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BIOLOGIA

Fitorreguladores e espectros de luz na micropropagacio de Oncidium baueri Lindl

Phytoregulators and light spectrum in micropropagation Oncidium baueri Lindl

Samila Silva Camargo™ Daniele Brandstetter Rodrigues' Caroline Moreira Rodrigues'
Adriane Marinho de Assis' Ricardo Tadeu de Faria"™ Marcia Wullf Schuch'

RESUMO

Considerando que algumas espécies de orquideas
estdo ameagadas de extingdo, a micropropagagdo é uma
alternativa para a produgdo de um grande numero de mudas
com qualidade, em curto espago de tempo. Dentre os fatores que
poderao interferir na eficacia dessa técnica, podem ser citados
os fitorreguladores e o espectro da luz. Assim, o objetivo do
trabalho foi verificar a multiplicagdo e o enraizamento in vitro da
orquidea Oncidium baueri com uso de diferentes concentragoes
de fitorreguladores e distintos filtros modificadores da luz natural.
Para a multiplicagdo dos explantes, foram avaliados dois fatores:
diferentes concentragées de 6-benzilaminopurina (BAP) (0, 1,0
e 2,0mg L) e espectro de luz, com uso ou ndo de filtros (azul,
vermelho, verde); no periodo de enraizamento, testaram-se duas
concentragées de dcido indolbutirico (AIB) (0 e 0,1Img L) e os
mesmos niveis de luz. Concluiu-se que, durante a multiplicagdo,
a ndo utiliza¢do de BAP e filtros proporciona maior numero de
folhas, brota¢ées e maior comprimento dessas brota¢ées. Na etapa
de enraizamento, obtiveram-se raizes mais desenvolvidas em meio
de cultura com 0,1mg L' de AIB.

Palavras-chave: Orchidaceae, AIB, BAP, multiplica¢do in vitro.
ABSTRACT

Judging from the fact that a few species of orchids are
threatened with extinction, the micropropagation is an alternative
to produce a bigger number of seedlings with high quality, in a
shorter period of time. Among the factors that could interfere in the
efficiency of this technique, some are the phytoregulators and the
quality of the light. Thus, the objective of the research was to verify
the multiplication and the rooting in vitro of the orchid Oncidium
baueri using different concentrations of phytoregulators and distinct
modifiers filters of natural light. Concerning the multiplication of the
explants, two factors have been evaluated: different concentrations
of 6-benzylaminopurine (BAP) (0, 1,0 and 2,0mg L") and light
spectrum, with or without filters (blue, red, green); and in the period

of rooting, two concentrations of indolebutyric acid (IBA) (0 and
0,1mg L") and the same levels of light have been tested. It s possible
to conclude that during the multiplication, not using BAP and filters
provides a bigger number of leaves, more sprouting and bigger
length of these sprouts. In the rooting phase, more developed roots
were obtained in 0,1mg L' de AIB culture.

Key words: Orchidaceae, IBA, BAP, multiplication in vitro.

INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as plantas
ornamentais mais apreciadas e apresentam grande
potencial ornamental, devido, principalmente, a
beleza e a diversidade de formas e cores de suas
flores (FARIA et al., 2006). N&o obstante o fato de
serem membros da maior familia de plantas com
flores (Orchidaceae), muitas espécies de orquideas
estdio ameacadas de extingdo (FERREIRA &
SUZUKI, 2008) e uma das causas se refere a forma
como elas sdo propagadas. Em condigdes naturais, a
multiplicagdo dessas plantas se da pela proliferagdo
de mudas laterais (brotagdes) ou pela disseminacgdo
natural das sementes, as quais sdo produzidas em
capsulas; porém, a baixa ou nula germinacdo de
suas sementes na auséncia de micorrizas interfere
na eficacia da propagacdo em condigdes naturais,
visto que tais sementes possuem pouca ou nenhuma
reserva (FARIA et al., 2006; SOARES et al., 2010).

