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RESUMO

A agua de coco ¢ um dos componentes organicos de baixo custo
mais utilizados nos meios de cultura para cultivo in vitro de plantas,
mas poucas sao as informagdes sobre seus efeitos em orquideas, onde
esse tipo de propagacado ¢ utilizado. Assim, objetivou-se estudar as
quantidades de agua de coco acrescidas ao meio de cultura quanto
aos seus efeitos na germinacao e crescimento in vitro de Dendrobium
nobile. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente ca-
sualizado, com trés repeti¢des, e os tratamentos compostos de cinco
volumes de agua de coco (0; 50; 100; 150 e 200 mL L"), que foram
adicionados ao meio de cultura. Foram utilizadas como material de
estudo sementes de D. nobile produzidas mediante autopolinizagao
manual. Ap6s a semeadura, as culturas permaneceram por seis meses
em sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados
(12 horas, 1000 lux; 23°C + 2) quando as plantulas foram avaliadas.
Aadi¢do de 200 mL L' de 4gua de coco ao meio de cultura propiciou
os melhores resultados para comprimento, diametro ¢ nimero dos
pseudobulbos, nimero de folhas, nimero de raizes, comprimento
de raizes e massa fresca de D. nobile, ndo influenciando apenas a
porcentagem de germinag@o e o nimero de plantulas produzidas.

Palavras-chave: Orchidaceae, meio de cultura, cultivo in vitro.

ABSTRACT

In vitro cultivation of Dendrobium nobile using coconut water
in the culture medium

Coconut water is one of the inexpensive organic components
most utilized in culture media for in vitro cultivation of plants, but
there are few informations about its effect in orchids, where this kind
of propagation is used. The objective of this research was to study
the effects on germination and growing of Dendrobium nobile when
coconut water is added to the in vitro culture medium. We used a
completely randomized design, with three replications; the treatments
consisted of adding five volumes of coconut water (0, 50, 100, 150
and 200 mL L) to the culture medium. Seeds of D. nobile, obtained
by manual pollination were used as study material. After sowing, the
cultures stayed for six months in a growth chamber with controlled
temperature and photoperiod (12 hours/1000 lux; 23°C+2), when the
seedlings were evaluated. The addition of 200 mL L' of coconut water
to the culture medium provided the best results for length diameter
and number of pseudobulbs, number of leaves, number of roots,
length of roots and fresh weight of D. nobile, not influencing only
the germination percentage and the number of seedlings produced.

Keywords: Orchidaceae, culture medium, in vitro cultivation.
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O cultivo in vitro tem propiciado a
propaga¢ao massal de uma série
de espécies de orquideas em risco de
extingdo ou de elevado valor comercial
(Santos et al., 2006). Os meios assim-
bidticos para orquidaceas, além de
propiciar a germinagdo, também devem
possibilitar o crescimento e muitas vezes
o desenvolvimento das espécies culti-
vadas. A maioria deles sdo complexos,
contendo diversos nutrientes, vitaminas
e reguladores de crescimento (Ventura
et al., 2002), os quais elevam os custos
da propagacao.

Para atender as necessidades de cada
espécie, mudangas nos meios de cultura
para orquideas tém sido estudadas.
Faria et al. (2004) verificaram que
a adicdo de 60 g L' de sacarose no
meio MS (Murashige & Skoog, 1962)

Hortic. bras., v. 31, n. 1, jan. - mar. 2013

proporcionou maior crescimento e taxa
de multiplicagdo de mudas de D. nobile.
Pasqual et al. (2009) constataram a
viabilidade de multiplicagdo in vitro
de outra espécie de orquidea, Cattleya
lodigesii, com a utilizagdo de meio KC
(Knudson, 1946) liquido enriquecido
com polpa de banana nanica. Cardoso
& Ono (2011) concluiram que a
utilizagdo de 1,0 mg L' de BAP ¢
de KNO, e NH,NO,, na metade da
concentrag@o recomendada para o meio
MS, ¢ eficiente para a multiplicagdo da
orquidea Brassocattleya. Pasqual et
al. (2011) verificaram que a adigdo de
silicio em meio MS propiciou auséncia
de deformagdes foliares em plantulas
de orquideas. Entretanto, ¢ importante
reduzir os custos dos meios de cultura.

