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RESUMO
O cultivo in vitro tem sido o principal método de propagacéo de orquideas, entretanto
0s meios de cultura sdo complexos e seus constituintes de dificil aquisicao.
Objetivou-se com este trabalho avaliar a substituicdo parcial ou total do agar (AA)
por amido de milho (AM) ou fécula de araruta (FA), em meio de cultura alternativo,
no crescimento in vitro de Dendrobium nobile. Apbés seis meses de cultivo, as
plantas foram avaliadas quanto ao numero de folhas, numero, didmetro e
comprimento dos pseudobulbos, nimero de raizes, comprimento da maior raiz e
massa fresca. Os tratamentos influenciaram (p<0,01) todas as variaveis analisadas
e, de maneira geral, a utilizacdo de 7,0 g L™ de AA, acrescido de 7,0 g L* de AM
propiciou maior crescimento das plantas. Conclui-se que a substituicdo de 50 % do
agar pelo amido de milho, no meio alternativo, é benéfica ao crescimento in vitro de
D. nobile e, que a substituicdo total do agar por amido de milho ou pela fécula de
araruta, prejudica o crescimento dessa espécie.
PALAVRAS-CHAVE : Floricultura, Orchidaceae, Amido de milho, Fécula de araruta.

USE OF ALTERNATIVE GELLING AGENTS ON IN VITRO CULTIVATION OF
Dendrobium nobile Lindl.

ABSTRACT

In vitro cultivation has been the main method of orchid propagation, however the
culture media are complicated and their constituents are difficult to purchase. This
study aimed to evaluate the partial or full replacement of agar (AA) by corn starch
(AM) or arrowroot starch (FA), in the alternative culture media, on in vitro growth of
Dendrobium nobile. After six months of cultivation, the plants were evaluated on the
number of leaves, number, diameter and length of the pseudobulbs, number of roots,
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longest root length and fresh weight. The treatments affected (p <0.01) all variables
and, in general, the use of 7.0 g L™ AA plus 7.0 g L' AM provided higher plant
growth. We concluded that replacing 50% of agar for corn starch on the alternative
media is beneficial to the growth in vitro of D. nobile and the total replacement of
agar by corn starch or arrowroot starch impairs the growth of this species.
KEYWORDS: Floriculture, Orchidaceae, Corn starch, Arrowroot starch

INTRODUCAO

A espécie Dendrobium nobile Lindl, conhecida como olho de boneca, € uma
das orquideas mais populares do Brasil, ocupando posi¢cao de destague no mercado
de plantas de corte e de vaso. O interesse por essa espécie é devido a sua ampla
distribuicdo geografica, crescimento em diferentes habitats e, principalmente, ao seu
valor floristico (VICHIATO et al., 2007).

O cultivo de Orchidaceae representa uma atividade de grande importancia
econbmica (JUNQUEIRA & PEETZ, 2014). O método mais utilizado para a sua
multiplicac@o € a propagacao in vitro, que, embora seja importante por possibilitar a
obtencdo de um grande numero de mudas em pequeno espaco fisico, pouco tempo
e com grande qualidade sanitaria (STANCATO et al., 2001; ALTAFIN et al., 2003),
encontra-se restrito a poucos produtores devido a dificuldade de aquisicdo dos
constituintes dos meios de cultivo. Esses meios apresentam composi¢cdo complexa,
com diversos nutrientes, vitaminas e reguladores de crescimento (VENTURA et al.,
2002), que elevam os custos da propagacao. Por esta razdo e visando a facilidade
de formulacéo e acessibilidade dos componentes, CAMPOS (2002) prop6s um meio
alternativo, no qual a maioria das orquideas germina e cresce.

Além da composicdo dos meios, outro fator a ser considerado é a sua
consisténcia, que é geralmente semi-sélida (MACEDO et al.,, 2003). O agar é o
agente geleificante mais utilizado na solidificacdo dos meios de cultura. GEORGE
(1993) atribui isto & vantagem deste solidificante formar um coldide quando
adicionado a agua, tornando-se liquido a 100 °C e solidificando-se a 45 °C,
mantendo-se estavel nas temperaturas de incubacgéo.

Embora com inquestionavel propriedade geleificante, ao agar geralmente
estdo associados inibidores orgéanicos e inorganicos (PIERIK, 1987), que podem
alterar as caracteristicas quimicas e fisicas do meio de cultura e,
consequentemente, as respostas in vitro (ROMBERGER & TABOR, 1971). Em vista
disso, estudos utilizando amido de milho ou de mandioca em substituicdo ao agar,
apresentaram bons resultados para algumas culturas, principalmente na fase de
enraizamento (FORTES et al., 1994). Entre as vantagens destes polissacarideos,
pode-se citar a facilidade de obtencdo e o baixo custo quando comparados ao agar,
fatos que poderiam torna-los importantes aliados na busca da maior eficiéncia
econdmica do processo de propagacdo de plantas em laboratério (PEREIRA &
FORTES, 2003).