De acordo com SUZUKI & FERREIRA
(2007), a possibilidade de produzir orquideas em
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grandes quantidades podera contribuir para a redugdo
do risco de extingdo de muitas espécies. Dessa forma,
a micropropagacao ¢ uma alternativa para a producao
de um elevado niimero de mudas em curto espaco de
tempo, além de favorecer a qualidade fitossanitaria
delas, devido as condi¢des controladas do ambiente
no cultivo in vitro.

A propagacdo in vitro possibilita a obtengdo
de novas plantas através das fases de multiplicacdo
e enraizamento. Entretanto, para o adequado
desenvolvimento dos explantes, ¢ necessario o
controle dessas fases, j4 que sdo dependentes de
varios fatores, como caracteristicas intrinsecas
da espécie, disponibilidade de luz, meio nutritivo
utilizado e balango hormonal, dentre os quais o ultimo
¢ um dos mais relevantes para o sucesso dessa técnica
(PASA et al., 2012). SCHUCH & ERIG (2005)
descreveram que, além das formulacdes basicas dos
meios de cultura normalmente utilizados, o emprego
de fitorreguladores ¢ imprescindivel para o sucesso
na propagac¢ao de culturas in vitro. O uso de BAP
(6-benzilaminopurina) tem revelado eficiéncia no
processo de multiplicagdo, tanto de estruturas aéreas
como na indugdo de gemas adventicias em diversas
espécies (LEITZKE et al., 2009). Ja no enraizamento,
o AIB (&cido indolbutirico) é o mais utilizado,
pelo fato de essa auxina ndo causar fitotoxicidade
aos explantes em uma larga faixa de concentracio
(IACONA & MULEO, 2010).

Outro aspecto a ser considerado na
micropropagacao refere-se a utilizagdo de lampadas
fluorescentes utilizadas nas salas de crescimento e
as modificacdes na formulacdo do meio de cultivo
(ROCHA et al., 2007). No que se refere ao espectro da
luz, a utilizacdo de filtros em sala de cultivo possibilita
amodificacdo no comprimento de onda das lampadas,
com objetivo de favorecer o desenvolvimento dos
explantes, aspecto este interessante no cultivo de
orquideas, ja que, em germinacdo natural, estas
necessitam de simbiose com fungos. A intensidade
luminosa ¢ de extrema importancia para a colonizagao
dos fungos nas raizes, ja que influencia sua atividade
fotossintética, como obtengdo de glicose e outros
produtos do hospedeiro, como os aminoacidos.
Consequentemente, uma baixa luminosidade
podera resultar em menores taxas de colonizagdo e
esporulacdo que dependem da fotossensibilidade da
espécie hospedeira (BAGYARAJ, 1991).

BRAGA et al. (2009) relataram que, com
a variagcdo no espectro da luz, pode-se manipular
o crescimento in vitro de diversas espécies, de
maneira alternativa a adi¢cdo de fitorreguladores ao
meio de cultura. Outros estudos tém demonstrado

que o espectro da luz influencia a multiplicagdo e
o enraizamento de explantes in vitro (IACONA &
MULEO, 2010) e, segundo ERIG & SCHUCH (2005),
afeta a eficiéncia biologica dos fitorreguladores
adicionados ao meio de cultura, bem como o balango
hormonal nos tecidos.

No entanto, estudos a respeito do espectro
de luz na micropropagacao de orquideas sdo escassos
e também ndo sdo claros os efeitos do espectro e de
niveis de irradiancia no crescimento de plantulas
durante o cultivo in vitro.

Tendo em vista esses aspectos, o
objetivo do trabalho foi avaliar a multiplicagdo e o
enraizamento in vitro da orquidea Oncidium baueri,
sob diferentes concentracdes de fitorreguladores, com
uso de distintos filtros modificadores da luz natural.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no periodo de
outubro de 2013 a maio de 2014. As plantulas de
Oncidium baueri deste estudo foram oriundas
da germinagdo in vitro de sementes, realizada na
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Quando
utilizadas, apresentavam seis meses de cultivo in
vitro, com 5,0+0,3cm de parte aérea e destas foram
retirados explantes com aproximadamente 2,0cm de
comprimento, sem a presenga de raizes.