Visando a facilidade de formula-

¢a0, baixo custo e acessibilidade dos
componentes, Campos (2002) propos
um meio alternativo, no qual a maioria
das espécies de orquideas germina e
cresce. Para redugao dos custos, estudos
com produtos organicos (agua de coco,
banana, mamao, milho) adicionados aos
meios de cultura convencionais foram
realizados (Martinez & Garcia, 2007,
Aratjo et al.,2006b; Vieira et al., 2009;
Campos, 2010). Esses produtos organi-
cos sdo também fontes de aminoacidos,
vitaminas, sais minerais e reguladores de
crescimento, que sdo 0s componentes
mais onerosos dos meios de cultura,
segundo Araujo ef al. (2006a).

Dentre eles, a 4gua de coco comegou
a ser adicionada em meios nutritivos ha
mais de meio século por Overbeek ez al.
(1941). Segundo Aragdo et al. (2001),
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a agua de coco, que ¢ o endosperma
de Cocus nucifera, apresenta em sua
composicao basica 93% de agua, 5% de
acucares, além de proteinas, vitaminas
e sais minerais, grau brix igual a 7,0
(21°C) e pH em agua igual a 4,8. Cada
100 mL de agua de coco contém 4,4 g
de glicose; 0,37 mg de proteinas: 6,2 mg
de fosforo; 175 mg de potassio; 17,5 mg
de célcio; 8,5 mg de magnésio; 10,5 mg
de so6dio; 0,06 mg de ferro e 57 mg de
vitamina C.

A concentracdo de agua de coco
utilizada na composi¢do dos meios de
cultura ¢ de 3 a 15% para um grande
numero de espécies vegetais cultivadas
in vitro. Ela ¢ utilizada para estimular o
crescimento de calos, aumentar a ger-
minagdo assimbiotica, formar embrides
somaticos, induzir a divisdo de graos de
polen e o desenvolvimento de embrides
imaturos (Caldas ef al., 1998).

Embora seja o componente organico
mais utilizado no enriquecimento de
meios de cultura, seus efeitos em relagdo
apromocao da germinagao, crescimento
e desenvolvimento in vitro de orquideas
necessitam ser mais estudados uma vez
que ¢ constituida por diversas classes
de hormonios vegetais tais como acido
indol acético, acido indol butirico, aci-
do abcisico, acido giberélico, zeatina,
benzil adenina, acido naftalenoacético
¢ acido diclorofenoxiacético (Ma et
al., 2008), os quais influenciam as
diferentes fases do desenvolvimento
vegetal. O efeito benéfico da adi¢do de
agua de coco pode ser explicado pelos
elevados teores de glicose, frutose e sais
minerais, além de hormdnios vegetais,
necessarios ao processo de formagao e
desenvolvimento das plantulas (Nunes
et al., 2008). Além disso, deve-se con-
siderar também o status nutricional e
hormonal endbégeno de cada material
de estudo, ressaltando a necessidade de
estudos especificos em relagdo a espécie
vegetal de interesse bem como ao pro-
pésito de sua utilizagdo na promogdo
quer da germinagdo, organogénese ou
embriogénese in vitro.

Objetivou-se estudar a quantidade de
agua de coco acrescida ao meio de cul-
tura de Campos (2002) quanto aos seus
efeitos na germinagao e crescimento in
vitro de Dendrobium nobile.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no
laboratério de cultivo in vitro da Fa-
culdade de Ciéncias Agrarias (FCA)
da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). O delineamento
experimental foi inteiramente casuali-
zado, sendo os tratamentos compostos
de cinco volumes de 4dgua de coco (0;
50; 100; 150 ¢ 200 mL L), que foram
adicionados ao meio de cultura e trés
repeticdes. A parcela experimental foi
composta de um frasco de meio de cul-
tura. Foram utilizadas como material de
estudo sementes de Dendrobium nobile
produzidas mediante autopolinizagdo
manual, cedidas pelo Orquidario da
FCA. Céapsulas maduras foram coletadas
e as sementes provenientes destas, foram
retiradas, homogeneizadas, pesadas e,
0,005 g submetidas ao teste de tetrazolio
para determinacdo da viabilidade. Apos
a confirmacao da viabilidade procedeu-
-se a semeadura in vitro.