Neste contexto, objetivou-se avaliar a substituicdo parcial ou total do &gar por
amido de milho ou fécula de araruta, em meio de cultura alternativo, no crescimento
in vitro de D. nobile.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.10, n.19; p. 1833 2014



MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de cultivo in vitro da Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FCA). Foram utilizadas como material de estudo plantas de D.
nobile oriundas de autopolinizacdo manual e cultivadas in vitro por seis meses, sem
sub-cultivos, em meio alternativo (CAMPOS, 2002), acondicionadas em sala de
crescimento com temperatura de 23 = 2C, fotoperiod o de 12 horas e luminosidade
de 20 pmol m? s™* obtida por meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W
cada.

Foram selecionadas plantas, em ambiente asséptico, que apresentavam duas
folhas, um pseudobulbo com 0,5 cm de comprimento e uma raiz e a seguir as
plantas foram transferidas para os meios de cultura a serem estudados.

Utilizou-se um meio de cultura proposto por CAMPOS (2002), modificado pela
utiizacdo de 70 g de tomate tipo italiano, variedade Santa Cruz, maduros,
vermelhos, sem casca e sementes, 50 g de banana nanica amarelada, sem casca
(provenientes de cultivo convencional), 3 mL de adubo NPK na formulacéo 10-10-10,
25 g de sacarose comercial — C12H2,011 , 3 g de carvao ativado, 150 mL de agua de
coco e agua destilada para completar um litro.

Como agentes geleificantes do meio de cultivo foram utilizados o agar-agar
(AA), a fécula de araruta (FA) ou o amido de milho (AM) constituindo os seguintes
tratamentos: T1 - AA14g.L % T2-AM359gL '+ AA 105g.L ™Y T3- AM 7,0g.L"
Y +AA 709gL 5 T4-AM105gL ™t +AA 35gL ™ T5-AM14gL ™ T6- FA
359L1+AA1059LT7-FA70 gL* +AA 7,0 gL™; T8-FA10,5 gL™* +
AA35gL e T9- FAl4g.L ™

Apbs homogeneizacdo no liquidificador, o pH foi ajustado para 5,0 com KOH
(1M) e o meio de cultura foi transferido para frascos de 600 mL providos de tampa
metélica. Cada frasco recebeu 80 mL de um dos meios de cultura sendo, a seguir,
esterilizado em autoclave por 20 minutos a 120 T e 1 atm de pressdo. Em seguida
a esterilizacao e solidificacdo do meio, os frascos foram transferidos para camara de
fluxo laminar, previamente esterilizada com luz germicida por 15 minutos, e cada
frasco recebeu cinco plantas.

Apés o plantio os frascos foram tampados e lacrados com filme plastico,
sendo acondicionados em sala de crescimento com temperatura media de 23 =2 C,
fotoperiodo de 12 horas, e luminosidade de 20 umol m™ s™ obtida por meio de duas
lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada.

Decorridos seis meses do plantio, os frascos foram abertos, as plantas foram
lavadas em agua corrente até total remocédo do meio de cultura e avaliadas quanto
ao numero de folhas, niumero, didmetro e comprimento dos pseudobulbos, nimero
de raizes, comprimento da maior raiz e massa fresca.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com nove
tratamentos e 10 repeticdes, de um frasco de cultivo cada. Todas as variaveis foram
submetidas a andlise de varidncia e, quando significativas, as médias foram
comparadas por teste de meédias (Scott-Knott a 5% de probabilidade) com a
utilizacao do aplicativo computacional SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo (p <0,01), dos tratamentos sobre todas as variaveis
analisadas (Tabela 1) e, de maneira geral, a utilizacdo de 7,0 g L™ de AA, acrescido
de 7,0 g L' de AM, propiciou maior crescimento das plantas enquanto que a
substituicao total do agar-agar pelo amido de milho ou pela fécula de araruta néo foi
favoravel ao desenvolvimento in vitro de D. nobile (Tabela 2).

