BAP 1,0 0,264 1,0 27,6 24,4

2,0 0,313 1,0 31,4 31,4

Média 0,331 1,1 30,1 31,0
Dz 1,0 0,426 1,4 40,0 46

2,0 0,412 1,8 41,8 37,2

1,0 0,308 1,0 31,2 32,8

GBS ANA 2.0 0.326 10 32.4 35.4

BAP 1,0 0,341 1,0 34,8 39,6

2,0 0,380 1,0 38,2 48,4

Média 0,365 1,2 36,4 39,9

D7 1,0 0,475 2,0 44,6 35,6

2,0 0,487 2,0 47,0 40,2

1,0 0,345 1,2 34,0 34,6

VW ANA 2,0 0,287 1,2 28,6 24,2

BAP 1,0 0,251 1,0 26,2 22.0

2,0 0,288 1,0 29,2 28,6

Média 0,355 1,4 34,9 30,9

TDZ - 0,435 1,6 39,6 38,6

Média ANA - 0,310 1,1 30,7 30,7

BAP - 0,306 1,0 31,1 32,4

' MS % contendo 1,thg L™* de TD em tubos de ensaio e manipulados em capela de fluxatamin

A formacédo de calos durante a propagaigéueitro de Phalaenopsis
pode, também, levar a formacdo de variantes somaclonagsdjaveis.
Nesse sentido diferentes combinagbes de reguladores deincesmto
foram utilizadas a fim de se obter embrides somaticos dnexiée sobre
os explantes. As concentracdes de gL ou 0,2mgL™ de ANA e
1 mgL* BAP foram os mais eficientes para a formacdo de embrides
somaticos em explantes de hibridos Elealaenopsis (Minamiguchi &
Machado Neto, 2007).
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Quadro 2. Producdo de matéria fresca (MF), nUmero de p&n{iNP),
comprimento de folhas (CF) e comprimento e niumero de raizes
(CR e NR), em resposta a meio de cultura e reguladores de
crescimento (RC) e doses (DRC) pdrandrobium nobile com
inoculagcdo dos tecidos em seringas descartaveis

Meio RC DRC MF NP CF CR NR

mg L'*  g/seringa n/seringa  mm mm n/seringa

Controld?  TDz 1,0 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
1Dz 1,0 1,082 1,0 37,2 18,4 6,8

2,0 1,231 1,0 40,4 16,0 7.4

1,0 1,467 1,0 25,4 13,8 5,2

MS ANA 2,0 1,175 1,0 36,2 17,4 6,0
BAP 1,0 1,547 1,0 25,4 13,0 5,0

2,0 1,389 1,0 27,2 14,4 6,2

Média 1,315 1,0 32,0 15,5 6,1
Dz 1,0 1,232 1,2 35,2 16,0 9,2

2,0 1,313 1,0 33,0 15,2 7,2

1,0 1,563 1,0 28,4 12,8 6,4

GBS ANA 2,0 1,303 1,0 29,6 15,4 7,2
BAP 1,0 1,399 1,0 34,2 13,6 7,8

2,0 1,289 1,0 41,8 15,4 8,8

Média 1,350 1,0 33,7 14,7 7.8
Dz 1,0 1,363 1,2 29,8 14,4 7,2

2,0 1,466 1,0 34,6 14,2 8,0

1,0 1,200 1,0 31,6 16,6 7,0

VW ANA 2,0 1,410 1,0 26,0 14,2 5,6
BAP 1,0 1,377 1,0 25,6 14,6 5,4

2,0 1,401 1,0 29,6 14,6 5,8

Média 1,370 1,0 29,5 14,8 6,5
TDZ - 1,281 1,1 35,0 15,7 7,6

Média ANA - 1,353 1,0 29,5 15,0 6,2
BAP - 1,400 1,0 30,6 14,3 6,5

' MS % contendo 1,thg L™ de TD em tubos de ensaio e manipulados em capela de fluxatamin

Para as duas doses de reguladores utilizadas, houve dgderen
significativa apenas para ANA dentro de MS Y%, ocorrendo maio
crescimento de folhas dgendrobium nobile e maior producdo de matéria
fresca e comprimento de folhas pdPaalaenopsis spp., cultivado sob
2mgL™* de ANA dentro de VW (Quadros 1, 2, 3 e 4).

Para espécies dd®endrobium, as respostas a reguladores de

crescimento tem sido frequentes. Assim, a propagat&dro de plantas
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utilizando-se finas camadas de células tem demonstradmo®ti
resultados; enbendrobium draconis, pequenos discos excisados ao longo
do caule da planta apresentaram os melhores resultado® paya ™ de
BAP ou 1,0mgL™* de ANA. Nessas condicdes, cerca de 70 % dos
explantes foram responsivos, com uma meédia de 11 protocsrpor

explante (Rangsayatorn, 2009).

