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RESUMO 

A Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae), é uma epífita, encontrada em floresta de galeria e 

matas secas do Cerrado que, em condições naturais, apresenta dificuldades de propagação. Para 

avaliar a micropropagação in vitro de S. crispa, a presente pesquisa foi apresentada em dois 

capítulos. No capítulo 1 foi avaliado o desempenho da microalga Chlorella sorokiniana, como 

suplemento durante a multiplicação e enraizamento in vitro da S. crispa. No capítulo 2 foi avaliado 

o desempenho da microalga C. sorokiniana, como meio alternativo ao meio comercial WPM 

(Wood Plant Medium), durante a micropropagação in vitro da S. crispa. Dessa forma, no capítulo 1, 

foram utilizadas o meio cultivado e o sobrenadante da microalga C. sorokiniana numa densidade 

média de 107 x 105 células mL-1 adicionados ao meio de cultura WPM em substituição da água 

destilada. Também foram acrescidos diferentes concentrações (0, 2,5 e 5,0 mg L-1) de 6-

benzilaminopurina (BAP) e ácido indolbutírico (AIB). Na multiplicação in vitro de S. crispa o meio 

de cultura WPM com 5,0 mg L-1 de BAP aumentou o número de brotações enquanto no 

enraizamento in vitro o meio WPM com 2,5 mg L-1 de AIB suplementado com meio cultivado de 

microalgas promoveu um aumento no número de raízes. No capítulo 2, o meio cultivado e o 

sobrenadante da microalga C. sorokiniana numa densidade média de 108 x 105 células mL-1 foram 

utilizadas como meio alternativo ao meio comercial WPM, durante a micropropagação in vitro da S. 

crispa. Explantes de S. crispa cultivados em meio de cultura com o meio cultivado ou o 

sobrenadante da microalga C. sorokiniana apresentaram resultados semelhantes aos cultivados em 

meio WPM. Desta forma foi constatada a possibilidade de utilizar a microalga C. sorokiniana como 

suplemento e meio alternativo ao meio WPM durante o cultivo in vitro de S. crispa.  

 

Palavras-chave: Micropropagação; microalgas; BAP; AIB. 
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ABSTRACT 

The Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae), is an epiphyte, found in gallery forest and dry 

forests of the Cerrado, which, under natural conditions, presents difficulties of propagation. In order 

to evaluate the in vitro micropropagation of S. crispa, the present research was presented in two 

chapters. In chapter 1, the performance of the microalga Chlorella sorokiniana was evaluated as a 

supplement during the multiplication and in vitro rooting of S. crispa. In chapter 2, the performance 

of C. sorokiniana microalgae was evaluated as an alternative to the WPM commercial medium 

(Wood Plant Medium) during the in vitro micropropagation of S. crispa. Thus, in chapter 1, the 

culture medium and supernatant of C. sorokiniana microalgae were used at an average density of 

107 x 105 mL-1 cells added to the WPM culture medium in place of distilled water. Different 

concentrations (0, 2.5 and 5.0 mg L-1) of 6-benzylaminopurine (BAP) and indolebutyric acid (AIB) 

were also added. In the in vitro multiplication of S. crispa the WPM culture medium with 5.0 mg L-

1 of BAP increased the number of shoots while in in vitro rooting the WPM medium with 2.5 mg L-

1 of IBA supplemented with cultivated medium of microalgae promoted an increase in the number 

of roots. In chapter 2, the culture medium and the supernatant of C. sorokiniana microalgae at an 

average density of 108 x 105 mL-1 cells were used as an alternative medium to the commercial 

WPM medium during the in vitro micropropagation of S. crispa. Explants of S. crispa cultivated in 

culture medium with the culture medium or the supernatant of C. sorokiniana microalga presented 

similar results to those cultured in WPM medium. In this way, it was possible to use the C. 

sorokiniana microalga as a supplement and an alternative medium to the WPM medium during the 

in vitro culture of S. crispa. 

