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Escola: Colégio Estadual Jardim Porto Alegre Ensino Fundamental, Médio e Técnico

Resumo

Na natureza, a semente de orquidea germina e se desenvolve mediante uma relacdo simbidtica com
fungos micorrizicos, na cultura assimbidtica, a semente é colocada em um meio de cultura estéril, com
todos os nutrientes necessarios para a germinacdo e o desenvolvimento das sementes. Um dos
componentes essenciais para a producio do meio é o Agar, que confere uma consisténcia gelatinosa e
semi-solida ao meio. Sabe-se que o agar é um dos ingredientes mais caros do meio, sendo de dificil
substituicio. Desta forma o presente estudo consistiu em se buscar um substituinte para o Agar,
testando materiais de menor custo e ndo convencionais ao método de propagacao in vitro de orquideas.
Utilizou-se como substituintes: tijolo em p6, pedra brita, serragem de Pinus, maravalha de Pinus,
serragem de grevilea, casca de cocd seco, fibra de coco verde. Foram pesados a banana nanica, agucar,
carvao ativado, bokashi em uma balanga de precisdo, posteriormente todos os ingredientes com
excecdo do agar foram misturados em um liquidificador com &gua destilada. Antes do meio ser
distribuidos nos frascos colocou-se dentro destas diferentes massas de tijolo em pé, pedra brita,
serragem de Pinus, maravalha de Pinus, serragem de grevilea, casca de cocb seco, fibra de cocd verde.
Adicionou-se o Agar apenas no meio Controle. Regulou-se 0 pH em 5.6 utilizando um pHmetro de
bolso, bicarbonato de sédio e acido acético. Aproximadamente 50mL de meio foram envazados nos
frascos e autoclavados a 1.4 a.t.m durante 20 minutos. Para a inser¢do das sementes foi utilizada uma
cuba de vidro com duas aberturas circulares, contendo uma lampada em seu interior. Os frascos foram
flambados antes e depois da inser¢do de sementes e vedados com plastico filme e posteriormente
foram levados para sala de cultivo no orquidario do colégio, onde semanalmente foram realizadas
avaliacdes. O presente estudo ainda se encontra em andamento, porém alguns tratamentos ja
apresentaram germinacdo, serragem de Pinus, maravalha de Pinus, que em todas as 5 repeticOes
apresentaram formacdao de plantulas.

Palavras-chave: Materiais alternativos, Orquidea, germinagao.

INTRODUCAO

A familia Orchidaceae apresenta-se com aproximadamente 35.000 espécies e varios hibridos,
sendo considerada a mais evoluida e a maior familia do reino vegetal (SUTTLEWORTH etal.,
1994). A Familia Orchidaceae abrange 70 do numero total de epifitos vasculares tipicos de
florestas tropicais e subtropicais Umidas. No entanto, a abundéncia e a diversidade s&o
fortemente influenciadas pela mudanga de condi¢cbes ecoldgicas ao longo de gradientes

altitudinais, latitudinais e continentais, sendo a distribuicdo de chuvas ao longo do ano,
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combinadas com as variacOes de temperaturas, zilches fenbmenos mais importantes para o
sucesso destes epifitos (GENTRY GENTRY & DODSON 1987).

Porém, ainda é um método oneroso pelos custos dos reagentes utilizados na
preparacdo dos meios de cultura. O ambiente de crescimento € outro entrave na
micropropagacao de plantas devido ao alto custo para controlar e manter, no , a temperatura e
a intensidade luminosa adequadas ao desenvolvimento vegetal. Nesse sentido, a utilizacdo de
luz natural pode ser uma possibilidade para reduzir gastos. As plantas dependem da luz para
realizarem processos vitais, sendo um dos fatores de maior efeito no processo morfogénico
que ocorre in vitro. A intensidade, qualidade e duracdo da luz afetam particularmente o
processo fotossintético e aqueles mediados pelo fitocromo (GEORGE GEORGE, 1993;
HANDRO& FLOH, 1990; KOZAI etal., 1991; KODYN& ZAPATA-ARIAS)).