Quadro 3. Andlise de variancia para producdo de matériaafr@dF em
g/seringa), numero de plantas (NP em n°/seringa), comptame
de folhas (CF em cm) e comprimento de raizes (CR em cm) de
Phalaenopsis spp., em resposta a meios e reguladores de

cresciment
FV GL QM
MF NP CF CR

Repeticdo 4  0,0006 0,29 18,38 78,27
MS 1/2vs GB5 + VW 10,0179 0,80 627,207 384,27°
GB5 vs VW 10,0015 0,60° 32,27 122402
TDZ vs ANA + BAP d/ MS % 10,0844 0,60° 68,27° 437,40
ANA vs BAP d/ MS ¥ 10,0004 0,00 0,00 3,20
D TDZ d/ MS % 10,0003 0,10 14,40 19,60
D ANA d/ MS % 10,0011 0,00 19,60 62,50
D BAP d/ MS % 10,0060 0,00 19,60 122,50
TDZ vs ANA + BAP d/ GB5 10,0429 2,407 303,75" 43,35
ANA vs BAP d/ GB5 1 0,0095° 0,00 110,45 490,05

D TDZ d/ GB5 10,0005 0,40 8,10 193,60
D ANA d/ GB5 10,0008 0,00 3,60 16,90
D BAP d/ GB5 10,0038 0,00 28,90 193,60

*kk

TDZ vs ANA + BAP d/ VW 1 0,2363" 5,40 771,277 742,027

ANA vs BAP d/ VW 1 0,0108° 0,20 64,80 84,05
D TDZ d/ VW 10,0004 0,00 14,40 52,90
D ANA d/ VW 1 0,0084° 0,00 72,900 270,40
D BAP d/ VW 10,0034 0,00 22,50 108,90
Residuo 68 0,0030 0,15 23,57 109,09
CV (%) 15,61 31,78 14,36 30,79

W Como ndo houve propagacdo no tratamento controle, na enmi#ivariancia foi considerado o
fatorial 3 x 3 x 29, *; ** @ *** respectivamente: significativo a 10, 5, 1 e a 04l
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Quadro 4. Andlise de variancia para producdo de matériaafr@dF em
g/seringa), numero de plantas (NP em n°/seringa) comptamen
de folhas (CF em cm) e comprimento (CR em cm) e numero de
raizes (NR) deDendrobium nobile, em resposta a meios e
reguladores de crescimento

QM

Fv L TwF NP CF CR NR
Repeticac 4 0,04« 0,017 27 4,8 2,7€
MS 1/2vs GB5 + VW 1 0,03¢ 0,02z 2 11,z 21,36*
GB5vs VW 1 0,00¢ 0,00¢c 260* 0,0 24,07*
TDZ vs ANA + BAP d/ MS % 1 0,376* 0,00C 700*** 43,5 15,0C
ANA vs BAP d/ MS % 1 0,10¢ 0,00¢c 101 18,C 0,0C
D TDZ d/ MS ¥ 1 0,05¢ 0,00c 25 14,4 0,9C
D ANA d/ MS ¥ 1 0,213 0,00C 291* 32,4* 1,6C
D BAP d/ MS ¥ 1 0,062 0,00c 8 4,9 3,6C
TDZ vs ANA + BAP d/ GBE 1 0,09¢ 0,067 2 11,3 2,82
ANA vs BAP d/ GBE¢ 1 0,04c 0,00c 40¢E 0,8 11,2t
D TDZ d/ GBE¢ 1 0,01¢ 0,10c 12 1,6 10,0C
D ANA d/ GB5 1 0,16¢ 0,00c 4 16,¢ 1,6C
D BAP d/ GB¢ 1 0,03c 0,00¢c 144 8,1 2,5C
TDZ vs ANA + BAP d/ VW 1 0,03c 0,067 107 3,3 18,15
ANA vs BAP d/ VW 1 0,03¢ 0,00c 7 3,2 2,4E
D TDZ d/ VW 1 0,027 0,10c 58 0,1 1,6C
D ANA d/ VW 1 0,111 0,00c 78 14,4 4,9C
D BAP d/ VW 1 0,001 0,00¢c 40 0,0 0,4C
Residut 68 0,067 0,02: 54 7,1 4,78
CV (%) 19,25 14,69 23,17 17,782,04

0, *: ** @ *** ragpectivamente: significatiVo a 10, 5-, le al(%-.

