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CULTIVO IN VITRO DE Cattleya loddigesii (ORCHIDACEAE)
SOBRE SUPORTES ALTERNATIVOS AO AGAR
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RESUMO

A semeadura, das espécies de orquideas, é geralmente realizada sobre meios de cultura gelificados com &gar. Entretanto,
qguando de boa qualidade, o agar representa um dos componentes com maior custo para a produgédo in vitro de orquideas,
tendo este estudo o objetivo de analisar o desenvolvimento das plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas em meio liquido,
tendo como suporte a espuma de poliuretano ou o papel filtro. Na realizag&o dos ensaios foram inoculadas 20 plantulas desta
espécie sobre o meio de cultura "C" de Knudson gelificado com 3,5 g/L de agar (Himédia®) (tratamento controle), ou sobre
suportes de papel de filtro ou flocos de espuma de poliuretano, sem adicéo de agar. Ap6s 120 dias de cultura sob iluminagdo
natural e de 25+3°C, as analises das plantulas revelaram que a massa fresca, a altura da parte aérea, o nimero de folhas e de
raizes e o comprimento dessas ndo diferiram significativamente entre os trés tratamentos aplicados, assim como o pH do
meio de cultura, embora tenha se mantido mais estavel nos meios liquidos do que gelificado. Portanto, ambos os suportes
alternativos podem ser utilizados para o cultivo in vitro de C. loddgesii, especialmente devido ao menor valor monetario por
litro de meio de cultura produzido.
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IN VITRO GROWTH OF Cattleya loddigesii, (ORCHIDACEAE) ON POLYRETANE FOAM

ABSTRACT

The seeding of orchid’s species is generally carried out on culture media gelled with agar. The agar is one of the components
with higher cost for in vitro production of orchids. This study aimed to analyze the development of Cattleya loddigesii in liquid
medium supported by polyurethane foam or paper filter. To conduct the tests, 20 seeds of this species were inoculated on "C"
Knudson culture medium gelled with 3.5 g/ L of agar (Himédia®) (control) and on paper filter supports or polyurethane foam
flakes, without the addition of agar. After 120 days under natural lighting culture and 25 + 3 ° C of temperature, the analyzes of
seedlings revealed that the fresh weight, height of aerial parts, number of leaves and roots and their length did not differ
significantly among the three treatments applied, and the pH of the culture medium remained more stable in liquid media than
gelled one. Therefore, both alternative supports may be used for in vitro culture of C. loddgesii, especially due to lower
monetary value per liter of culture media produced.

Keywords: chopped (polyurethane) foam; orchid; filter paper.

INTRODU(}AO ‘ elegante, de até 40 cm de altura, e nas belas

flores lilases com cerca de 10 cm de diametro .

O género Cattleya € tipicamente
brasileiro, com origem na Bacia Amaz0nica
(1), destaca-se pela beleza e grande porte de
suas flores. A maioria das espécies tem alto
potencial ornamental e importancia econémica
(2). C. loddigesii Lindl.,, a primeira orquidea
introduzida nas casas de vegetacdo européias
(3) tem seu valor ornamental devido ao porte

Tanto o extrativismo das espécies de
orquideas nativas com valor ornamental,
guanto a destruicdo continua das florestas
tropicais tém levado muitas destas espécies de
orquideas a sérios riscos de extingdo. Para
abrandar estas pressfes, a propagac¢ao in vitro
das espécies de orquideas mostra-se como
uma ferramenta muito importante para a
producdo de mudas em larga escala. Neste
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contexto, C. loddigesii destaca-se como uma
das espécies de orquideas mais estudadas
quanto a influéncia dos fatores iluminacéo e
nutricao sobre a germinacao e
desenvolvimento inicial das plantulas (4-9).
Entretanto, pouco sdo os estudos relacionados
a influéncia dos fatores fisicos, do meio de
cultura, sobre o desenvolvimento inicial de tais
espécies.

Ja nos estudos pioneiros de Knudson
(10), relacionados com a multiplicagdo de
orquideas, as formulacdes nutritivas eram
gelificadas com agar, para que as sementes e
plantulas nao ficassem submersas na solugéo
nutritiva e em baixa concentracdo de oxigénio,
0 que poderia interferir negativamente em seu
desenvolvimento. Desta forma, o meio de
cultura gelificado tornou-se padrdo para o
cultivo de orquideas in vitro (11).