A micropropagacdo permite que uma planta de interesses desejaveis possa ser multiplicada
por varios subcultivos, havendo a possibilidade de que um novo cultivo esteja disponivel mais
rapidamente para uso comercial (PASQUAL PASQUAL PASQUAL et al, 2011). A
propagacdo in vitro vem sendo utilizada em inUmeras espécies vegetais, pela alta qualidade
fitossanitaria das plantas produzidas, em curto espaco de tempo, independente da
época do ano e pela possibilidade de preservacdo da identidade genética dos individuos
(GUERRA GUERRA GUERRAetal., 1999; KOZAYetal., 1997).

Além da composicdo dos meios, outro motivo a ser considerado é a sua consisténcia, que
geralmente é semi-solida (MACEDO MACEDO etal., 2003). O agar é o agente geleificante
mais utilizado na solidificacdo dos meios de cultura. GEORGE (1993 1993) atribui isto a
vantagem deste solidificante formar um coloide quando adicionado a &gua, tornando-se
liguido a 100 °C e solidificando-se a 45 °C, mantendo-se estavel nas temperaturas de
incubacdo. Embora com inquestionavel propriedade geleificante, ao agar geralmente estéo
associados inibidores organicos e inorganicos (PIERIK PIERIK, 1987), que podem alterar as
caracteristicas quimicas e fisicas do meio de cultura e, consequentemente, as respostas in vitro
(ROMBERGER& TABOR, 1971).

Em commande disso, estudos utilizando amido de milho ou de mandioca em substitui¢do ao
agar, apresentaram bons resultados para algumas culturas, principalmente na fase de
enraizamento (FORTES FORTES etal., 1994). Entre as vantagens destes polissacarideos,
pode-se citar a facilidade de obtencdo e o0 baixo custo quando comparados ao agar, fatos que
poderiam torna-los importantes aliados na busca da maior eficiéncia econdmica do processo
de propagacédo de plantas em laboratorio (PEREIRA PEREIRA& FORTES, 2003).
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REVISAO DE LITERATURA

A familia Orchidaceae originou-se na Malasia, durante o periodo cretadceo, quando em sua
maioria como familias das angiospermas tornadas-se diferenciadas (GARAY, 1972). Tal
familia estd mais bem representada nas regides tropicais e subtropicais (STOUTAMIRE
1964), podendo crescer como epifitas sobre arvores e arbustos, ser rupiculas, terricolas ou

saprofitas.

Orchidaceae diferencia-se da maioria das familias botanicas por suas sementes ndo possuirem
reservas nutritivas suficientes para promover a germinagdo (RAMOS, 1969). Desta forma, na
natureza, as sementes germinam em simbiose com fungos micorrizicos (ARDITTI 1979),
entretanto a utilizacdo de meios de cultura no cultivo in vitro torna possivel a germinacéo das

sementes e o desenvolvimento de plantulas de orquideas assimbioticamente.

Consideradas em sua maioria plantas do tipo epifitas (que que vivem em arvores), rupicolas
(que que vivem sobre pedras) ou terrestres, as orquideas apresentam raizes aéreas, cujas
funcBes bésicas sdo a fixacdo da planta aos troncos e galhos das arvores e a absorcdo de
nutrientes, oriundos da decomposicdo de detritos acumulados nos troncos, bem como de
umidade, proveniente das precipitacdes pluviométricas, do orvalho noturno e da umidade
relativa do ar. Além dos tipos citados, existem também algumas espécies de orquideas
consideradas subterraneas, como Cryptanthemis e Rhizanthella (DEMATTE, 1996;
KRAMER, 1989; MILLER E WARREN, 1996).

As orquideas apresentam desenvolvimento lento, requerendo assim, maior periodo de cultivo
antes de serem comercializadas. Isso tem contribuido para o elevado valor unitario de suas
plantas no mercado, o que acarreta em grande interesse na diminuigdo do tempo de formacao
de mudas de orquidea, principalmente, para a diminuicdo dos custos de produgdo
(VICHIATO VICHIATO etal. 2007).