Em explantes foliares de dois hibridos dendrobium houve maior
inducdo e multiplicacdo de brotos nas plantas submetidasiasnde
cultura contendo ing L™* de BAP. O melhor enraizamento foi obtido com
meio contendo carvdo ativado (2 §)L (Martin & Madassery, 2006).
Resultados semelhantes foram obtidos por Sharma et al7)(200e
observaram em explantes @&ndrobium microbulbon a formacédo de 39
brotos/explantes quando os mesmos foram inoculados emdee&ialtura
MS contendo 2,0ngL™ de BAP. A maior regeneracdo de brotos em
discos caulinares de um hibrido Dendrobium foram obtidos em secc¢des
de 5mm de espessura, cultivados em meio de cultura suplementado co
1 mg L* de BAP ou ANA (Nhat & Dung, 2006).
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Figura 3. Seguimento nodal (a) e desenvolvimento dos ebgdano
interior da seringa (b, ¢ e d) de plantas Rielaenopsis spp.,
aos 120 dias

Figura 4. Discos caulinares (a) e desenvolvimento dos etgdano
interior da seringa (b, c, d e e) de plantasDaéedrobium spp.,
aos 15 (b), 30 (c), 60 (d) e aos 120 dias (e)
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Por outro lado, ha trabalhos que mostram resultados semethaa
auséncia de reguladores de crescimento no meio de cultuedeagem
gue os utilizam. Assim segmentos nodais Bendrobium candidum
cultivados em meio MS ¥% enriquecido conmL L de Hyponex® (N —
6,0 P — 3,0 e K — 3,0dag®p e 90 gL' de extrato de batata
suplementado com BA (&gL™) e ANA (0,1mgL™) apresentaram cerca
de 70 % dos explantes com brotacdes laterais. Mesmo no mee n#o
havia nenhum regulador de crescimento houve intensa Bimiateral em
cerca de 45 % dos explantes (Shiau et al., 2005).

Resultados semelhantes foram obtidos por Ishii et al. (1988a
Phalaenopsis. Esses autores observaram que a inducdo de calos e a
regeneracdo de plantas dehalaenopsis Ricard Shaffer ‘Santa Cruz’
ocorreu espontaneamente em protocérmios subcultivadositro na
presenca de agua de coco ou 2,4-D e BA. A presenca de aguaodeacoc
meio de cultura foi suficiente para inducéo de calos e fofimag novos
protocérmios nos explantes utilizados, ndo sendo nedasaddicdo de
gualquer regulador de crescimento; entretanto, essedta@gss foram

obtidos com protocérmios ja estabelecidositro.

CONCLUSOES

1. O uso de seringas descartaveis € viavel para a propagacao
vegetativa dos géneroBhalaenopsis e Dendrobium em substituicdo a
camara de fluxo laminar.

2. A completa contaminacdo do meio no tratamento-controle
impossibilitou o desenvolvimento dos tecidasvitro.

3. A diferenca entre os meios e doses, reguladores de cergoim®
suas concentracbes apresentaram efeitos de menor exprgssdco
significativos) para a maioria das variaveis de crescimemtaliadas,

particularmente para o géneb@ndrobium.
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CONCLUSOES (GERAIS)

1. N&do houve contaminacdo dos meios de cultivo inoculados co
sementes, quando a desinfestacdo do meio e sementes docdeit uma
Gnica aplicacdo de hipoclorito de sédio (NaClO), na formaadea
sanitaria comercial.

2. O NaClO causou maior percentual de germinacao e creswimen
das plantas em relacdo a sua nao utilizacdo no tratamentaleg com a
utilizacdo de camara de fluxo laminar.

3. A camara de fluxo laminar mostrou-se desnecessaria egamreh
desinfestacdo de semente e meio de cultura feito com a gidicde
NaClO.

4. A aplicagcdo de NaClO sobre o meio de cultura inoculado com
tecido de plantas de orquideas promoveu eficiente contde
contaminacéao (inicial e tardia).

5. Concentracdes crescentes de NaClO utilizados na dssgé®
no cultivo de tecidos causaram reducao no crescimento datapl

6. O uso de carvdo ativado no meio promoveram o0s melhores
resultados, quanto a producdo de plantas mas, por outro, lado

contaminacé&o foi maior na sua presenca.

49



7. A utilizacdo de seringas descartaveis, sem 0 uso de c&wara
fluxo laminar, mostrou-se viavel para a propagacao veigatdas plantas.
No caso do tratamento-controle, com a utilizacdo da camardludo
laminar, a contaminac&o ocorreu em todos os frascos.

Embora com alguns efeitos significativos para meios deivoult
reguladores de crescimento e suas concentracdes, howdé@ntem para a
similaridade das plantas obtidas, considerando-se a ickEi&ral deste
trabalho de simplificar os procedimentos de propagacao ldetgs de

orquideas.
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