No entanto, a utilizacdo de agar,
quando de boa qualidade, em muito onera 0s
custos finais da producdo de mudas em larga
escala, em geral com finalidade comercial.
Todavia ha a possibilidade de substituicdo do
agar por substratos alternativos como a
vermiculita, a perlta ou a espuma de
poliuretano embebidos com meio nutritivo, as
quais proporcionariam decréscimo dos custos
de producdo e também a possibilidade de
melhores resultados quanto ao
desenvolvimento das plantulas (12). Ainda foi
observado que o uso do meio de cultura
liquido é mais eficiente para o cultivo in vitro de
C. loddigesii, visto que torna os minerais mais
acessiveis para as plantulas (7).

Dentre os suportes acima, a espuma
de poliuretano tem sido utilizada em grande
escala por laboratérios comerciais de cultivo
de plantas (13) além de apresentar menor
resisténcia ao desenvolvimento das raizes,
proporcionando a captacdo de nutrientes
necessarios e, consequentemente, melhor
desenvolvimento das plantulas de Oncidium
baueri Lindl. (14).

Por sua vez, o uso de papel de filtro
para a confeccdo de balsas ou suportes para
explantes, de espécies diversas, € de uso
comum nos laboratérios de cultura de tecidos
vegetais, como, por exemplo, quanto a
germinacao in vitro de sementes de Pinus
taeda L. (15), tanto pela facilidade e rapidez na
execucdo das metodologias quanto por
permitir o contato dos tecidos, em

desenvolvimento, com os constituintes do meio
de cultura liquido.

Tendo em vista a necessidade de se
propor técnicas eficientes e de baixo custo
para a propagacado de mudas de orquideas em
larga escala, este estudo objetivou analisar o
desenvolvimento das plantulas de C. loddigesii
cultivadas em meio liquido, tendo como
suporte a espuma de poliuretano ou o papel
filtro.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laborat6rio
de Cultivo de Orquideas e Bromélias do Museu
Dindmico Interdisciplinar da Universidade
Estadual de Maringa (Bloco O-33).

Sementes de C. loddigesii foram inoculadas
em meio de cultura "C" de Knudson (1946),
suplementado com 100 mL/L de agua de coco
(fruto verde) (16) e gelificado com 3,5 g de
agar (Himedia®). ApOs seis meses, as
plantulas com uma a duas folhas foram
repicadas para a mesma formulacdo nutritiva
anterior gelificado (tratamento controle), ou
mantido liquido na presenca de dois tipos de
suportes para as plantulas: flocos de espuma
de poliuretano ou dobraduras de papel filtro. O
pH do meio de cultura foi ajustado com KOH
IN para 5,3 antes da autoclavagem por 20
minutos a 1 atm. O experimento foi do tipo
inteiramente casualizado, composto por quatro
frascos-réplicas com 50 mL de meio de cultura
e 20 plantulas, para cada tratamento.

Ap6s 120 dias de cultivo sob iluminacdo
natural (sem isolacédo direta) e temperatura de
25+3°C, as plantulas foram retiradas dos
frascos-réplicas e analisadas quanto a massa
fresca individual, altura da parte aérea (altura
da maior folha distendida), nimero de folhas,
namero de raizes e comprimento dessas. Em
adicédo, o pH do meio de cultura foi medido ao
final dos ensaios.

Os dados obtidos foram analisados pelo
programa Assistat (versdo 7.5 beta) e as
médias comparadas pelo teste estatistico de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
erro.

RESULTADOS
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A andlise das plantulas de C. loddigesii
ndo revelou diferencas estatisticas entre
ambos os tipos de suportes utilizados no meio
de cultura, entre si ou quando comparados
com o tratamento controle (meio de cultura
gelificado) (Tabela 1). O uso da espuma de
poliuretano como suporte para plantulas de
orquideas ja havia sido proposto por Reuter
(17), pois este possui espacos que permitem
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melhor absorcdo de nutrientes e &gua
presentes no meio de cultura. Resultados
semelhantes entre o uso de papel filtro e agar
também foram obtidos para a germinacao in
vitro das sementes de Pinus taeda (Pinaceae)
(15).

Tabela 1. Andlise das plantulas de Cattleya loddigesii sobre diferentes suportes, ap6s 120 dias de cultivo in vitro

Parametros Espuma de

analisados/suporte Agar poliuretano Papel de filtro CV (%)
Massa fresca (g) 0,17 a 0,17 a 0,15a 34,24
Altura da parte aérea (cm) 1,16 a 1,33 a 1,17 a 20,99
Numero de folhas 4,38 a 4,15a 4,67 a 12,23
Numero de raizes 3,50 a 3,47 a 3,05a 18,36
Comprimento das raizes (cm) 1,89 a 1,93 a 1,85a 12,10
pH final do meio de cultura 3,00 a 3,23a 331la 8,69

CV: coeficiente de variagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Os suportes de papel filtro e espuma
apresentam a vantagem de ndo se
deteriorarem durante o cultivo in vitro, fatores
que prejudicam e até inviabilizam a
continuidade dos experimentos (Figura 2),
sendo este um aspecto positivo quando
comparado a algumas fontes alternativas,
como, por exemplo, o amido de milho devido a
liberacdo de a-amilase pelas raizes de
algumas espécies (18).