Na primeira etapa do experimento, que se
refere a multiplicagdo dos explantes, foram avaliados
dois fatores: concentragdes de 6-benzilaminopurina
(BAP) (0, 1,0¢2,0mg L") e espectro de luz, com 0 uso ou
nao de filtros de acetato celulose - LEE Filters — Central
Way, Walworth Ind. Estate, Andover, Hampshire SP10
5AN, England - (azul: nimero 724 - Ocean Blue, com
36,20% de transmitancia; vermelho: namero 106 - Primary
red, com 9,32% de transmitancia; verde: nimero 738 -
Jasgreen, com 52,33% de transmitancia; e, testemunha,
sem uso de filtro, totalizando 12 tratamentos, com
quatro repeticoes, sendo utilizados cinco explantes
em cada repeti¢do. Para o enraizamento, os explantes
foram mantidos com folhas e foram testadas duas
concentragdes de acido indolbutirico (AIB) (0 e 0,Img
L"), tnico fitorregulador adicionado ao meio de cultivo,
e os quatro niveis de luz ja descritos, totalizando oito
tratamentos, com quatro repetigdes e cinco explantes em
cada repeticdo. Dessa forma, o estudo foi representado
por 80 frascos, 48 frascos no processo de multiplicacdo
e no enraizamento, 32 frascos.

Em ambos os experimentos, os explantes
com 2cm de parte aérea foram transferidos para
frascos de vidro de 250mL, com 30mL do meio de
cultivo indicado para a cultura: MS (MURASHIGE &
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SKOOG, 1962), composto por seus sais e vitaminas
estabelecidos, 100mg L' mio-inositol e 30g L' de
sacarose e ainda, de acordo com o tratamento, O
acréscimo dos fitorreguladores BAP e AIB, para a
multiplicagdo e o enraizamento, respectivamente.
Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,8 antes da
inclusdo do agar na concentragdo de 6,0g L, e, em
seguida, realizou-se a autoclavagem dos meios de
cultura a 120°C e 1,5atm de pressdo, por 20 minutos.
Assim, os frascos foram mantidos em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, temperatura
de 2542°C e intensidade luminosa de 27 umol m? s\,

Seis meses apds a incubagdo dos
explantes, as variaveis avaliadas no experimento de
multiplicagdo foram: nimero de folhas e brotacdes;
comprimento da parte aérea (cm) e da maior brotacao
(cm); e, no enraizamento, avaliou-se o nimero de
raizes e o comprimento da maior raiz (cm).

Nos dois estudos, o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado e
os dados foram submetidos a andlise de varidncia com
aplicacdo do teste F e as médias, quando significativas
estatisticamente, comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade, através do programa estatistico
WINSTAT (MACHADO & CONCEICAO, 2007).
As variaveis discretas, provenientes de contagem
(nimero), foram transformadas na V(x+0,5), onde x
¢ o percentual obtido de cada variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas etapas de multiplicacdo e enraizamento
dos explantes, houve interacdo entre os fatores
estudados (concentracdo de BAP e espectro de luz;
concentragdo de AIB e espectro de luz) para todas as
varidveis (Tabela 1, 2 e 3). Na fase de multiplicagdo,
foram observadas plantulas com maior nimero de
folhas na auséncia de BAP e na concentracdo de

2,0mg L (Tabela 1), e ainda, sem a necessidade de
uso de filtros modificadores da luz natural. Em contra
partida, ARAUJO et al. (2009) verificaram que o
maior numero de folhas foi registrado em plantas
de Cattleya loddigesii, cultivadas sob filtro azul,
contrariando esse estudo, onde a auséncia de filtro
proporcionou resultados mais satisfatorios.

Em relacdo ao numero de brotagdes,
verificou-se que o uso de 2,0mg L' de BAP e do filtro
azul, assim como o tratamento testemunha (sem filtro
e sem BAP), favorecem a emissdo de mais brotagdes
(Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados
por ARAUJO et al. (2006), os quais, avaliando a
multiplicagdo da mesma orquidea, obtiveram maior
quantidade de brotagdes na auséncia de BAP. Também
SUZUKI et al. (2004), que, trabalhando com Cattleya
fimbriatum, verificaram o aumento do nimero de
brotacdes na auséncia de BAP.