 

Key-words: Micropropagation; Microalgae; BAP; AIB. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Orquídeas 

A família Orchidaceae originou-se na Malásia, há milhões de anos, quando a maioria das 

angiospermas tornava-se diferenciada (GARAY, 1972). Ela encontra-se distribuída em quase todas 

as partes do mundo, exceto nas regiões polares e desérticas extremamente áridas e estima-se que 

existam no mundo cerca de 25.400 espécies divididas em cerca de 1.000 gêneros (BAPTISTA et al., 

2011).  Barros et al., (2016) catalogam 238 gêneros e 2. 553 espécies, das quais 1.636 são 

endêmicas do Brasil. No Brasil, as orquídeas se desenvolvem em todos os estados, e em maior 

quantidade na Mata Atlântica, que vai de Pernambuco até o Rio Grande do Sul (REGO; FARIA, 

2002).  

Esta família uma das cinco mais representativas da flora do Cerrado (MARTINI et al., 

2001; STANCATO et al., 2001).  Segundo Barros et al., (2016) existem 730 espécies no domínio 

Cerrado. Entretanto, muitos representantes da família, devido ao elevado valor comercial, são 

extraídos de maneira ilegal e irracional da natureza, o que vêm dizimando e levando a um 

empobrecimento gradativo da biodiversidade nacional (CARNEIRO et al., 2001; MENEZES 1985; 

1987). 

Essas plantas destacam-se comercialmente devido à diversidade de tamanho, forma e cor das 

flores de rara beleza, durabilidade e da longevidade mantida por várias semanas, além do fato de 

algumas espécies apresentarem propriedades medicinais e culinárias (FARIA et al., 2012).  

O gênero Schomburgkia apresenta poucos estudos relacionados à sua propagação e, 

consequentemente a sua conservação. Composto por aproximadamente 18 espécies de orquídeas, 

quase todas epífitas, encontradas na América Tropical e no Oeste da Índia. 

Dentre as 18 espécies têm-se a Schomburgkia crispa Lindl., uma epífita encontrada em 

floresta de galeria e matas secas do Cerrado, no alto das árvores em lugares bem iluminados, 

chegando a atingir de 40-50 cm de altura e sua flor de 2,5-3,0 cm de diâmetro (MENDONÇA et al., 

1998) (Figura 1).  
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Figura 1. Inflorescência de Schomburgkia crispa Lindlley. A) Fonte: Vida no campo, disponível 

em: https://i.ytimg.com/vi/g7IkkI_3AZI/maxresdefault.jpg e B) Fonte: Mauro Peixoto, disponível 

em: http://www.brazilplants.com/orchidaceae/7/schomburgkia-crispa.html.  

 

Porém pouco se conhece sobre esta espécie nativa do Cerrado e, de acordo com a Fundação 

Biodiversitas (2007), a Schomburgkia crispa já se encontra na lista de espécies presumivelmente 

ameaçadas de extinção dentro da família Orchidaceae para o estado de Minas Gerais. Para o estado 

de Mato Grosso do Sul, no entanto, ainda não há informações suficientes para a classificação desta 

espécie. Diante do exposto, o estudo de tecnologias que permitam cultivar esta espécie fora do seu 

habitat pode ser uma importante ferramenta para conservação e manutenção da mesma. Dessa 

forma, as técnicas de cultivo in vitro podem representar uma excelente alternativa, tendo em vista 

que esta técnica já se mostrou bastante eficiente para outras espécies. 

 

Cultivo in vitro 

Em condições naturais, a propagação de orquídeas se dá pela proliferação de gemas 

adventícias ou laterais, do forma assexuada ou pela disseminação natural das sementes, 

sexuadamente, as quais são produzidas em cápsulas. Um fator que contribui para a dificuldade da 

propagação das orquídeas em condições naturais é a baixa ou nula germinação de suas sementes, 

uma vez que são dependentes de micorrizas (RAMOS; CARNEIRO, 2007).  

