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Cattleyanobilior Rchb. F. é uma espécie de orquidea que ocorre no Brasil, endémica do Cerrado,
utilizada para fins ornamentais, alimenticios ¢ farmacolégicos. A micropropagagdo permite a
producdo de mudas em larga escala com rapidez, padronizagao e qualidade fitossanitaria. Quando
realizada por biorreator de imersdo temporaria, a melhor nutricdo e oxigenacdo das mudas
possibilitam qualidade dos propagulos e sobrevivéncia durante a aclimatizagdo. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacdo de C. nobilior em meio

de cultura MS padrio, comparando sistemas, convencional (frascos com MS + 4gar) e em
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biorreator de imersdo temporaria (imersdo de 15 minutos a cada 2 horas). Em ambos protocolos
ocorreu o estabelecimento e desenvolvimento das plantas. Plantas cultivadas em biorreator de
imersdo temporaria apresentam maior numero de brotagdes, didmetro de pseudobulbo,

comprimento de folha, massa fresca e massa seca, enquanto que apenas o comprimento de raiz é
superior no sistema convencional.
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INTRODUCTION

Afamilia Orchidaceae apresenta cerca de 35.000 espécies,
sendo considerada uma das maiores familias do Reino Vegetal
¢ a mais evoluida (SUTTLEWORTH et al., 1994). No Brasil,
existem aproximadamente 200 géneros e 2.500 espécies
(LORENZI e SOUZA, 1996). CattleyanobiliorRchb. F. ¢ uma
espécie de orquidea que ocorre no Brasil, exclusivamente no
bioma Cerrado, distribuindo-se nos estados de Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Rondonia, Tocantins,
Maranhio e Distrito Federal (BARROS et al., 2013). Trata-se
de uma espécie epifita de 10-20 cm de altura que floresce nos
meses de agosto a setembro, apresenta inflorescéncias que
produzem geralmente de uma a trés flores roseo-lilases,
grandes e muito vistosas. Por todos esses motivos, a espécie €
submetida a pressdo de coleta voltada para a comercializagéo
(POTT e POTT, 1994, BIANCHETTI, 2007). Além das
propriedades ornamentais, com flores de cores, formas e
tamanhos variaveis, as orquideas se destacam na indistria
alimenticia para a produgdo de baunilha, na obtengao de

alcaloides usados na farmacologia e na geracdo de cosméticos
(SEQUEIRA, 2007; FARIA et al., 2012). As orquideas
apresentam relevante importdncia econdmica, e devido a
retirada exagerada da natureza para a sua comercializagdo,
algumas espécies estdo com risco de extingdo (SOARES, et
al., 2011; SCHNEIDERS et al., 2012). Entre essas espécies,
destaca-sea  C.nobilior  (BIANCHETTI, 2007). A
micropropagacdo proporciona uma producdo em larga escala
da planta de interesse, tornando as mudas acessiveis com mais
rapidez para o uso comercial (PASQUAL, 2000). A
propagacdo in vitro permite alta qualidade fitossanitaria das
plantas geradas, em um reduzido espago de tempo, em
quaisquer épocas do ano e com probabilidade de preservagéo
da identidade genética dos individuos, com isso, essa técnica
vem sendo empregada para diversas espécies vegetais
(GUERRA et al., 1999; KOZAY et al., 1997). Os biorreatores
sd30 equipamentos utilizados para micropropagacdo clonal e
massal de plantas, cujo objetivo ¢ a imersdo temporaria ou
permanente de cultura de células, tecidos, sementes ou 0rgaos
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vegetais em solugdo nutritiva liquida, tendo como propdsito
fundamental, facilitar o trabalho rotineiro € melhorar as
condicdes ambientais e assépticas para as culturas,
produzindo-as em larga escala (TEIXEIRA, 2002). O
biorreator de imersdo temporaria (B.I.T.) ¢ um método de
micropropagagdo que utiliza o meio de cultura liquido. Sua
eficacia esta relacionada com diversos fatores, destacando a
melhor nutrigdo e oxigenagdo das culturas, aprimoramento da
qualidade dos propagulos e sobrevivéncia durante
aclimatizacdo (MURCH et al., 2004).Neste sentido, o cultivo
de plantas em biorreatores visa a reproducdo de gendtipos
selecionados, tornando-se alternativapara otimizagdo do
processo e redugdo dos custos de producdo. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi estabelecer um protocolo de
micropropagacdo de orquidea (CattleyanobiliorRchb. F.) em
sistema convencional e em biorreator de imersdo temporaria.

MATERIAL E METODOS

As atividades foram desenvolvidas no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal, pertencente ao Centro de Biotecnologia
e Melhoramento Genético da Cana-de-Actcar de Mato Grosso
do Sul, da Universidade Federal da Grande Dourados. Foram
utilizadas plantas matrizes de Cattleyanobilior (com 14 meses
de idade) oriundas da semeadura in vitro.

