Seleciao de genotipos de Dendrobium phalaenopsis (Orchidaceae) nas
fases de propagacao in vitro e aclimatizacao
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the in vitro propagation and acclimatization phases

Alessandro Borini Lone'; Cristiane Muniz Barbosa?; Ricardo Tadeu de Faria®";
Lucia Sadayo Assari Takahashi?; Inés Cristina de Batista Fonseca’

Resumo

A hibridacao de orquideas ¢ realizada para propiciar a produgio de cultivares de interesse comercial que
apresentem alto vigor, grande numero de flores e variabilidade de cores. O trabalho teve por objetivo a
selecdo de genoétipos de Dendrobium phalaenopsis favoraveis para a propagagao in vitro e aclimatizagao,
resultantes de cruzamentos ¢ autofecundagdes de plantas matrizes selecionadas. Foram utilizadas
56 plantas de D. phalaenopsis para a realizagdo dos cruzamentos e autofecundagdes, totalizando
109 combinagdes. Dos 109 cruzamentos e autofecundagdes realizados, apenas 13 cruzamentos e 3
autofecundagdes apresentaram nimero de plantulas suficientes para as avaliagdes. Apos cinco meses,
15 plantulas de cada cruzamento e autofecundacdo foram submetidas a avaliacdo das caracteristicas:
comprimento da parte aérea, numero de raizes, peso da massa fresca total, comprimento da maior raiz
e numero de brotacdes. As demais foram plantadas em bandejas de isopor e apo6s quatro meses foi
avaliado a taxa de sobrevivéncia. O genotipo mais favoravel para propagagdo in vitro e aclimatizagio
foi o cruzamento DF18 x DF13.
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Abstract

The hybridization of orchids have been done to propitiate a production of cultivars with commercial
interesting that show high vigor, great number of flowers and variability of colors. This research had
the objective to select favorable genotypes of Dendrobium phalaenopsis for in vitro propagation and
acclimatization, resulted from crossing and self- fertilizations of selected plants matrix. For the realization
of crossing and self-fertilizations 56 plants of D. phalaenopsis were utilized, totalizing 109 combinations.
From the 109 crossing and self-pollinations, only 13 crossing and 3 self-pollinations showed enough
number of seedlings for an evaluation. After five months, 15 seedlings from each crossing and self-
pollinationss were evaluated by the following characteristics: length of the aerial part, number of roots,
weight of the total fresh mass, length of the biggest root and number of buds. The others seedlings
were planted in trays of styrofoam and after four months the rate of survival were evaluated. The most
favorable genotype for the in vitro propagation and acclimatization was the crossing DF18 x DF13.
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Introducao

Os taxonomistas apontam a existéncia de cerca
de 25.000 espécies de orquideas e mais de 100.000
hibridos (SHEEHAN; SHEEHAN, 1994). A
familia das orquideas ¢ amplamente distribuida, sdo
encontradas em todos os continentes e em variados
climas, exceto em regides polares e em desertos
extremamente secos. Nos paises de clima temperado
predominam as terrestres e nos de clima quente as
epifitas e as rupiculas (MILLER; WARREN, 1996).

As orquideas do género Dendrobium sao
originérias da fndia, podendo ser encontradas na Asia
tropical e subtropical, prolongando-se para leste até
as ilhas Fiji e sul da Australia (SUTTLEWORTH;
HEBERT; GORDON, 1994). Compreende mais de
1500 espécies, sendo um género complexo e amplo.
Swartz em 1800 fez a primeira descri¢do do género
(SHEEHAN; SHEEHAN, 1994).

A espécie Dendrobium phalaenopsis Fitzg.
normalmente apresenta flores largas, com labelo
pontiagudo, pseudobulbos e folhas verde escuras.
Podem ser epifitas ou litéfitas, e necessitam de
umidade, alta luminosidade e boa drenagem ao redor
dasraizesparaumbomdesenvolvimento(SCHELPE;
STEWART, 1990).

A hibridagdo de orquideas ¢ realizada de forma
artificial em casa de vegetacdo e visa a produgdo
de cultivares de interesse comercial que apresentem
alto vigor, grande nimero de flores e variabilidade de
cores (PRAKASH; GOH, 1996). Segundo Davidson
(1994), a hibridacdo do género Dendrobium ¢
realizada para propiciar a floragao precoce, estender
a ¢época de floracdo, expandir o nimero de flores,
cores e formas.