O cultivo in vitro por meio da micropropagação é uma alternativa para a propagação de 

diversas espécies (SOUZA et al., 2007). Desde 1975, ela tem sido utilizada no Brasil, para aumentar 

principalmente a produção de mudas e contribuindo para conservação ex-situ e redução do risco de 

extinção de diversas espécies (STANCATO et al., 2001), servindo como base de estudo dos 

aspectos fisiológicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (FERREIRA; 

SUZUKI, 2008).  
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No entanto, a técnica de cultivo in vitro exige o estudo das características intrínsecas para 

cada espécie, como os meios de cultivo e reguladores de crescimento, para que as mesmas tenham 

sucesso de germinação e crescimento. 

Meio de cultivo e reguladores de crescimento 

Os meios mais utilizados para o cultivo in vitro são o Knudson (1946), o Vacin e Went 

(1949) e o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), sendo que cada meio específico é identificado pela 

composição e concentração de sais minerais, vitaminas, reguladores de crescimento e outros 

suplementos orgânicos (VENTURA et al., 2002).  

Em orquídeas, o cultivo in vitro é feito normalmente em meio ½ MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962), ou seja, com a metade da concentração de sais presente em sua formulação. Já a 

formulação do meio WPM foi desenvolvida especificamente para plantas lenhosas por Lloyd e 

McCown (1980), apresentando ¼ dos sais do meio MS. No entanto, estes meios, custam em média 

US$ 55,00 a 70,00, o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e o WPM (LLOYD; MC COWN, 1980), 

respectivamente, para produzir 10 L de meio de cultivo.  

Os meios podem ser acrescidos de reguladores de crescimento no cultivo in vitro para 

suprir as deficiências dos teores endógenos do próprio explante, estimulando respostas de interesse 

para diferenciação, crescimento, alongamento e multiplicação celular (GRATTAPAGLIA; 

MACHADO, 1990).   

As auxinas e citocininas são os reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de 

tecidos, sendo o tipo e a concentração que geralmente determinam a resposta morfogenética. Uma 

das principais funções das auxinas nos vegetais é a regulação do crescimento por alongamento de 

caules jovens e coleóptilos e formação de raízes (TAIZ; ZEIGER, 2009). Já as citocininas são 

reguladores de crescimento que exercem importante papel na micropropagação, pois influenciam 

diretamente a expansão foliar, a quebra da dominância apical e a formação de gemas adventícias 

(POZO et al., 2005).  

Entretanto, os reguladores de crescimento podem variar de US$ 115,00 o grama da 

citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) a US$ 15,00 o grama da auxina ácido indolbutírico (AIB) 

(SIGMA, 2016). Neste sentido, o estudo de meios alternativos de baixo custo e elevada eficiência 

são fundamentais para o sucesso reprodutivo e a comercialização de S. crispa. 

 

Meios alternativos 
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Na micropropagação in vitro há a necessidade do desenvolvimento de plantas que 

apresentem a mesma qualidade fisiológica das obtidas com o uso de formulações comerciais, porém 

utilizando-se meios que reduzam os custos de produção. 

Dessa forma, muitos trabalhos têm descrito meios de cultura alternativos bastante 

simplificados e que, minimizam os custos da propagação in vitro de diversas orquídeas. É o caso da 

utilização de polpa de banana e de fertilizante (NPK 10:30:20) em Laelia longipes Rchb.f., Laelia 

tenebrosa Rolfe e Miltonia spectabilis Lindl., de forma que as plântulas cultivadas nesse meio 

apresentaram maior acúmulo de massa seca (STANCATO et al., 2008). Su et al. (2012) também 

utilizou meio contendo fertilizante (NPK 08:09:09) e adição de polpa de banana em Dendrobium 

nobile Lindl., o que se mostrou bastante eficiente. O mesmo ocorreu para a espécie Vanda tricolor 

Lindl, cultivada em polpa de banana e fertilizante (FAVETTA et al., 2014). Para Cattleya bicolor 

Lindl, o meio mais adequado para o desenvolvimento desta espécie foi o meio contendo polpa de 

coco (SOUZA et al., 2013).  

Uma variedade de meios alternativos pode ser observado na literatura. Esses meios têm 

utilizado insumos e resíduos que, apesar do baixo custo tem permitido o sucesso da propagação in 

vitro de espécies de plantas. No entanto, é necessário que estes meios atendam as necessidades 

intrínsecas de cada espécie, bem como os diferentes períodos de desenvolvimento. As microalgas, 

por exemplo, podem se apresentar como uma suplementação importante para orquídeas, pois além 

de serem bioacumuladores de sais minerais podem auxiliar no desenvolvimento destas pela adição 

de reguladores de crescimento. 

