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INTRODUCAO

No Brasil a flora de orquideas é ampla e com muitas espécies endémicas com valor
ornamental. Dentre estas destaca-se Bifrenaria tyrianthina, de habito rupicola, grande porte, com
flores atrativas de coloragdo résea, o que também a torna alvo do extrativismo por parte de
colecionadores e comerciantes. Este género possui cerca de 35 espécies, com 25 delas ocorrendo
no Brasil, principalmente na regido sudeste.

Na familia Orchidaceae, o estagio compreendido entre a germinacdo e o florescimento é
considerado lento (Stoutamire, 1964), podendo alcancar varios anos. Também ¢é baixa a taxa de
multiplicacdo por meio dos métodos convencionais, como divisdo de rizomas e brotacdes (a partir de
gemas laterais dormentes) ou ‘keikis’, o que ndo atende a demanda comercial (Araudjo, 2004), e
favorece o extrativismo.

Com a técnica do cultivo in vitro é possivel obter grande quantidade de plantulas em um curto
espaco de tempo, independente da sazonalidade, com alta qualidade genética e fitossanitaria,
mesmo com espaco fisico reduzido, possibilitando a redugéo de custos, e ainda é relevante do ponto
de vista comercial (Araujo, 2004).

O substrato mais utilizado no cultivo in vitro € 0 agar pela sua grande eficiéncia como agente
gelificante, promovendo condi¢Bes ideais de suporte para as plantulas (Waes, 1987; Stancato e
Faria, 1996; Faria et al., 2002; Faria et al, 2006). De acordo com Grattapaglia e Machado (1998) ha
uma tendéncia mundial para a adequacdo das metodologias in vitro utilizando-se meio liquido, em
virtude da reducao do custo pela eliminacéo do agar e da maior agilidade na preparacdo do meio de
cultura. Os autores acima afirmam que substratos inertes, como a vermiculita, a perlita ou espumas
de poliuretano, embebidas em meio nutritivo liquido, podem ser alternativas de menor custo que o
agar; enquanto que Mohan et al. (2004) utilizaram bagaco de cana como suporte alternativo, de
baixo custo, para a propagacéo in vitro de maca, obtendo 6timos resultados.

Com a importancia do cultivo in vitro como ferramenta para o combate a biopirataria e o
possivel barateamento de custo da producdo de orquideas, o presente trabalho teve por objetivo
encontrar substratos alternativos ao agar para o cultivo in vitro de B. tyrianthina.

MATERIAIS E METODOS

Para a elaboragdo dos experimentos foram utilizadas plantulas de B. tyrianthina com 1 ou 2
folhas, obtidas de sementes advindas do municipio de Umuarama (PR) e mantidas
assimbioticamente em meio de cultura “C” de Knudson (meio basico) (Knudson, 1946). Apés 6
meses de cultivo, aproximadamente 50 destas plantulas (fase de 1 ou 2 folhas) foram transferidas
para novas réplicas contendo 100 mL do meio basico + 6g/L de agar (controle); 100 mL do meio
basico + 6g de bagaco de cana-de-acucar ou 100 ml do meio basico + 8g de palha de arroz seca
(ambos previamente autoclavados por uma hora a 1 atm). O pH do meio nutritivo foi ajustado para
5,3 antes da autoclavagem por 20 minutos a 1 atm.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por trés
tratamentos (substratos), com 5 repeticbes cada, as quais permaneceram por 12 meses sob
iluminac@o fluorescente continua e 25+3°C, no Laboratério de Cultivo de Orquideas do Museu
Dinamico Interdisciplinar da Universidade Estadual de Maringa.
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A andlise das culturas incluiu: nimero de raizes, folhas, pseudobulbos e brotacdes laterais
por plantula. Quanto ao comprimento das raizes foram estabelecidas classes com intervalos de 2
cm, e para a parte aérea, de 3cm.

Para a comparacdo dos dados obtidos foi utilizada a analise de varidncia juntamente com
comparacgfes das médias através do teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se o
programa de computador Assistat versdo 7.4 beta (Silva e Azevedo, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das culturas de B. tyrianthina demonstrou que o namero de raizes nas plantulas
mantidas na presenca do agar foi superior ao observado nos substratos alternativos (Tabela 1),
permanecendo as culturas com bagaco de cana e a palha de arroz sem diferenca significativa entre
si, com aproximadamente a metade do valor (3,55 e 3,08, respectivamente) das culturas controle.

Tabela 1. Numeros médios de raizes, folhas, brotos e pseudobulbos por
plantulas de Bifrenaria tyrianthina.