ERIG & SCHUCH (2006) registraram que o
cultivo de macieira (Malus domestica Borkh) sob celofane
vermelho em sala de crescimento, com 1mg L' de BAP
adicionado ao meio de cultura possibilitou a obtencdo
de maior numero de gemas e taxa de multiplicacdo nas
cultivares ‘Matergala’ e ‘Galaxy’ e, consequentemente,
maior numero de folhas. Por outro lado, ERIG &
SCHUCH (2005), em estudo com framboeseira (Rubus
idaeus 1..), verificaram que o maior nimero de brotos foi
obtido com as luzes verde e vermelha.

Verifica-se, neste estudo, que, quanto ao
comprimento da parte aérea, os explantes mantidos
sob luz verde, sem BAP, e também em luz verde
e vermelha com 2mg L' de BAP foram os que
apresentaram as maiores médias (Tabela 2). O efeito
benéfico do filtro vermelho também foi relatado
por ARAUJO et al. (2009), quando os explantes da
orquidea Cattleya loddigesii Lindl apresentaram
maior crescimento em altura sob cultivo em celofane
vermelho. Em experimento com maca ‘Galaxy’ e

Tabela 1 - Namero de folhas (NF) e brotagdes (NB) em explantes de orquideas Oncidium baueri, na etapa de multiplicacdo in vitro, apos um

periodo de seis meses. Pelotas - RS, 2014.

NF NB
BAP (mg L™
0 1,0 2,0 0 1,0 2,0

Sem 4,84 Aa" 3,30 Bb 5,03 Aa 1,87 Aa 1,51 Ba 1,55 Bb
Filtros Vermelho 3,90 Ac 2,34 Ce 3,53 Bb 1,51 Ab 1,22 Be 1,25 Be

Verde 4,41 Ab 3,73 Ba 3,85 Bb 1,22 Cc 1,35 Bb 1,49 Ab

Azul 2,74 Bd 3,00 ABb 3,08 Ac 1,24 Cc 1,58 Ba 1,87 Aa

CV (%) 12,84 9,47

"Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de

probabilidade de erro.

Ciéncia Rural, v.45, n.11, nov, 2015.
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Tabela 2 - Comprimento da parte aérea (CPA) e da maior brotagdo (CMB) em explantes de orquideas Oncidium baueri, na etapa de
multiplicacdo in vitro, apds um periodo de seis meses. Pelotas - RS, 2014.

CPA (cm) CMB (cm)
BAP (mg L")
0 1,0 2,0 0 1,0 2,0

Sem 3,16 Ab” 2,70 Bb 2,90 ABb 2,16 Aa 2,23 Aa 2,20 Ab
Filtros Vermelho 3,16 Bb 3,10 Ba 3,66 Aa 1,45 Ab 0,50 Bc 1,62 Ac

Verde 3,60 Aa 2,11 Bce 3,82 Aa 1,20 Bb 1,08 Bb 2,81 Aa

Azul 1,80 Cc 2,50 Bb 3,00 Ab 0,60 Cc 1,30 Bb 2,00 Ab

CV (%) 17,55 25,33

"Médias seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de

probabilidade de erro.

‘Mastergala’, ERIG & SCHUCH (2006) constataram
que, independentemente da luz utilizada, os melhores
resultados foram obtidos utilizando BAP no meio de
cultura, indicando que esta substancia ¢ indispensavel
na superagdo da domindncia apical ¢ no aumento da
taxa de multiplicagdo e crescimento das brotagdes.
Para o comprimento da maior brotagdo,
independente da concentracdo de BAP, a néo
utilizagdo de filtro, assim como o uso de filtro verde,
acrescido de 2mg L' de BAP, foram os tratamentos
que propiciaram as maiores médias (Tabela 2).
Resultados distintos foram encontrados por ERIG
& SCHUCH (2006), que registraram melhores
resultados paraniimero e comprimento de brotagdes na
cv. ‘Mastergala’ de macieira sob cultivo em celofane
amarelo, ja na cv. ‘Galaxy’, o espectro de luz ndo
alterou esse parametro. Em relag@o a utilizagdo das
citocininas, SANTOS et al. (2010), em estudo com as
orquideas Epidendrum ibaguense, verificaram que
o maior comprimento das brotacdes foi observado
com o aumento na concentracdo de BAP e o menor
comprimento foi verificado no tratamento controle.