 

Microalgas 

As microalgas apresentam grande potencial biotecnológico, como a elevada fixação de 

dióxido de carbono, biossorção de metais pesados, remoção de matéria orgânica de efluentes, além 

da produção, a partir de sua biomassa de biocombustíveis, de moléculas surfactantes (CARVALHO 

et al., 2012; SCHMITZ et al., 2012) e condicionador do solo na agricultura pela biofertilização 

(DERNER et al., 2006; TREJO et al., 2012).  

Sendo uma nova opção de meio alternativo para o cultivo in vitro, considerando sua alta 

produção de biomassa em curto período de tempo, a necessidade de poucos nutrientes para o seu 

desenvolvimento e a possibilidade de cultivo em meios alternativo de baixo custo, como o 

fertilizante agrícola NPK (CARVALHO et al., 2012; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009; 2011; 

2015). 
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Além disso, estudos recentes detectaram concentrações de auxinas, citocininas, giberelinas 

e brassinosteróides em cepas de microalgas (STIRK et al., 2013a; STIRK et al., 2013b). Assim, é 

possível inferir o potencial biotecnológico das microalgas no cultivo in vitro de plantas superiores, 

uma vez que esses hormônios são essenciais para o desenvolvimento das mesmas. 

O gênero Chlorella têm despertado interesse para diversos estudos (BASHAN et al., 2016; 

CHAKRABORTY et al., 2013; NEOFOTIS et al., 2016; TREJO et al., 2012; WAGENEN et al., 

2015), devido à sua elevada produtividade, resistência a alterações do meio, capacidade de produzir 

uma variedade de lipídios, polissacáridos e outros produtos celulares que podem ser de interesse 

para a bioenergia ou produtos de elevado valor comercial (CAZZANIGA et al., 2014).  

A microalga Chorella sorokiniana, por exemplo, apresenta diâmetro de 2-4,5 µm de célula 

única, com crescimento mixotrófico em várias fontes de carbono, o que facilita o seu cultivo in vitro 

(LIZZUL et al., 2014) (Figura 2). Henrikson (2009) caracterizou o gênero Chlorella sendo 

composto por 60% de proteínas, 18 % de carboidratos, 10% de lipídios, 7% de minerais e 5% de 

umidade, além de Beta caroteno precursor da Vitamina A, Vitaminas C, Vitamina E, Vitamina B6, 

Vitamina B12, Tiamina (B1), Riboflavina (B2) e Ácido Nicotínico (B3), além de minerais, como 

Cálcio, Ferro, Magnésio Sódio, Potássio, Fósforo, Zinco.  

 

 

Figura 2. Detalhe de amostra da microalga Chlorella sorokiniana. Foto: Pereira, N.S. (2016). 

 

Considerando o potencial biotecnológico que as microalgas vêm apresentando, é esperado 

que o uso das mesmas possa fornecer suplemento e/ou meio alternativo à formulação comercial 

durante a micropropagação in vitro de Schomburgkia crispa. Com isso poderá elevar a qualidade do 

material vegetal propagado e reduzir os custos de produção. 
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OBJETIVOS 

 Geral  

Avaliar o crescimento de Schomburgkia crispa durante a micropropagação in vitro em 

meio de cultivo contendo a microalga Chlorella sorokiniana como suplemento e meio alternativo à 

formulação comercial. 

 

 Específicos 

Identificar o meio de cultivo mais adequado para o cultivo in vitro de Schomburgkia crispa 

durante a fase de multiplicação. 

Identificar o meio de cultivo mais adequado para o cultivo in vitro de Schomburgkia crispa 

durante a fase de enraizamento. 
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A Dissertação de Mestrado foi dividida em dois capítulos, apresentados a seguir. 