Para a obtengdo de linhagens puras do género
Dendrobium hé necessidade de um longo periodo,
assim, ¢ comum no melhoramento genético o
cruzamento ¢ autofecundacdo entre hibridos
selecionados, visando a obten¢ao de novas cultivares

(KERBAUY, 1995).

A partir da obtengao das cultivares é importante
a multiplicagdo das plantas. Segundo Kamemoto,
Amore e Kuhnle (1999), um dos métodos ¢ a
propagacdo in vitro devido a facilidade, rapidez
além da obtencdo de plantulas livres de virus.
Para a propagacdo de orquideas larga
escala ¢ fundamental a selegdo de gendtipos e o
estabelecimento de meios de cultura adequados
para a sua germinagdo e crescimento em condigdes
de laboratério (KERBAUY, 1995; ARDITTI;
ERNEST, 1993).

cm

Otrabalhoteveporobjetivoaselegdo de genotipos
de Dendrobium phalaenopsis favoraveis para a
propagacao in vitro e aclimatizacdo, resultantes de
cruzamentos e autofecundagdes de plantas matrizes
selecionadas.

Material e Métodos

As plantas de
Fitzg (Orchidaceae) utilizadas

Dendrobium  phalaenopsis
neste trabalho
foram selecionadas de acordo com caracteristicas
comerciais como porte da planta, coloragdo, nimero
e tamanho de flores e época de florescimento.
Os cruzamentos foram realizados em plantas
cultivadas em telados cobertos com sombrite 50%
¢ a germinacdo no Laboratorio de Fitotecnia da
Universidade Estadual de Londrina.

Foram utilizadas 56 plantas de Dendrobium
phalaenopsis para a realizacdo dos 75 cruzamentos e
34 autofecundagdes, totalizando 109 combinacdes.

As flores foram polinizadas artificialmente, apos
nove meses as capsulas foram coletadas, e apos a
desinfestacdo com agua sanitaria comercial com
teor de cloro ativo de 2,0 a 2,5 % por 10 minutos, as
sementes foram retiradas das capsulas e germinadas
em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), modificado com a metade da concentracdo
dos macronutrientes, acrescentado 1g/L de carvao
ativado (SATINDER; SARMA, 1997) e 7 g/L de
agar. O pH foi ajustado para 5,8 e distribuido 50
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mL de meio de cultura em cada frasco de vidro
com capacidade de 250 mL. Apos seis meses as
plantulas foram repicadas em meio MS, com a
mesma composicao descrita anteriormente, com
10 plantulas por frasco. A germinagdo e repicagem
foram realizadas em camara de fluxo laminar. Os
frascos foram etiquetados e vedados com filme de
PVC e mantidos em ambiente com fotoperiodo de
16 horas de luz (lampada fluorescente), 2.000 lux de
luminosidade e temperatura de 25°C.

Apo6s cinco meses, 15 plantulas de cada
cruzamento e autofecundagdo foram avaliadas:
comprimento da parte aérea (cm), medido a partir
do colo da planta; nimero de raizes; peso da massa
fresca total (g); comprimento da maior raiz (cm);
numero de brotagdes. As demais foram plantadas
em bandejas de isopor medindo 25,5 x 25,5 (cm)
de largura e 4,7 (cm) de altura contendo casca de
pinus peneirada + bolinhas de isopor (3:1) e a taxa
de sobrevivéncia das plantulas (%) foi avaliada apo6s
quatro meses.

Os dados de taxa de sobrevivéncia foram
convertidos em propor¢des e submetidos a analise
de varias propor¢des em Qui-quadrado a 5% de
probabilidade utilizando o programa BioEstat versao
2.0. Comprimento da parte aérea, nimero de raizes,
peso da massa fresca, comprimento da maior raiz e
numero de brota¢des foram submetidos a analise de
variancia € a comparagao entre as médias feita pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Dos 75 cruzamentos e 34 autofecundagdes
14
autofecundagdes apresentaram numero de plantulas

realizados, apenas cruzamentos e trés

suficientes para as avaliagdes.

A partir dos dados obtidos foi possivel verificar
que o melhor resultado para as caracteristicas
comprimento da parte aérea, numero de raizes,
comprimento da maior raiz, nimero de brotagdes
e peso da massa fresca total durante a propagagado
in vitro ocorreu nas plantas procedentes do
cruzamento DF18 x DF13 com média de altura de
5,51 40,75 cm (Tabela 1). Para as autofecundagoes
o melhor resultado ocorreu nas plantas procedentes
da autofecunda¢do DF92 diferindo estatisticamente
das autofecundagdes DF44 e DF19 na caracteristica
numero de raizes com média de 15,13 + 2,57 raizes
por planta (Tabela 2).