(o]
N° de N° de N° de N° de
Tratamentos . pseudo-
raizes folhas brotos
bulbos
Agar 6,35 a’ 11,09a 1,62a 1,13 a

Bagaco decana 3,55b 9,02ab 2,32a 122 a
Palha de arroz 3,08Db 7,36 b 0,65b 1,05a

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

Em relagdo ao comprimento das raizes (Tabela 2) a classe 2 (entre 0,1 e 2,0 cm) apresentou
resultados distintos entre 0s substratos, com destaque para as culturas controle (média de 5,87
destas raizes por plantula), o que difere dos resultados de Mohan (2005) ao observarem que 0
bagaco de cana foi o melhor substrato para o cultivo de plantulas de macga in vitro, visto que tal
substrato propicia uma melhor oxigenacao das raizes, devido a sua estrutura porosa, o que induz um
aumento no numero de raizes. Em adicao, Leite (1995) faz refere-se as raizes de péra crescidas em
agar como pouco eficientes na absor¢cdo de agua e nutrientes por serem pouco ramificadas,
guebradicas e isentas de pélos de absor¢do. Quanto as orquideas, Faria et al. (2006) obtiveram
maiores médias de raizes nas plantulas de Oncidium baueri cultivadas em espuma de poliuretano
picada, embora estatisticamente semelhante as culturas com agar.

Quanto ao nimero de folhas por plantula (Tabela 1), novamente aquelas mantidas em agar
apresentaram mais folhas, diferenciando-se estatisticamente daquelas cultivadas em palha de arroz,
que proporcionou 0 menor valor médio (7,36). Quanto ao comprimento da parte aérea (Tabela 3), a
classe 2 (3,1-6,0 cm) foi a Unica que apresentou diferenca estatistica entre o tratamento bagaco de
cana (0,38 cm) e o palha de arroz.

O tratamento bagaco de cana e agar apresentaram o0s maiores valores médios de brotos
laterais por plantula (Tabela 1), diferenciando-se do tratamento palha de arroz. Quanto a presenca
destes brotos cerca de 70% das plantulas mantidas em agar os apresentaram, diferindo
estatisticamente apenas do tratamento palha de arroz (37,67%) (Tabela 4). Entre os substratos
analisados ndo foram observadas diferencas estatisticas quanto ao niumero de pseudobulbos por
plantula (Tabela 1), sendo a média geral igual a 1,13. Entretanto, quando calculada a porcentagem
de pseudobulbos presentes nas plantulas de cada cultura, obteve-se diferenca significativa a favor
do tratamento agar, em que 70,7% das plantulas os apresentaram, em detrimento aos outros
substratos, com valores em torno de 25%, e néo diferindo estatisticamente entre si (Tabela 4).
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Tabela 2. Comprimento das raizes das plantulas de Bifrenaria tyrianthina, nimeros médios

por plantula.
Médias do comprimento de raiz (cm)
Classes
Tratamentos Classe 1 Classe2 Classe3 Classe4 Classe5
0,1- 2,0 2,1-4,0 4,1-6,0 6,1- 8,0 >8,1
agar 5,87 at 1,10 a 0,27 a 0,04 a 0,00 a
Bagaco de 2,18 b 0,76a 043a 0116a 008a
cana

Palha de arroz 1,21c 0,86 a 0,35a 0,16 a 0,24 a

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

Tabela 3. Comprimento da parte aérea das plantulas de Bifrenaria
tyrianthina, nimeros médios por plantula.

Médias do comprimento de parte aérea (cm)
Classes
Tratamentos  Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
0,1-30 3,1-6,0 6,1-9,0 >91

agar 0,18a' 051ab 0,31a 0,00a

Bagagode 4,6, 038b 020a 00la
cana
Palhadearroz 0,20a 055a 0,19a 0,02a

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

Tabela 4. Porcentagens de brotos e pseudobulbos, por
plantulas de Bifrenaria tyrianthina, dados médios.

Porcentagem Porcentagem
Tratamentos de
de brotos
pseudobulbos
Agar 71,98 a' 70,73 a
Bagaco de 65,66 ab 27,99 b
cana
Palha de 37.67b 2521 b
arroz

1 1 . n ~ .
Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre
si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

A andlise do pH alcancado pelo meio de cultura na presenca dos trés substratos, apos 12
meses de cultivo, revelou que as culturas com agar ou bagaco de cana nao apresentaram diferenca
estatistica entre si, com médias de 3,07 e 3,84 respectivamente; enquanto que nas réplicas com
palha de arroz este valor foi significativamente mais elevado, 5,32, e incomum para culturas in vitro
com plantulas em estadio avancado de desenvolvimento.

CONCLUSAO

De acordo com os dados acima, 0 4gar mostra-se como 0 substrato mais indicado
para o cultivo assimbiético de B. tyrianthina, quando comparado ao bagaco de cana e palha de arroz.
Este ultimo foi considerado a alternativa menos indicada para o cultivo in vitro desta espécie,
possivelmente devido a propriedade de manter o pH da solugéo nutritiva relativamente elevado, para
esta fase de desenvolvimento das plantulas.
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