Sistemas de micropropagacio: A repicagem das plantas foi
realizada em camara de fluxo horizontal com o auxilio de
pincas e placas de Petri autoclavadas. Apods a repicagem,
foram feitos 2 tratamentos com 4 repeti¢des cada:

T1 (sistema convencional): frascos de vidro contendo 50 ml de
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado
com 30,0 g L' de sacarose e 6,0 g L de agar, contendo?
plantulas/frasco. T2 (B.I.T.): frascos de vidro contendo 200 ml
de meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose, contendo
28 plantulas/frasco, com tempo de imersdo de 15 minutos a
cada 2 horas. Devido a maior quantidade plantulas, adicionou-
se maior quantidade de meio de cultura. O pH do meio foi
ajustado em 5,8 £ 0,1 antes da autoclavagem, a qual foi
realizada a 120°C por 20 minutos. Apods a inocula¢do das
plantas, todos os frascos foram armazenados na sala de cultivo
in vitro, sob fotoperiodo de 16 horas (43 pumol m™ s') e
temperatura de 25 + 2°C. Delineamento experimental,
avaliagdes e analise estatistica. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramentecasualizado, constituido por dois
tratamentos, com quatro repeti¢cdes cada. Apos 180 dias de
cultivo, foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero de
plantulas (NP); nimero de brotagdoes (NB); numero de folhas
(NF); niimero de raizes (NR); massa fresca (MF); massa seca
(MS); altura total de plantula (ATP); comprimento de raiz
(CR); comprimento de folha (CF) e diametro de pseudobulbo
(DP). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias dos tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste
t de Bonferroni, ao nivel 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS

As variaveis NB, DP, CF, MFT e MST foram significativas
para o biorreator de imersao temporaria. O CR foi superior no
sistema convencional, enquanto NP, NTF, NR e ATP ndo
apresentaram diferencas significativas (Figuras 1 e 2).

Para as variaveis NB, MF e MS, as plantulas cultivadas no
biorreator de imersao temporaria apresentaram,
respectivamente, 10,75 brotos, 1,28 g ¢ 0,11 g, enquanto no
sistema convencional, a média de NB foi de 6,50, 0,80 g de
MF e 0,07 g de MS (Figuras 1 e 2). O DP foi superior nas
plantulas que foram cultivadas no biorreator de imersdo
temporaria, apresentando média de 1,72 mm. Em
contrapartida, o sistema convencional teve média de 1,41 mm
(Figura 1). No B.L.T., onde ocorre a transferéncia do meio e a
remocao de gases desvantajosos, o CF apresentou média de
14,88 mm, superior ao sistema convencional (9,40 mm)
(Figura 1).0 CR raiz foi significativo para o sistema
convencional, com média de 20,50 mm, superando o valor
obtido para o B.I.T. (16,05 mm) (Figura 1).
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Figura 1. Numero de brotagoes, comprimento de raiz (mm),
comprimento de folha (mm) e didmetro de pseudobulbo (mm),
das plantulas de Cattleyanobilior cultivadas em biorreator de
imersio temporaria e sistema convencional.
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Figura 2. Massa seca e fresca das plantulas de Cattleyanobilior
cultivadas em biorreator de imersio temporaria e sistema
convencional.

DISCUSSAO

As plantulas cultivadas em biorreator de imersdo temporaria
tem maior area de contato com meio de cultura liquido,
aumentando a absor¢do de nutrientes e permitindo a maior
producdo de brotagdes e massa, ao contrario do meio de
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cultura sélido, onde apenas uma pequena parte da plantula fica
em contato com o meio de cultura, diminuindo a absor¢ao dos
nutrientes (RODRIGUES et al., 2006). Segundo Etienne e
Berthouly (2002), o volume dos recipientes também intervém
no desenvolvimento das plantulas, sendo que quanto maior o
volume dos frascos, maior a multiplicacdo das plantulas. O
pseudobulbo é o principal 6rgdo armazenador de nutrientes
minerais, carboidratos e agua de orquideas epifitas. Além
disso, a expansdo do pseudobulbo se deve ao actimulo de
carboidratos que eleva a pressdo osmotica, fazendo com que o
fluxo de agua, armazenada principalmente no pseudobulbo,
ocorra mais depressa para o interior da célula Essa diferenca
significativa a favor do biorreator de imersao temporaria deve-
se ao fato dos frascos possuirem maior quantidade de meio de
cultura liquido (maior quantidade de nutrientes minerais e
sacarose) ¢ os pseudobulbos absorverem mais nutrientes
devido a maior area de contato com o mesmo (ZIMMERMAN,
1990). A renovagdo do CO, no recipiente favorece um
acréscimo no nivel de fotossintese, com a luminosidade
adequada. Sendo assim, a reciclagem com frequéncia do ar
durante o periodo de substituicdo do meio, acabam excluindo
0s possiveis gases prejudiciais gerados pelo metabolismo das
plantas que comumente se concentram na fase gasosa do
sistema (FILHO, 2004).

As raizes das plantulas do sistema convencional foram fixadas
no meio de cultura, ou seja, elas ficaram em contato com o
meio durante todo o periodo de duracdo do experimento, ao
contrario do B.I.T. em que o tempo de imersdo das plantulas
no meio de cultura liquido ¢ de 15 minutos a cada 2 horas. No
cultivo de orquideas, o nitrogénio, fosforo e o potassio,
influenciam vérios fatores, entre eles o nimero, tamanho e
produgdo de folhas, raizes, pseudobulbos, flores e entre outros
(WANG, 2007). Diversos autores (TAKAYAMA, 2002;
ROELS et al., 2006; SILVA et al., 2007) relatam que os
sistemas de cultivo em biorreatores podem promover todas as
fases da micropropagacdo, bem como adaptabilidade a
diversas espécies, uniformizagao da produgdo
e,consequentemente, redugdo dos custos por muda produzida.
Além de permitirem a automatizagdo dos protocolos, os
sistemas de cultivo em biorreatores dispensam o uso de agente
gelifecante, que pode representar cerca de 70% do custo da
solugdo nutritiva,

Conclusao

Foi possivel o estabelecimento de protocolo em sistemas
convencional e em biorreator de imersdo temporaria para a
micropropagacdo de orquidea (CattleyanobiliorRchb. F.)
Plantas de C.nobilior cultivadas em biorreator de imerséo
temporaria apresentam maior numero de brotagdes, didmetro
de pseudobulbo, comprimento de folha, massa fresca e massa
seca, enquanto que apenas o comprimento de raiz ¢ superior no
sistema convencional.
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