O numero de raizes também nao foi
significativo para diferenciar os tratamentos,

Figura 2. Plantulas de Cattleya loddgesii cultivadas sobre diferentes suportes (120 dias apds inoculacédo). A: tratamnto
controle, gelificado com agar; B: sobre suporte de espuma de poliuretano; C: sobre suporte de papel de filtro.

entretanto estas se desenvolveram de maneira
satisfatoria, alcancando médias superiores a 3
raizes por plantula, sendo que o numero de
novas raizes formadas esta diretamente
relacionado a area de contato com o meio de
cultura, refletindo em maior absorcdo dos
nutrientes (8). Para explantes de outras
espécies, como o café (19), foi verificado
melhor desenvolvimento na auséncia ou com
baixa concentracdo de agar, devido a maior
facilidade de absorcdo de nutrientes e/ou
reguladores de crescimento pelos tecidos
vegetais.
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O crescimento de plantulas depende
das caracteristicas do substrato, sendo que
este deve ter capacidade de retencdo de
nutrientes, economia  hidrica, aeracdo,
permeabilidade e também a capacidade
tamponante para valor de pH (20). Na analise
do pH dos frascos-réplica com plantulas de C.
loddgesii (Tabela 1), apds 120 dias de cultivo,
observou-se que o meio de cultura liquido com
suportes alternativos apresentou maior poder
tamponante, quando comparado ao meio
gelificado com agar, embora sem diferencas
estatisticas significantes. O pH é considerado
um parametro de grande importancia para a
conducgdo das culturas de tecidos vegetais in
vitro e pode provocar efeitos diretos ou
indiretos no desenvolvimento nos explantes
(21). Para as culturas de orquideas, o pH deve
ser mantido entre 5,0 e 5,5, afim de que os
processos fisiolégicos e a captacdo de
nutrientes pelas plantulas possam ocorrer
normalmente.

Os resultados obtidos apresentaram
pH abaixo dos valores de referéncia, processo
que pode ocorrer devido a mudancas no meio
de cultura durante o cultivo in vitro, entretanto,
deve-se destacar que a diferenca entre o pH
entre os tratamentos nao foi significativa, desta
maneira, o suporte de espuma de poliuretano
e 0 suporte de papel de filtro apresentam
caracteristicas equivalentes ao tratamento
controle, com agar.

Em geral ndo séo discutidos os valores
monetarios de cada componente do meio de
cultura, os quais podem ser elevados quando
sdo produzidas plantulas in vitro em larga
escala. Neste ensaio, para cada litro de meio
de cultura gelificado com &gar obteve-se o
custo final de R$ 1,05, considerado alto,
quando comparado aos outros suportes: R$
0,33 para o papel de filtro e R$ 0,48 para a
espuma de poliuretano. Outro fator que deve
ser considerado é o tempo de preparo de cada
frasco-réplica. Para as culturas gelificadas ha
a necessidade de aquecimento do meio até a
completa dissolucdo do agar, enquanto que
para as culturas com suporte de papel de filtro
ha necessidade de tempo e habilidade para a
realizacdo das dobraduras do mesmo, a fim de
que os suportes ndo alterem seu formato com
0 tempo e massa fresca das plantulas em
crescimento. Por sua vez, a espuma de
poliuretano pode ser facilmente adquirida no
mercado na forma de pequenos pedacos
(flocos), os quais devem ser embebidos no
meio de cultura liquido com auxilio de bastées

de vidro mais grossos. Na busca por um
substituto ao agar pesquisadores concluiram
que o amido de milho, apesar do baixo custo,
apresenta maior dificuldade de elaboracéao,
formando grumos que implicam em maior
tempo de preparo dos frascos de cultura (18).

CONSIDERAGOES FINAIS |

Tendo por base as analises das
plantulas de C. loddigesii, pode-se concluir que
ambos os tipos de suportes, papel de filtro ou
espuma de poliuretano, podem ser utilizados
na elaboracdo de culturas assimbiodticas,
permitindo um desenvolvimento equivalente ao
verificado no tratamento controle, gelificado
com &gar. Entretanto, o baixo custo dos
suportes alternativos, os tornam alternativas
interessantes para o cultivo de orquideas em
larga escala.
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