Utilizou-se o meio de cultura pro-
posto por Campos (2002), modificado
pela utilizagdo de 70 g de tomate sem
casca e sementes, 50 g de banana na-
nica sem casca, 3 mL de adubo NPK
na formulagdo 10-10-10, 17 g de agar
bacterioldgico, 25 g de agucar cristal, 3
g de carvdo ativado, agua de coco nos
volumes 0; 50; 100; 150 e 200 mL L' e
agua destilada para completar um litro.
Optou-se pela utilizagdo deste meio
alternativo pela facilidade de aquisigao
de seus componentes e pelo baixo custo,
0 que o torna acessivel aos produtores.

Apo6s homogeneizagdo no liqui-
dificador, o pH foi ajustado para 5,0
com KOH e 80 mL do meio de cultura
foi transferido para frascos de 600 mL
providos de tampa metalica, sendo, a
seguir, esterilizados em autoclave por
20 minutos a 120°C e uma atmosfera
de pressdo. Em seguida a esterilizagao
e solidificagdo do meio, os frascos fo-
ram transferidos para camara de fluxo
laminar, previamente esterilizada com
luz germicida por 30 minutos, para rea-
lizacdo da semeadura in vitro.

Cada porgdo de 10 mg de sementes
foi transferida para erlenmeyer e desin-
festada por 15 minutos em uma solugao
composta por 3 mL de hipoclorito de
sodio (2,5%) e 6 mL de agua destilada

esterilizada em autoclave (Campos,
2002). Decorrido este tempo, a suspen-
sdo foi diluida para 50 mL com agua
destilada estéril, no interior da camara
de fluxo laminar. Cada frasco recebeu,
com a utilizacdo de pipetador automa-
tico, 2 mL da suspensdo de sementes
(aproximadamente 800 sementes via-
veis). Foram utilizados trés frascos para
cada tratamento.

Apds a semeadura os frascos foram
tampados e lacrados com filme plasti-
co, sendo acondicionados em sala de
crescimento com temperatura média
de 23°C+2 ¢ fotoperiodo de 12 horas,
com intensidade luminosa de 1.000
lux, obtida por meio de duas lampadas
fluorescentes de 40W cada.

Decorridos seis meses, foram con-
tabilizadas as plantulas e os protocor-
mos produzidos. A germinagdo (%)
foi calculada levando-se em conta o
numero de protocormos e plantulas
existentes em relacdo ao nimero médio
de sementes viaveis inoculado em cada
frasco. Ja para o numero de plantulas
foram consideradas apenas as plantulas
que apresentassem sistema radicular
¢ parte aérea identificaveis a olho nu.
Apds a completa remogdo do substrato,
26 plantulas de cada frasco, selecionadas
aleatoriamente, foram avaliadas quanto
a massa fresca, comprimento, didmetro
e niamero de pseudobulbos, nimero de
folhas, nimero de raizes e comprimento
de raizes.

As varidveis foram submetidas a
analise de variancia e, em fun¢ao dos
resultados obtidos, foi feita a analise de
regressao (Banzato & Kronka, 1992)
com a utilizagdo do SISVAR 5.3 (Fer-
reira, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de agua de coco
adicionadas ao meio de cultura influen-
ciaram todas as variaveis avaliadas,
exceto a germinagao (%) e o nimero de
plantulas de D. nobile, que apresentaram
os valores médios de 53,4% e 170,9
plantulas.