A familia Orchidaceae, o género Dendrobium compreende cerca de 1500 espécies e,
atualmente, € considerado o mais produzido e comercializado, tanto no Brasil quanto no
veneer Origindrias da China e do Himalaia, as plantas desse género necessitam de
espatriate ventilado, temperatura entre 15°-250 C, regas regulares na primavera e no verao e
mais espacadas no outono e inverno (LORENZI& SOUZA, 1996). As espécies que compdem
esse género sdo consideradas plantas epifitas e a grande maioria delas floresce

no final do inverno ao inicio da primavera. Dentre as espécies cultivadas desse género,
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destaca-se Dendrobium nobileLindl., pela variedade de cores e etal. (KRAMER KRAMER,
1989; VIDIGAL etal. 1998).

Comercialmente, o cultivo de espécies do género Dendrobium é de grande importancia para o
agronegocio floricola mundial, devido, principalmente, a ampla capacidade de recombinacgéo
genética e de caracteristicas como beleza, forma, tamanho e durabilidade de suas flores, o que
torna a espécie Dendrobium nobile Lindl. e suas cultivares, plantas muito utilizadas na
obtencdo de hibridos de alto valor comercial e que apresentam liderang¢a no comércio mundial
de orquideas envasadas e de corte (MORAES etal. 2002).

A espécie Dendrobium nobile Lindl, conhecida como olho de boneca, € uma orquidea
herbécea, epifita, perene e entouceirada, originaria da China e Himalaia. Séo citadas mais de
15 cultivares com flores de cores e tamanho variaveis, tolerantes ao frio, cuja multiplicacéo é
geralmente feita por divisdo de touceiras ou por keiks (LORENZI& SOUZA, 1999). E uma
das orquideas mais populares do Brasil, ocupando posi¢do de destaque no mercado de plantas
de corte e de vaso. O interesse por essa espécie € devido a sua ampla distribuicdo geogréfica,
crescimento em diferentes ranges e, principalmente, ao seu valor floristico (VICHIATO etal.,
2007).

(Sugestédo) Partindo-se disto, ....O agar tem sido muito utilizado na propagacéo in vitro, pela
sua grande eficiéncia como agente geleificante, promovendo condigdes ideais de suporte para
as plantulas no meio de cultura (FARIA etal., 2006).

De acordo com Adelberg etal. (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 aeragdo ou técnicas de suporte na
propagacao in vitro de hibridos de Cattleya. De acordo com Grattapaglia& 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 agar.

PROBLEMA
As sementes de orquideas ndo possuem endosperma, que é o tecido nutriente responsavel pela

energia inicial para a germinagdo. Na natureza, para germinar as sementes dessas plantas, é
necessaria a simbiose entre certos fungos e orquideas (ARDITTI, 1992). Portanto, a

porcentagem de sementes germinadas no habitat natural é muito baixa.

O cultivo in vitro dessas plantas permite a germinacao de todas as sementes viaveis, obtendo-

se um grande numero de plantas. No entanto, ainda é um meétodo \caro devido ao custo dos
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reagentes usados para preparar o meio de cultura. Em relacdo ao meio de cultura, a
solidificacdo ou semi-solidificacdo depende da concentracdo do &gar utilizado, do valor do
pH, do acimulo de sal e da presenca de substancias que interferem na gelificacdo, como o
carvao ativado (CALDAS CALDAS et al., 1990).

Como todos sabemos, o agar é um dos componentes mais caros do meio, pois é dificil de
substituir devido a grande quantidade. Para reduzir os custos de producdo, foram testadas
alternativas ao agar, como amido de milho ou tapioca e acUcar. Estes tém mostrado resultados
interessantes, principalmente na fase de enraizamento (FORTES FORTES et al., 1994 e
FERRI & NACHTIGALL, 1996)

HIPOTESE

Obter um possivel substituinte para o agar com baixo custo e com a mesma eficiéncia de

desenvolvimento de plantas.