 

CAPÍTULO I: Cultivo in vitro de Schomburgkia crispa (Orchidaceae) com suplemento do 

meio à base de Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae) 

Este primeiro capítulo apresenta os resultados da utilização da microalga Chlorella 

sorokiniana na forma de meio cultivado e de sobrenadante, resultante da centrifugação da meio 

cultivado no cultivo in vitro de Schomburgkia crispa. Para tal, foram avaliadas duas fases da 

micropropagação, a multiplicação e o enraizamento in vitro. Dessa forma as microalgas 

suplementaram o meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), em substituição da água 

destilada, com o sobrenadante e a meio cultivado, além da adição do regulador 6-benzilaminopurina 

(BAP), para a multiplicação in vitro e do ácido indolbutírico (AIB) no enraizamento in vitro. 

 

CAPÍTULO II: Cultivo in vitro de Schomburgkia crispa (Orchidaceae) em meio alternativo à 

base de Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae) 

No segundo capítulo, avaliou-se a utilização da microalga Chlorella sorokiniana como 

suplemento e meio alternativo ao meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), para o cultivo in vitro 

de Schomburgkia crispa, sem a adição de reguladores hormonais. Dessa forma foram utilizados o 

sobrenadante e a meio cultivado das microalgas suplementando o meio WPM, em substituição da 

água destilada, assim como, o sobrenadante e a meio cultivado acrescidos somente de agente 

gelificante. 
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RESUMO 

A espécie Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae) é uma epífita, encontrada em matas de galeria e 

matas secas do Cerrado, que em condições naturais apresenta dificuldades de propagação. Este trabalho foi 

desenvolvido com o intuito de avaliar o crescimento de S. crispa durante a multiplicação e enraizamento in 

vitro em meio de cultivo suplementado com a microalga Chlorella sorokiniana. O meio cultivado e o 

sobrenadante da microalga C. sorokiniana foram utilizados no meio de cultura WPM (Wood Plant Medium), 

substituindo a água destilada e acrescidos de diferentes concentrações (0, 2,5 e 5,0 mg L-1) de 6-

benzilaminopurina (BAP) ou ácido indolbutírico (AIB). O meio de cultura WPM com 5,0 mg L-1 de BAP 

aumentou o número de brotações e o meio WPM com 2,5 mg L-1 de AIB suplementado com meio cultivado 

promoveu um aumento no número de raízes. Assim, a microalga C. sorokiniana pode ser utilizada como 

suplemento do meio WPM durante o cultivo in vitro de S. crispa na fase de enraizamento, pois promove 

maior desenvolvimento no número de raízes.  

 

Palavras- chave: Orquídea; Microalga; Multiplicação; Enraizamento. 

ABSTRACT 

The species Schomburgkia crispa Lindley, (Orchidaceae) is an epiphyte found in gallery forests and dry 

forests of the Brazilian Cerrado, that under natural conditions, has difficulty of propagation. This research 

was developed in order to evaluate the performance of S. crispa during multiplication and rooting in vitro in 

culture medium supplemented with the microalgae Chlorella sorokiniana. The liquid biomass and the 

supernatant of C. sorokiniana microalgae were used in WPM (Wood Plant Medium), substituting distilled 

water and adding different concentrations (0, 2.5, and 5.0 mg L-1) of 6-benzylaminopurine (BAP), and 

indolebutyric acid (IBA). The WPM culture medium with 5.0 mg L-1 BAP increased the number of shoots 

and the WPM culture medium with 2.5 mg L-1 IBA supplemented with liquid biomass promoted an increase 

in the number of roots. Then, the possibility of using C. sorokiniana microalgae as the supplement of the 

WPM medium during the in vitro culture of the S. crispa in rooting phase was found. 

Key- words: Orchid; Microalgae; Multiplication; Rooting. 
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INTRODUÇÃO 

A Schomburgkia crispa Lindlley, (Orchidaceae) é uma epífita, encontrada em florestas de 

galeria e matas secas do Cerrado, em lugares bem iluminados no alto das árvores, atingindo de 40-

50 cm de altura e sua flor de 2,5- 3 cm de diâmetro (MENDONÇA et al., 1998). Ela está na lista de 

espécies presumivelmente ameaçadas de extinção dentro da família Orchidaceae para o estado de 

Minas Gerais (FUNDAÇÃO BIODIVERSITAS, 2007). Entretanto, para o estado de Mato Grosso 

do Sul ainda não há informações suficientes para a classificação desta espécie. 