O ntimero de pseudobulbos aumen-
tou em funcao das doses de 4gua de coco
adicionadas, atingindo valores (calcula-
dos) de 2,5 pseudobulbos/plantula com
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Figura 1. Valores estimados de (A) nimero pseudobulbos (NB), (B) nimero de folhas (NF)
¢ (C) comprimento de pseudobulbos (CB) de plantas de D. nobile, em fungdo dos volumes de
agua de coco utilizados [estimated values of (A) number of pseudobulbs (NB), (B) number
of leaves (NF) and (C) pseudobulbs length (CB), in plants of D. nobile, depending on the
volumes of coconut water used]. Dourados, UFGD, 2010.

200 mL L' (Figura 1A). Resultados se-
melhantes foram relatados por Martinez
& Garcia (2007) que obtiveram maior
nimero de pseudobulbos de Stanhopea
tigrina (Orchidaceae) com a combina-
¢do de 120 mL L' de agua de coco com
100 g de banana em meio de cultura
MS, sendo esta a maior concentragao
utilizada pelos autores.

O numero de folhas também foi
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crescente com as concentragoes de agua
de coco, tendo atingido valor médio de
6,9 folhas por plantula na maior concen-
tragdo (Figura 1B). Estudos realizados
por Aratjo et al. (2006b) relataram que
o maior numero de folhas (8,3 plantula™)
de Cattleya loddigesii ‘Grande’ x Cat-
tleya loddigesii ‘Alba’ foi obtido com
a adi¢do de 100 mL L' de agua de coco
ao meio KC, sendo reduzido com doses

maiores. Ja para espécies de outras
familias botdnicas, como o pinhao-
-manso (Jatropha curcas), o0 aumento
das concentragdes de agua de coco até,
o maximo de 250 mL L', propiciou
efeito linear crescente no numero de
folhas por plantula (Nunes et al., 2008),
conforme o presente experimento. As
diferencas entre esses dados e de outros
experimentos podem ser decorrentes
da especificagdo dos meios de cultura
para cada espécie, vez que diferentes
combinagdes de carboidratos, sais
minerais, vitaminas e reguladores de
crescimento estimulam, ou néo, o cres-
cimento de 6rgdos, tecidos ou células e
o desenvolvimento da planta (George et
al., 2008). Entretanto, o aumento linear
do numero de folhas de D. nobile pode
ser atribuido, principalmente, a cinetina,
hormonio existente na dgua de coco
(Ge et al., 2005), que atua na emissao e
expansao foliar (Sobieszczuk-Nowicka
et al., 2009).

De maneira analoga ao numero de
folhas e de pseudobulbos, o comprimen-
to dos pseudobulbos também apresentou
efeito linear crescente, sendo o maior
comprimento calculado (2,2 cm) obtido
com a utilizagdo de 200 mL L' de agua
de coco (Figura 1C). Ja o diametro dos
pseudobulbos apresentou resposta qua-
dratica. Os menores valores calculados
por meio da derivagdo da equacdo (0,3
cm) foram obtidos com 81,6 mL L' e
os maiores valores (0,7 cm) com 200
mL L' de 4gua de coco acrescidos ao
meio de cultura (Figura 2A). A ausén-
cia de agua de coco no meio de cultura
reduziu, aproximadamente, 40 e 30% o
comprimento de pseudobulbos e o seu
diametro, respectivamente, em relacao
ao uso de 200 mL L' (Figura 2).

Resultados similares foram obtidos
por Simdes et al. (1999) que observaram
maior crescimento in vitro da parte aérea
das espécies de orquideas Epidendrum
sp. ¢ Dendrobium sp. em meio KC
contendo 100 mL L' de agua de coco,
que foi a maior concentragdo estudada.
Martinez & Garcia (2007) relataram
que os melhores resultados para com-
primento da parte aérea das plantas de
Stanhopea tigrina (Orchidaceae), foram
obtidos com as maiores concentragoes,
adicionadas ao meio MS, de agua de
coco (120 mL L!) e de polpa de banana
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Figura 2. Valores estimados de (A) diametro de pseudobulbos (DB), (B) numero de raizes
(NR) e (C) comprimento de raizes (CR) de plantas de D. nobile, em fungdo dos volumes de
agua de coco utilizado [estimated values of (A) diameter of pseudobulbs (DB), (B) number
of roots (NR) and (C) root length (CR) in plants of D. nobile, depending on the volumes of

coconut water used]. Dourados, UFGD, 2010.