O bom resultado da substituicdo parcial ou total do agar pelo amido de milho
pode estar relacionado a baixa consisténcia do meio de cultura obtida com a
utilizacdo desse geleificante. Segundo PIERIK (1987), meios de cultura mais
consistentes dificultam o contato entre a plantula e o meio, limitando a absorcéo de
compostos, fato este confirmado por PAIVA et al. (1999) em microestaquia de
crisantemo. Por outro lado meios com menor consisténcia proporcionam maior area
de contato com o sistema radicular, favorecendo a absor¢cédo de agua e de nutrientes
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

TABELA 1. Resumo das analises de variancia do numero de folhas (NF), de
pseudobulbos (NB) e de raizes (NR), diametro (DB) e comprimento
(CB) de pseudobulbos, comprimento da maior raiz (CR), e massa
fresca (MF) das plantas de Dendrobiun nobile Lindl. UFGD, Dourados

- MS, 2012.
Quadrados médios
FV GL NF NB NR DB CR CB MF
Geleificantes 8 1,63** 0,28 3,00 0,33* 2,05 0,44** 0,77*
Residuo 81 0,16 0,03 0,12 0,01 0,03 0,01 0,02
CV(%) 17,4 11,1 18,8 3,4 12,1 7,3 4,1
Média geral 4,8 1,5 3,0 0,4cm 1.6cm 1,6cm 0,29

** gignificativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F

TABELA 2. Numero de folhas (NF), de pseudobulbos (NB) e de raizes (NR),
diametro (DB) e comprimento (CB) de pseudobulbos, comprimento
da maior raiz (CR), e massa fresca (MF) das plantas de Dendrobiun
nobile Lindl. UFGD, Dourados - MS, 2012.

Geleificantes NF NB NR DB CR CB MF
gL™h (cm)  (cm)  (cm) (9)
14,0 AA 500b 190b 430b 051a 3,35a 1,70c 0,31c

10,5AA+ 3,5AM 540b 150c 430b 048a 299a 214b 0,35c
7,0 AA+ 7,0 AM 960a 260a 6,70a 045a 244b 258a 055a
3,5 AA + 10,5AM 530b 2,10b 3,40b 038b 137c 192c 0,17d
14,0 AM 3,10c 1,10c 100c 0,29c 0,16d 1,23d 0,07e
10,5AA+ 3,5FA 59b 140c 460b 051a 327a 227b 043b
70 AA+ 70FA 360c 100c 1,00c 0,21d 0,15d 0,90e 0,03e
3,5 AA +10,5FA 3,30c 1,20c 1,70c 0,26c 059d 096e 0,04e
14,0 FA 250c 100c 0,20c 0,06d 0,01d 0,69e 0,01e

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Scott-knott, 5%)
AA=agar-agar; AM= amido de milho; FA= fécula de araruta
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Resultados semelhantes foram relatados por COSTA et al. (2007), que,
estudando a brotacdo e estabelecimento de gemas de abacaxizeiro in vitro,
relataram que a porcentagem de desenvolvimento das gemas da cultivar Rio Branco
foi significativamente superior quando estas foram cultivadas em meios
suplementados com amido, combinado ou ndo com agar. Esses meios
apresentaram, em média, 90% de gemas desenvolvidas, valores estes
significativamente superiores aos obtidos no meio solidificado somente com &agar,
onde a média de gemas desenvolvidas foi de 34,7%. Também ERIG et al. (2004),
estudando agentes geleificantes na multiplicagdo in vitro de macieira, observaram os
maiores para 0 numero gemas com a utilizacdo de agar ou sua substituicdo parcial
pelo amido de milho.

Embora COSTA et al. (2007) ndo tenham observado diferengas estatisticas
na altura de brota¢des e no numero de folhas de abacaxizeiro cultivado in vitro com
diferentes agentes geleificantes, neste estudo a utilizacdo de 7,0 g L™ de AA
acrescido de 7,0 g L™ de AM propiciou acréscimos significativos ndo s6 na brotacdo
de D. nobile, mas também nas demais caracteristicas vegetais avaliadas. Ressalta-
se que o comprimento da maior raiz foi menor neste tratamento (demonstrando que
nao houve necessidade de investimento no alongamento radicular como forma de
aumentar a area de exploracdo do substrato), entretanto o niumero de raizes foi
maior. Isso é vantajoso, pois quanto maior o numero de raizes, maior a capacidade
de sobrevivéncia no ambiente ex vitro, uma vez que as raizes sao responsaveis nao
apenas pela absor¢cdo de &gua e nutrientes, mas também pela fixacdo dessas
epifitas no forofito.

CONCLUSAO
Em vista do exposto conclui-se que a substituicdo em 50 % do agar pelo
amido de milho no meio alternativo € benéfica ao crescimento in vitro de D. nobile e
que a substituicdo total do agar por amido de milho ou pela fécula de araruta
prejudica o crescimento dessa espécie.
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