Propagacao in vitro de Oncidium baueri Lindl. (Orchidaceae) sem uso

de agar

Ricardo Tadeu de Faria*, Ronaldo José Durigan Dalio, Lilian Keiko Unemoto e

Geraldo Lopes da Silva

Departamento de Agronomia, Universidade Estadual de Londrina, Cx. Postal 6001, 86051-990, Londrina, Parana, Brasil. *Autor

para correspondéncia. e-mail: faria@uel.br

RESUMO. O trabalho teve como objetivo a propagagdo in vitro de Oncidium baueri
(Orchidaceae) sem uso de dgar como agente solidificante do meio de cultura. As sementes
foram germinadas em meio Murashige e Skoog (MS, 1962) modificado com a metade da
concentragdo de macronutrientes. As plantulas, ao atingirem em média 1 cm de altura, foram
subcultivadas para frascos de pldstico de 600 mL, contendo 200 mL do mesmo meio
nutritivo utilizado para a germinagdo. Os tratamentos avaliados foram: 7 g de agar por litro +
meio 1/2 MS liquido; espuma de poliuretano picada + meio 1/2 MS liquido; esfagno + meio
1/2 MS liquido; areia grossa + meio 1/2 MS liquido. Oito meses apds o inicio do
experimento, as varidveis analisadas foram: altura da parte aérea, comprimento da maior
raiz, nimero de brota¢Ges, nimero de raizes e matéria fresca total. As andlises estatisticas
demonstram que os tratamentos contendo esfagno ou areia ndo sdo indicados para
substituirem o dgar, porém o tratamento com espuma de poliuretano picada proporcionou um
6timo enraizamento e 6timo desenvolvimento vegetativo das plantulas, sendo, portanto, uma
alternativa eficiente e de menor custo para a substituicdo do dgar na propagacdo in vitro de
Oncidium baueri.
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ABSTRACT. In vitro orchid propagation of Oncidium baueri (Orchidaceae) without the
use of agar. This research aims at studying the in vitro propagation of Oncidium baueri
(Orchidaceae) without the use of agar as a solidifying agent of culture medium. The seeds
were germinated in Murashige and Skoog medium (MS, 1962) modified with half of the
macronutrients concentrations. When the seedlings reach an average height of 1 cm, they
were sub-cultivated in 600 mL plastic flasks containing 200 mL of the same nutritive
medium used for germination. The evaluated treatments were: 7 g of agar per liter + 1/2 MS
medium liquid; chopped (polyurethane) foam + 1/2 MS medium liquid; sphagnum + 1/2 MS
medium liquid; thick sand + 1/2MS medium liquid. The evaluated variables after 8 months
of study were: aerial part height, tallest root length, sprout number, root number and total
fresh mass. The statistics analysis demonstrates that the sphagnum or thick sand treatments
are not indicated to substitute the agar. However, the treatment with chopped polyurethane
foam showed an optimum rooting and vegetative development of seedlings, being, therefore,
an efficient and less costly alternative to replace the agar in the in vitro propagation of
Oncidium baueri.
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Introducéo

As orquideas sdo plantas muito cobigadas, devido
a beleza de suas flores. Existem aproximadamente
35.000 espécies no planeta (Blossfeld, 1999),
distribuidas em 6 tribos, 80 subtribos e cerca de 750
géneros (Heywood, 1993). Algumas espécies de

orquideas encontram-se, atualmente, ameagadas de
extingao, ou por praticas extrativistas,
desempenhadas por colecionadores e comerciantes,
ou pela devastacdo das matas, seu ambiente natural
(Colombo et al., 2004).

O género Oncidium é formado por 315 espécies,
distribuidas em 19 secdes; o Brasil abriga 94 espécies
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nativas, em 15 diferentes secdes, isto é,
aproximadamente 30% do niimero total de espécies
(Ferrarezi, 2002). A espécie brasileira Oncidium
baueri possui um alto potencial ornamental em
projetos paisagisticos e também como flor de corte.
Sua inflorescéncia apresenta flores amarelas com
hastes que chegam a quatro metros de comprimento.

As orquideas apresentam desenvolvimento
vegetativo lento, visto que a propagacdo por divisdo
de touceira leva, no minimo, dois anos, o que torna
lenta e onerosa a multiplicacio em grandes
quantidades para a comercializagdo de mudas. A
propagacdo de orquideas por sementes também ¢é
demorada e, das milhdes de sementes produzidas em
uma cédpsula, somente 5% germinam. O cultivo em
meio nutritivo, utilizando a técnica de cultura de
tecidos, permite acelerar esse processo e elevar a taxa
de germinagdo, tornando o processo de multiplica¢do
de orquideas viavel (Stancato e Faria, 1996).