Entretanto, no presente estudo, mesmo na auséncia de
BAP e sem uso de filtros modificadores da luz natural,
constataram-se brota¢des de maior comprimento.

Na segunda etapa deste estudo, durante o
enraizamento dos explantes da orquidea O. baueri
(Tabela 3), para a varidvel nimero de raizes, a
utilizagéo de 0,1mg L' de AIB na auséncia de filtro ou
com uso de filtro verde sem AIB, foram registradas as
maiores médias, ou seja, explantes com mais raizes;
embora o uso de filtro verde sem AIB ndo tenha
diferido estatisticamente dos demais tratamentos em
que foram utilizados filtro na auséncia de AIB. Em
experimento similar com a orquidea Epidendrum
ibaguense, SANTOS et al. (2010) concluiram que
as auxinas geralmente induzem a formagdo e o
desenvolvimento de raizes, o que também se verificou
neste experimento. Entretanto, a presenga de raizes
foi constatada mesmo naquelas plantulas mantidas
em meio de cultura sem o fitorregulador.

Considerando o comprimento das raizes,
as maiores (1,37cm) foram obtidas com uso de
0,1mg L' de AIB com filtro vermelho, sem diferenca

Tabela 3 - Numero de raizes (NR) e comprimento da maior raiz (CMR) em explantes de orquideas Oncidium baueri, na etapa de
enraizamento in vitro, ap6s um periodo de seis meses. Pelotas — RS, 2014.

NR CMR (Cm) ======mmmmmmmmmmmmmmeeeem
AIB (mg L)
0 0,1 0 0,1

Sem 1,30 Bb’ 1,75 Aa 0,75 Ba 1,08 Aab
Filtros Vermelho 1,42 Aab 1,45 Ab 0,68 Ba 1,37 Aa

Verde 1,55 Aa 1,35 Bb 0,80 Aa 0,78 Ab

Azul 1,49 Aab 1,51 Ab 0,86 Aa 0,90 Ab

CV (%) 18,01 46,20

Meédias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, nio diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de

probabilidade de erro.
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estatistica do tratamento 0,1mg L' de AIB, sem a
utilizagdo de filtro. RAI & MISRA (2005), em estudo
com a micropropagacdo de Carissa carandas L.,
observaram que o AIB ndo resultou em enraizamento
satisfatorio, distintamente, ANTONOPOLOU et al.
(2004), descreveram que os melhores resultados nos
pardmetros de enraizamento em orquideas Cattleya
loddigesii foram observados sob radia¢do branca,
uma vez que esse tipo de radiagdo contém todos
os comprimentos de onda necessarios para ganhos
energéticos pela fotossintese, bem como para outros
processos fisiologicos.

Em sintese, diante de pequenas diferengas
constatadas no periodo de multiplicagdo, justifica-se
a utilizacdo do meio de cultura sem o BAP ¢ ainda
ndo ha a necessidade do uso de filtros modificadores
da luz natural. Na fase de enraizamento, ¢ possivel
obter raizes com numero e desenvolvimento
adequados, a utilizacdo do meio de cultura MS com
0,1mg L' de AIB e sem o uso de filtros coloridos ¢é
o mais indicado. Salienta-se a importancia da ndo
utilizacdo dos fitorreguladores e filtros, uma vez que
tais procedimentos possibilitam a redug@o nos custos
de produgdo das mudas.

CONCLUSAO

A multiplicacdo in vitro dos explantes de
Oncidium baueri pode ser realizada em meio de
cultura MS sem BAP e sem a utiliza¢ao de filtros nas
cores vermelho, verde e azul. Para o enraizamento in
vitro de Oncidium baueri, a utilizacdo de meio de
cultura MS com 0,Img L' de AIB e sem o uso de
filtros coloridos ¢ o mais indicado.
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