Para os cruzamentos, a  caracteristica
comprimento da parte aérea, as plantas procedentes
do cruzamento DF72 x DF69 apresentaram a
maior média, com média de 6,89 + 0,94 cm, ndo
diferindo estatisticamente das plantas procedentes
dos cruzamentos DF40 x DF14 ¢ DF18 x DF13,
porém apresentaram baixos valores médios para as
variaveis comprimento da maior raiz (2,16 + 0,45
cm) e numero de brotagdes (0,67 + 0,26 brotos),
quando comparado com as plantas procedentes do
cruzamento DF18 x DF13 que apresentaram valor
médio para comprimento da maior raiz de 4,80 +
0,99 cm e valor médio de nimero de brotagdes de

1,47 + 0,58 brotos (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CMR), nimero de raizes
(NR), nimero de brota¢des (NB) e peso da massa fresca total (MFT) das progénies dos cruzamentos de plantulas de
Dendrobium phalaenopsis e taxa de sobrevivéncia (TS) na fase de aclimatizagéo.

Caracteristicas

Gendtipos CPA (cm)'! CMR(cm)! NR! NB! MEFT (g)! TS (%)?
DF09 x DF10 4,61 bed 3,99 abc 10,93 ab 1,60 abc 0,63 a 25,00 d
DF13 x DF19 5,14 be 2,62 cd 9,73 ab 1,07 abcde 0,42 abcde 69,09 be
DF14 x DF40 4,51 bed 3,46 abcd 10,20 ab 1,40 abed 0,33 bede 83,91 ab
DF18 x DF13 5,51ab 4,80 a 9,27 ab 1,47 abed 0,57 ab 87,50 ab
DF19 x DF49 4,80 bed 2,14 d 10,20 ab 1,13 abcede 0,35 abcde 85,94 ab
DF32 x DF19 4,23 bed 3,44abcd 8,20 bce 1,13 abcde 0,38 abcde 65,00 be
DF34 x DF59 4,23 bed 4,67abed 11,13 ab 1,67 ab 0,45 abced 56,67 bed
DF38 x DF13 4,81 bed 2,55 cd 8,87 b 0,93 bede 0,30 cde 45,00 cd
DF39 x DF59 3,57 d 3,57 abc 11,73 ab 2,07 a 0,34 bcde 88,57 ab
DF40 x DF14 5,31ab 3,10 bed 12,87 a 0,80 cde 0,39 abcde 74,78 b
DF53 x DF50 4,09 bed 2,55 c¢d 10,20 ab 1,07 abcde 0,23 e 70,00 be
DF72 x DF19 3,77 cd 2,29 cd 5,20 ¢ 0,80 de 0,25 de 94,83 a
DF72 x DF69 6,89 a 2,16 d 9,20 ab 0,67 e 0,46 abc 67,27 be
C. V. (%) 13,71 20,73 17,02 39,35 23,68

'Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem, entre si, significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os dados foram transformados por raiz quadrada.

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem, entre si, pelo teste Qui-quadrado para varias proporgdes a
5% de probabilidade. P = 0,72; Q (1-P) = 0,27; Qui-quadrado = 97,59; Graus de liberdade = 12.

Tabela 2. Valores médios do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CMR), nimero de raizes
(NR), numero de brotagdes (NB) e peso da massa fresca total (MFT) das progénies das autofecundagdes de plantulas
de Dendrobium phalaenopsis e taxa de sobrevivéncia (TS) na fase de aclimatizagio.

Caracteristicas
Genotipos CPA(cm)' CMR(cm)' NR! NB! MFT(g)! TS(%)
DF19 4,46 a 248 a 9,93 b 1,13a 042 a 92,03 a
DF44 7,86 a 235a 10,13 b 120 035a 88,68 a
DF92 443 a 2242 15,13 a 133a 0,51a >1,350b
C.V.(%) 31,72 16,08 17,02 38,63 21,45

"Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os dados foram transformados por raiz quadrada.

2Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado para varias proporg¢des a
5% de probabilidade. P = 0,85; Q (1-P) = 0,15; Qui-quadrado = 38,02; Graus de liberdade = 2.
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As plantas procedentes do cruzamento DF72
x DFI19 apresentaram a menor média para a
variavel numero de raizes (5,20 + 0,88 raizes), nao
diferindo estatisticamente da média das plantas
procedentes do cruzamento DF32 x DF19. As
plantas do cruzamento DF72 x DF19 apresentaram
valor médio baixo para a variavel comprimento
da parte aérea quando comparadas com as plantas
procedentes dos cruzamentos DF72 x DF69, DF18
x DF13 e DF40 x DF14, e valor médio inferior
para a variavel comprimento da maior raiz, quando
comparadas com as plantas do cruzamento DF18 x
DF13. Para o numero de brotacdes, as plantas do
cruzamento DF72 x DF19, apresentaram média
inferior as plantas procedentes dos cruzamentos
DF39 x DF59, DF34 x DF59 e DF09 x DF10. Para
peso da massa fresca total, as plantas procedentes
do cruzamento DF72 x DF19, apresentaram média
inferior as plantas dos cruzamentos DF72 x DF69,
DF18 x DF13 e DF09 x DF10.

No cruzamento reciproco das plantas DF14 e
DF40, nao houve diferengas significativas para as
variaveis avaliadas (Tabela 1). Em seu trabalho, Faria
et al. (2004) também ndo encontraram diferencas
significativas para as varidveis comprimento da parte
acrea, peso da massa fresca total e peso da massa
seca total em cruzamento reciproco de Dendrobium
nobile (Orchidaceae).

Ap6s quatro meses da aclimatizagao foi possivel
verificar que os cruzamentos que apresentaram 0s
melhores resultados para a taxa de sobrevivéncia
foram: DF72 x DF19, DF39 x DF59, DF19 x DF49,
DF18 x DF13 e DF14 x DF40 (Tabela 1). Para as
autofecundacdes os melhores resultados para a
fase de aclimatizagdo ocorreram em DF19 e DF44
(Tabela2). Asplantas procedentes daautofecundagao
DF92, que apresentaram os melhores resultados na
propagacdo in vitro, apresentaram também baixa
porcentagem na taxa de sobrevivéncia (51,35%)
(Tabela 2).

As menores taxas de sobrevivéncia, foram
observadas nas plantas procedentes dos cruzamentos

DF09 x DF10, DF34 x DF59 e DF38 x DF13
(Tabelal). Segundo Tombolato e Costa (1998)
a fase de aclimatizagdo ¢ muito delicada, ndo so
porque representa um estresse para a plantula, mas
também, pelo perigo de infeccdes por fungos e
bactérias que podem se desenvolver neste estagio.
Plantulas cultivadas in vitro geralmente apresentam
caracteristicas morfofisioldgicas diferentes quando
comparadas aquelas que cresceram diretamente no
campo ou em casa de vegetacao, fator responsavel
pela sua baixa taxa de sobrevivéncia ex vitro
(PREECE; SUTTER, 1991).

Segundo Costa (1998), um fator importante que
contribui para a maior sobrevivéncia das plantulas
submetidas as condi¢bes ex vitro refere-se a seu
estado nutricional. Porém o que foi verificado ¢
que a morte das plantas foi precedida pela a morte
das raizes. As plantas sobreviventes apresentavam
desenvolvimento de algumas das raizes existentes
ou emissdo de novas raizes.

Debergh ¢ Maene (1981), em seu trabalho
com diversas plantas ornamentais, dentre elas
Bromeliaceae e varias espécies do género Ficus
(Moraceae), observaram que, quando as plantas
sdo examinadas aproximadamente duas semanas
apos o transplantio, as raizes produzidas em meio
de cultura tinham, na maioria dos casos, morrido, €
outras tinham comecado a se desenvolver, indicando
que, para algumas espécies, as raizes in vitro nao
sdo funcionais apds transferéncia para a condig¢do
ex vitro.

Segundo Pierik (1990), a maioria das espécies de
plantas cultivadas in vitro tém, geralmente, a cuticula
pouco desenvolvida, devido a alta umidade relativa
(902 100%) que ocorre in vitro. As folhas das plantas
in vitro sdo geralmente tenras, fotossinteticamente
pouco ativas e apresentam cuticula pouco espessa,
por isso, sofrendo estresse hidrico, o que ocasiona
na morte das mudas que foram transplantadas, ou
seja, mal adaptadas as condigdes que irdo encontrar
na aclimatizagao.
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Conclusao

O gendtipo mais favoravel para propagagdo
in vitro ¢ aclimatiza¢do foi o cruzamento DF18 x
DF13.
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