O método mais utilizado para a producido de
orquideas em larga escala pelos produtores é a
propagacdo in vitro, que tem sido utilizada no Brasil
hd pouco mais de 25 anos, para aumentar,
principalmente, a producdo de mudas de alta
qualidade genética e, conseqiientemente, reduzir seu
custo. Além disso, a propagacdo in vitro tem
contribuido para salvar muitas espécies de orquideas
da exting¢do (Stancato et al., 2001).

O 4gar tem sido muito utilizado na propagacio in
vitro, pela sua grande efici€éncia como agente
gelificante, promovendo condi¢des ideais de suporte
para as plantulas (Waes, 1987; Stancato e Faria, 1996;
Faria et al., 2002). De acordo com Grattapaglia e
Machado (1998), ha uma tendéncia mundial para se
buscarem sistemas utilizando meio liquido, em
virtude da redu¢d@o do custo pela eliminacdo do dgar e
da maior agilidade na preparacao do meio de cultura.

De acordo com Adelberg et al. (1997), o agar é
rotineiramente utilizado como agente solidificante
em meios nutritivos, embora meios liquidos tenham
apresentado vantagens, como crescimento mais
vigoroso, quando usados com aeracdo ou técnicas de
suporte na propagacdo in vitro de hibridos de
Cattleya. De acordo com Grattapaglia e Machado
(1998), substratos inertes, como a vermiculita, a
perlita ou espumas de poliuretano, embebidas em
meio liquido, podem ser alternativas de menor custo
que o 4gar.

Afreen-Zobayede et al. (2000) desenvolveram
trabalho com vermiculita e polpa de papel como
materiais de suporte para propagagdo in vitro de
batata doce, com o intuito de reduc¢do do custo, e
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obtiveram resultados de matéria fresca total de raizes
e parte aérea 2,7 vezes maior do que no tratamento
com dgar. Mohan et al. (2004) utilizaram bagacgo de
cana como suporte alternativo de baixo custo ao dgar
para a propagacgdo in vitro de macga, obtendo 6timos
resultados. Esses autores concluiram que € possivel
substituir  agentes  gelificantes por  suportes
alternativos.

O esfagno ¢ muito usado na fase de aclimatizagdo
das orquideas (Chen e Chang, 2000 e 2004). Kren
et al. (2002) obtiveram bons resultados com a areia
como substrato quando desenvolveram trabalho de
enraizamento de variedades de Clematis testando
diferentes substratos. Zimmerman e Broome (1979)
utilizaram a mistura vermiculita, perlita e areia para o
enraizamento de diversas variedades de macieira,
com resultados superiores ao meio de cultura
contendo agar.

O objetivo deste trabalho foi a propagagao in vitro
de Oncidium baueri (Orchidaceae) utilizando-se
substratos  alternativos ao meio de cultura
solidificado com agar.

Material e métodos

As plantulas de Oncidium baueri Lindl. foram
obtidas por semeadura in vitro, a partir de cédpsulas
fechadas obtidas por polinizagdo artificial, seguindo-
se 0 método descrito por Faria (1998).

As mudas, seis meses apds a semeadura no meio
MS (Murashige e Skoog, 1962), modificado com a
metade da concentracdo dos macronutrientes (1/2
MS), apresentaram a altura média da parte aérea de
1,0 £ 0,3 cm. Estas plantulas foram subcultivadas no
meio 1/2 MS liquido e com diferentes substratos: 7 g
de 4gar por litro + meio 1/2 MS liquido; espuma de
poliuretano picada (flocos de 1 cm® de volume em
média) + meio 1/2 MS liquido; esfagno (fibroso) +
meio 1/2 MS liquido; areia grossa (granulometria
alta) + meio 1/2 MS liquido.