Considerando as dificuldades de propagação natural das orquídeas (RAMOS; CARNEIRO, 

2007), e no sentido de colaborar sobre a redução da pressão predatória sobre as orquídeas, existe a 

necessidade de otimizar sua multiplicação para conservar e reintroduzir as populações em seu 

habitat.  

A micropropagação, por exemplo, é uma técnica que possibilita o cultivo rápido e em larga 

escala de novos genótipos, para a obtenção de plantas livres de doenças e de mudas de espécies 

difíceis de serem propagadas (DAMIANI; SCHUCH, 2008). Na micropropagação os reguladores de 

crescimento são importantes, pois, suprem as deficiências dos teores endógenos do próprio 

explante, estimulando respostas de interesse para diferenciação, crescimento, alongamento e 

multiplicação celular (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).   

A compreensão das proporções dos reguladores de crescimento é essencial para o sucesso 

da micropropagação.  A proporção da interação auxina/citocinina no meio de cultura é determinante 

para a resposta organogênica. Geralmente, um aumento da relação auxina/citocinina induz à 

formação de raiz, enquanto uma redução da relação auxina/citocinina induz à formação de brotos 

(TAKAHASHI, 2002). 

Entre as auxinas, o ácido indol-butirico (AIB) tem sido o mais utilizado pelo fato de não 

causar fitotoxicidade ao explante em uma ampla faixa de concentração (IACONA; MULEO, 2010). 

Diversos trabalhos vêm sendo desenvolvidos com o objetivo de analisar a influência de AIB sobre o 

enraizamento in vitro de orquídeas, como em Dendrobium sabin (RAFIQUE et al., 2012) e 

Oncidium baueri (CAMARGO et al., 2015) e ex vitro em Arundina bambusifolia, Dendrobium 

nobile, e Oncidium sp. (MENGARDA et al., 2013), estes autores não relataram efeitos tóxicos 

decorrente das concentrações de AIB utilizadas. De forma que, menores concentrações de AIB 

promoveram maior desenvolvimento in vitro de raízes em Dendrobium sabin e Oncidium baueri, já 

no cultivo ex vitro a utilização de AIB promoveu enraizamento somente em D. nobile na 

concentração de 1200 mg L-1. 

As citocininas são reguladores de crescimento que exercem importante papel na 

micropropagação, pois influenciam diretamente a expansão foliar, a quebra da dominância apical e 
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a formação de gemas adventícias (POZO et al., 2005). Entre as citocininas, a 6-benzilaminopurina 

(BAP) tem sido a mais indicada para promover a proliferação de partes aéreas e indução de gemas 

adventícias in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Em orquídeas pode-se destacar os 

estudos realizados em Dendrobium (NAMBIAR et al., 2012),  Brassocattleya (CARDOSO; ONO 

2011) e Phalaenopsis (SUBRAMANIAN et al., 2009), os resultados indicaram que a aplicação de 

BAP aumentou a percentagem de inflorescência e contribuiu para o aumento no número de 

brotações, folhas e flores produzidas. 

Entretanto, os reguladores de crescimento apresentam valores extensivamente caros, e 

alcançam valore de US$ 115,00 o grama da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP), a US$ 15,00 o 

grama da auxina ácido indolbutírico (AIB) (SIGMA, 2016). Dessa forma, é necessária a busca de 

meio de cultivo in vitro alternativo, que reduza os custos e favoreçam o desenvolvimento de plantas 

com a mesma qualidade fisiológica das obtidas com o uso de formulações comerciais. 

Uma nova opção de meio alternativo e/ou suplemento para meio de cultivo in vitro, é a 

utilização de microalgas. Estudos recentes detectaram concentrações de auxinas, citocininas, 

giberelinas e brassinosteróides em cepas de microalgas (STIRK et al., 2013a; STIRK et al., 2013b), 

demonstrando potencial biotecnológico para serem aplicadas no cultivo in vitro de plantas 

superiores, uma vez que esses hormônios são essenciais para o desenvolvimento das mesmas.  