As plantas ndo se desenvolverem de acordo com o esperado inviabilizando o estudo. Ter alta

taxa de contaminacédo no estudo.

O desenvolvimento das plantas ser melhor do que o esperado com auséncia do agar. Serem

liberadas resinas que interfiram no desenvolvimento das orquideas.

OBJETIVOS:

OBJETIVO (S) GERAL (IS):

Avaliar o uso de diferentes substituintes para o agar no desenvolvimento in vitro de orquideas

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

° Avaliar o uso de po de tijolo no desenvolvimento in vitro de orquideas;

° Avaliar o uso de pedra brita no desenvolvimento in vitro de orquideas;

° Avaliar o uso de papel no desenvolvimento in vitro de orquideas;

° Avaliar o uso de tecido no desenvolvimento in vitro de orquideas;

° Avaliar o uso de fibra de cocd verde no desenvolvimento in vitro de orquideas;
° Avaliar o0 uso de casca de cocd seco no desenvolvimento in viro de orquideas;
) Avaliar o uso de serragem de pinus no desenvolvimento in vitro de orquideas;
° Avaliar 0 uso de maravalha de pinus no desenvolvimento in vitro de orquideas;

XXVI Ciéncia Viva - 2021 Uberlandia/MG



™~

T DICA - ®UFU

Divérsdo com Ciéndia @ Arte :_{«l{’-n{h' ‘" i‘fﬂ =

° Avaliar o uso de maravalha de grevilea no desenvolvimento in vitro de orquideas;
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METODOLOGIA

Primeiramente foram lavados os frascos e as tampas metélicas e foram cortados os filtros de
papel foram cortados em formatos circularem para que pudessem ser encaixados nas tampas,
logo apos foram pesados todos os ingredientes como bokashi, carvdo ativado, acucar,

bananas, e 0 gar que foi s6 acrescentado no meio de controle.

Figura 1:Lavagem dos frascos.

Fonte: Gabrielli Monique Campos.

Figura 2: Pesagem dos ingredientes.

Fonte: Raquelly 1zadora Miranda.
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Em seguida foram colocados os componentes em um liquidificador fora o agar e foram

triturados com o acrescentamento de agua destilada, e 0 meio de controle e levado ao fogo em

um Becker e ap6s alcancar fervura foi adicionado o Agar, entdo foi ajustado o pH em 5,6 com

um pH-metro de bolso e utilizando bicarbonato para basico e vinagre para acido. O meio de

cultura foi distribuido nos fracos nas quantidades de 25, 50, 75 e 100mL, antes ja aviam sido

colocados todos os substituintes nos frascos, estes sendo: péd de tijolo, pedra brita, papel,

tecido, fibra de coc6 verde, casca de cocb seco, serragem de pinus, maravalha de pinus,

maravalha de grevilea. Foram levados a autoclave que chega a 1,4 ATM e 125 graus Celsius

apos todos os frascos apds sairem da autoclave ficaram em repouso durante 24 horas.

Tabela 1: Concentragdes de meio de cultivo por substituintes.

SUBSTITUINTES

QUANTIDADE DE MEIO

PO DE TIJOLO 25ML S0ML 75ML 100ML
PEDRA BRITA 25ML S0ML 75ML 100ML

PAPEL 25ML S0ML 75ML 100ML

TECIDO 25ML S0ML 75ML 100ML

FIBRA DE COCO VERDE 25ML S0ML 75ML 100ML
CASCA DE COCO SECO 25ML S0ML 75ML 100ML
SERRAGEM DE PINUS 25ML S0ML 75ML 100ML
MARAVALHA DE PINUS 25ML S0ML 75ML 100ML
MARAVALHA DE GREVILEA | 25ML S50ML 75ML 100ML

Fonte: Raquelly 1zadora Miranda.