Utilizaram-se frascos de plastico de 600 mL de
volume, com 8 cm de altura, contendo 200 mL do
meio 1/2 MS liquido. Os diferentes substratos foram,
entdo, inseridos até que se atingisse 1/3 da altura
desses  frascos, que, posteriormente, foram
autoclavados a 120°C, a 1 atm, por 20min. O pH dos
meios nutritivos foi ajustado para 6, utilizando
hidréxido de potdssio, antes da autoclavagem. As
plantulas foram subcultivadas no interior da camara
de fluxo laminar, os frascos foram vedados com filme
PVC e mantidos na sala de crescimento a temperatura
de 26°C e 16h de fotoperiodo.
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Propagacao in vitro de Oncidium baueri

As avaliagdes da altura da parte aérea, matéria
fresca total, nimero de raizes, nimero de brotagdes e
comprimento da maior raiz foram feitas oito meses
apés o inicio do experimento. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
composto por cinco repeticdes e 20 plantulas por
frasco. Os dados obtidos foram submetidos a andlise
de varidncia e a comparacdo das médias com teste
estatistico de Tukey, com intervalo de confianca de
5%.

Resultados e discussao

A Tabela 1 mostra dados de desenvolvimento das
plantulas de Oncidium baueri nos diferentes
substratos.

Tabela 1. Médias referentes a altura da parte aérea, comprimento da
maior raiz, nimero de brotagdes, nimero de raizes e matéria fresca
total, de plantulas de Oncidium baueri, oito meses apés inicio do

experimento.
Tratamentos Alturada  Comprimento Numerode Numero  Matéria
parte aérea  damaiorraiz  brotagdes deraizes  fresca total
(cm) (cm) ®

dgar 3,24b' 147b 1,06a 490a 0,16b
espuma picada 451 a 213a 098a 535a 035a
esfagno 1,57¢ 0,79d 0,53b 2,53b 0,03¢
areia grossa 133¢ 1,19¢ 0,38 b 253b 004c
(CV%) 16,21 16,32 28,62 20,18 2925

! Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de significancia.

A andlise de dados relativa a altura da parte aérea
expressou diferenca significativa por acdo dos
substratos, destacando-se o tratamento contendo
espuma de poliuretano picada, que atingiu a maior
média, 4,51 cm, seguido pelo tratamento com dagar,
que apresentou média de 3,24 cm. As mudas
mantidas no meio de cultura com esfagno, e com
areia grossa, apresentaram crescimento da parte aérea
inferior ao apresentado pelas mudas mantidas com
agar ou espuma de poliuretano picada (Tabela 1).

As plantulas no meio com espuma de poliuretano
picada também apresentaram as rafzes maiores
(Tabela 1), seguidas pelos tratamentos com 4gar,
areia grossa e esfagno. O nimero de brotagdes e o
nimero de raizes das plantulas mantidas no meio
contendo 4gar e espuma picada ndo apresentaram
diferencas significativas, obtendo valores mais altos
do que esfagno e areia grossa. Para a varidvel matéria
fresca total, as plantulas que cresceram no meio com
espuma picada obtiveram maiores resultados (Tabela
1), possivelmente devido ao maior desenvolvimento
da parte aérea e das raizes.

As plantulas que cresceram nos meios contendo
esfagno e areia grossa apresentaram valores de
médias inferiores as plantulas que cresceram no meio

3

com &gar, mostrando-se menos propicios para a sua
substituicdo na propagacdo in vitro de O. baueri
(Tabela 1).

Provavelmente, o substrato espuma de poliuretano
picada apresenta menor resisténcia ao
desenvolvimento radicular, quando comparado aos
substratos esfagno e areia grossa, propiciando,
portanto, um maior crescimento de raizes e
conseqiientemente um maior desenvolvimento da
parte aérea.

Comparando-se os meios de cultura solidificados
com dgar e o contendo espuma picada + meio
liquido, pode-se dizer que este ultimo apresentou
maior crescimento das plantulas, provavelmente,
porque, de acordo com Caldas et al. (1998), meios
sOlidos apresentam estabelecimento de gradientes de
nutrientes, o que ndo ocorre em meios liquidos, que
sdo homogéneos, propiciando maior desenvolvimento
do sistema radicular e da parte aérea.

Gerbhardt (1985) e Joyce e Cassels (2002)
utilizaram espuma de poliuretano como suporte
alternativo ao dgar na propagacgao in vitro de amora e
de Dbatata, respectivamente, obtendo O6timos
resultados.

A espuma de poliuretano picada também oferece
vantagem em relacdo ao uso do dgar do ponto de
vista econdmico, ji4 que apresenta menor custo e
conseqiientemente diminui o custo da produgdo de
mudas in vitro.

Conclusao

O substrato espuma de poliuretano picada pode
ser usado como alternativo ao dgar na propagacio in
vitro de Oncidium baueri.
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