Desta forma, considerando o potencial biotecnológico da microalga Chlorella sorokiniana 

e a importância da Schomburgkia crispa, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o 

crescimento de Schomburgkia crispa nas fases de multiplicação e enraizamento in vitro, cultivada 

em meio suplementado pela microalga Chlorella sorokiniana. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho foi realizado no período de julho de 2014 a julho de 2015. Os experimentos 

foram conduzidos no Laboratório de Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de Ciências Biológicas e 

Ambientais, da Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados - MS. O material vegetal foi 

constituído de microplantas de Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae), previamente 

estabelecidas in vitro. Os explantes utilizados consistiram de segmentos caulinares com duas gemas 

laterais e gema apical na fase de multiplicação e quatro gemas laterais e gema apical no 

enraizamento, sendo as folhas mantidas nos segmentos em ambas as fases.  

 



 
 

27 
 

A cepa da microalga Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae) foi adquirida da Fundação 

André Tosello (Ref. 211-32) linhagem e cultivada in vitro no laboratório do Centro de Pesquisa em 

Biodiversidade (CPBio) na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS).  

A microalga foi cultivada em meio sintético NPK (CARVALHO et al., 2012) em 

laboratório, mantida em sistema de cultivo estático não axênico, com aeração constante, 

temperatura ambiente e fotoperíodo controlado (12 h luz / 12 h escuro). Para a preparação da 

solução estoque de NPK, foram adicionados de 0,70 g de adubo químico NPK (20-5-20 g/L-1) para 

cada 1.000 mL de água destilada, sendo a solução esterilizada em autoclave a 121ºC durante 20 

minutos. Utilizou-se 10 mL da solução estoque para 1.800 mL de água destilada e 190 mL de 

amostra de microalga (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003). 

As microalgas foram utilizadas nos experimentos na densidade média de 107 x 105 células 

mL-1. Foram utilizadas a meio cultivado de C. sorokiniana, que é a microalga em seu meio de 

cultivo (água e NPK). E o sobrenadante obtido da centrifugação do meio cultivado das microalgas 

por 5 minutos à 3500 rpm.  

O meio cultivado e o sobrenadante da microalga  C. sorokiniana foram utilizados no 

preparo do meio de cultura WPM (Wood Plant Medium) (LLOYD; MCCOWN, 1980), substituindo 

a água destilada. Também foram avaliados no meio de cultura diferentes concentrações de 

regulador de crescimento. 

Na primeira etapa, que se refere à multiplicação dos explantes de S. crispa, foram 

avaliados três concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP) (0, 2,5 e 5,0 mg L-1) e o meio WPM 

suplementado com meio cultivado e sobrenadante de C. sorokiniana e, testemunha sem 

suplementação de microalgas (Figura 1). 

Na segunda etapa, que se refere ao enraizamento dos explantes de S. crispa, foram testados 

três concentrações de ácido indolbutírico (AIB) (0, 2,5 e 5,0 mg L-1) e o meio WPM suplementado 

com meio cultivado e sobrenadante de C. sorokiniana e, testemunha sem suplementação de 

microalgas (Figura 1). 

Cada etapa foi composta de nove tratamentos, em delineamento inteiramente casualizado. 

Cada tratamento foi constituído de quatro repetições, sendo cada repetição constituída de um frasco 

de cultivo, com cinco explantes cada.  
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Figura 1. Esquema ilustrando os nove tratamentos da primeira etapa do experimento, referente a fase de multiplicação 

in vitro de Schomburgkia crispa em meio WPM (Wood Plant Medium) suplementado com sobrenadante (Sob) e meio 

cultivado (BL) de Chlorella sorokiniana e concentrações de ácido indol-butirico (AIB) ou 6-benzilaminopurina (BAP). 
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Em cada frasco foram adicionados 30 mL do meio WPM preparado de acordo com o 

tratamento e acrescido de 100 mg L-1 mio-inositol e 30 g L-1 de sacarose além do acréscimo dos 

fitorreguladores BAP e AIB, para a multiplicação e o enraizamento, respectivamente, de acordo 

com o tratamento. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,8 antes da inclusão do ágar na 

concentração de 6,0 g L-1. Estes foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5 atm de pressão por 