Figura 3: Trituragem dos ingredientes.
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Fonte: Raquelly lzadora Miranda.

Figura 4: Distribuicdo dos substituintes.

Fonte: Alisson Rodrigo Klauck.

Figura 5: Colocando agar no meio de controle.

Fonte: Emanoely Loeblein de Sousa

Figura 6: Distribui¢cdo do meio de cultura nos frascos.
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Fonte: Rafaela Furlaneto Liberali.

Figura 7: Autoclavagem.

Fonte: Dioneia Schauren.

As bancadas foram lavadas e higienizadas com alcool e hipoclorito, e a cuba de vidro teve o
mesmo tratamento, e as capsulas foram colocadas no hipoclorito pelo periodo de 10 minutos e
entdo, os frascos foram limpos flambados e levados para dentro da cuba, l& as capsulas foram
lavadas com agua destilada e cortadas com uma lamina e suas sementes foram distribuidas
nos frascos apds os mesmos foram retirados da cuba flambados e foi colocado plastico filme

para que veda-se o frasco e entdo foram levados para sala de cultivo aonde séo feitas as
avaliacbes semanais.

Figura 8: Flambagem dos frascos.
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Fonte: Alissin Rodrigo Klauck.

Figura 9: Insergdo das sementes.

Fonte: Rafaela Furlaneto Liberali.

Figura 10: embalando frascos.
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Fonte: Rafaela Furlaneto Liberali.

As avaliacdes foram feitas semanalmente avaliando os tratamentos e sus 5 repeticGes para ver
se apresentaram germinacdo ou contaminac¢do com fungos ou bactérias, e caso os frascos
tenham apresentado contaminacgéo geral eles sdo descartados. O estudo vai avaliar o tamanho
da raiz, folha, bulbo e da planta por completa e os dados serdo submetidos a anélise estatistica

usando o Sistema SISVAR com teste de média de Scott knott ha 0,05% de significancia

Figura 11: Frasco com germinagao.

Fonte: Raquelly 1zadora miranda.

RESULTADOS E DISCUSSOES
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No projeto pode-se analisar o desenvolvimento dos tratamentos de serragem de pinus e
maravalha de pinus nas quantidades de 75ml de meio, j& nos demais ndo presenta germinacao,
e os frascos de tratamento de controle (contém agar) apresentam germinacdo, mas com

desenvolvimento lerdo

De acordo com Soares et al. (2014), os tratamentos sobre todas as varidveis analisadas e, de
maneira geral, a utilizacdo de 7,0 g L-1 de &gar, acrescido de 7,0 g L™ de amido de milho
propiciou maior crescimento das plantas enquanto que a substitui¢do total do gar pelo amido
de milho ou pela fécula de araruta ndo foi favoravel ao desenvolvimento in vitro da

Dendrobium nobile.

De acordo com Faria et.al (2006), a espuma de poliuretano picada pode ser utilizada como
alternativo ao agar na propagacao in vitro orquidea Oncidium baueri. Para explantes de outras
espécies, como o café, 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 (REZENDE et al, 2008).

Deb & Pongener (2010), para o crescimento da espécie Cymbidium aloifolium, os quais
observaram que a natureza da matriz fisica proporcionada pela espuma de poliuretano
facilitou o crescimento de raizes in vitro, fator este que poderia melhorar a absor¢do de
nutrientes do meio de cultura e propiciar maior crescimento com aumento da massa seca.
Abreu et al. 2002, obteve resultados de que o amido de milho em variantes concentragcdes de

10 gL a50 gL podem atuar como um possivel substituto ao Agar.

CONCLUSOES

A partir das avaliagdes semanais com resultados preliminares percebe-se que os melhores
resultados foram encontrados nos tratamentos de maravalha de pinus e serragem de pinus
ambos na concentracdo de 75mL, contudo o estudo encontra-se em andamento e a analise
estatistica serd feita a partir do momento em que os frascos forem abertos e as plantas

medidas.
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