(100 g L.

De modo semelhante a parte aérea,
a adigdo de agua de coco ao meio de
cultura teve efeitos benéficos sobre o
sistema radicular. Os maiores niumeros
calculados de raizes por plantula (5,6)
foram observados com 200 mL L' de
agua de coco e os menores (4,1) na sua
auséncia (Figura 2B). Estes dados sdo
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concordantes com aqueles obtidos por
Araujo et al. (2006b). Esses autores
obtiveram o maior niimero de raizes
(6,5 plantula™) de Cattleya loddigesii
‘Grande’ x Cattleya loddigesii ‘Alba’,
utilizando o meio de cultura KC, acres-
cido de 200 mL L' de agua de coco
combinado com 100 g L' de polpa de
banana.

Os menores valores para o com-
primento de raizes (4,5 cm) foram
registrados na auséncia da dgua de coco
(Figura 2C). Foi notado incremento
até a maior concentracdo utilizada
(200 mL L) que propiciou o maior
comprimento calculado de raiz (5,4
cm). O aumento de agua de coco no
meio de cultura pode ser considerado
benéfico ao comprimento de raiz, con-
forme também mostraram Vieira et al.
(2009) para Cattleya labiata x Cattleya
forbesii. Eles observaram os melhores
resultados para altura da parte aérea e
comprimento de raizes com 100 mL L
de agua de coco (maior concentragdo
utilizada) e, na sua auséncia, foram
registrados os menores valores destas
caracteristicas. Como citado anterior-
mente, hd muitos hormonios presentes
na dgua de coco, inclusive auxinas, que
estdo envolvidas em varios processos
metabolicos das plantas, principalmente
no crescimento. Essas substancias fazem
parte do processo de ramifica¢ao tanto
da parte aérea (no caso das orquideas o
numero de pseudobulbos) quanto das
raizes (Berleth et al., 2004). Embora nao
tenham sido analisados tais compostos,
isso poderia justificar o aumento linear
no nimero de pseudobulbos e de raizes.

Comportamento linear crescente
também foi observado para a massa
fresca da parte aérea de D. nobile em
relagdo aos volumes de agua de coco,
sendo os maiores valores (0,5 g) propi-
ciados com 200 mL L' de agua de coco
(Figura 3). Aragjo et al. (2006b) também
registraram maiores valores para massa
fresca de Cattleya loddigesii ‘Grande’x
Cattleya loddigesii ‘Alba’ com o maior
volume de agua de coco estudado (200
mL L") combinados com 100 g L' de
polpa de banana. Acréscimos de 200%
em massa fresca de plantulas de Cattleya
labiata x Cattleya forbesii também fo-
ram relatados por Vieira et al. (2009),
utilizando 100 mL L' de agua de coco
e 100 g L' de polpa de banana em meio
MS. Incrementos de 55% em relagao a
testemunha também foram registrados
na produgdo de massa fresca de Cattleya
amethystoglossa por Dronk (2004) com
150 mL L' de 4gua de coco e 150 g L”!
de polpa de banana nanica e no meio
de cultura.

Embora a utilizagdo de dgua de coco

Hortic. bras., v. 31, n. 1, jan. - mar. 2013
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Figura 3. Valores estimados da massa fresca (MF) de plantas de D. nobile, em funcdo dos
volumes de agua de coco utilizados [estimated values of fresh weight (MF) of plants of D.
nobile, depending on the volumes of coconut water used]. Dourados, UFGD, 2010.

ndo promova altera¢do no nimero de
plantulas e germinacdo (%) de D. nobile,
a adigdo de 200 mL L' de 4gua de coco
ao meio de cultura propicia os melhores
resultados para comprimento de pseudo-
bulbos, comprimento de raizes, nimero
de raizes, numero de pseudobulbos, nu-
mero de folhas ¢ massa fresca de plantas,
sendo este volume recomendado para
germinagao assimbidtica de D. nobile.
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