20 minutos. Os explantes foram transferidos para frascos de vidro transparente com tampa plástica e 

com capacidade de 250 mL 

Após a inoculação, os frascos de cultivo foram transferidos para sala de crescimento com 

temperatura de 25 ± 2°C, com densidade de fluxo de fótons de 45 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 

horas e cultivados por 60 dias. 

 

 

AVALIAÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS 

Após 60 dias de cultivo foram avaliados número de folhas (NF), comprimento de folhas 

(cm) (CF), número de raízes (NR), comprimento das raízes (cm) (CR), número das brotações (NB), 

comprimento das brotações (cm) (CB), massa fresca da parte aérea (mg) (MFPA), massa seca da 

parte aérea (mg) (MSPA), massa fresca do sistema radicular (mg) (MFSR) e massa seca do sistema 

radicular (mg) (MSSR). 

 Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias dos tratamentos 

comparadas pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade de erro, por meio do programa 

estatístico Winstat (MACHADO; CONCEIÇÃO, 2002). 
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RESULTADOS 

 Multiplicação 

 Na fase de multiplicação in vitro de Schombugkia crispa Lindl, de modo geral, os fatores 

estudados exerceram influência significativa (P < 0,5). De acordo com a análise de variância 

(Tabela 1), o meio de cultivo foi significativo a 5% para comprimento de folhas e raízes e para as 

massas fresca e seca da parte aérea. Para o fator concentração de 6- benzilaminopurina (BAP) 

observou-se um efeito significativo (1 e 5%) para a maioria das variáveis estudadas, com exceção 

do comprimento de folhas. A interação dos dois fatores foi observada sobre o número de raízes e 

sobre as massas fresca e seca do sistema radicular. 

 Tabela 1. Resumo da análise de variância durante a etapa de multiplicação in vitro, de Schomburgkia crispa, cultivada 

em meio WPM suplementado com Chlorella sorokiniana e diferentes concentrações de BAP. 
GL- Grau de Liberdade; CV – Coeficiente de variação; NF- número médio de folhas; CF- comprimento médio das 

folhas; NR- número médio de raízes; CR- comprimento médio de raízes; NB- número médio de brotações; MFPA- 

massa fresca da parte aérea; MFSR- massa fresca do sistema radicular; MSPA- massa seca da parte aérea; MSSR- 

massa seca do sistema radicular, 

 **, * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e não significativo, respectivamente, pelo teste F. 

 

Os explantes cultivados em meio sem regulador (BAP) apresentaram maior número e 

comprimento de folhas em comparação ao cultivo em meio contendo regulador. O número de folhas 

foi independente da formulação do meio, já o comprimento da lâmina foliar foi maior em meio 

WPM suplementado com o sobrenadante da microalga Chlorella sorokiniana (Tabela 2). 

Ao contrário do observado nos resultados anteriores, a presença de BAP promoveu maior 

número de brotações. Observou-se que na adição de 5,0 mg L-1 de BAP, o número de 

desenvolvimento das brotações foi superior, sendo observado, o número médio de 1,85 brotos por 

explante (Tabela 2). 

Com relação ao desenvolvimento do sistema radicular, simultâneo a fase de multiplicação, 

explantes cultivados em meio sem adição de regulador apresentaram resultados superiores, sendo 

observada uma média 4,86 de raízes por explante, e 1,68 cm de comprimento.  Porém o meio 

suplementado com o sobrenadante promoveu maior desenvolvimento no número médio de raízes 

(Tabela 3). 

Pode-se dizer que o cultivo em meio WPM com 5,0 mg L-1 de BAP suplementado com 

sobrenadante, favorece o crescimento da parte aérea. Produzindo maior quantidade de biomassa, 

Fonte de 

variação 
GL Quadrados Médios 

  NF CF NR CR NB MFPA MFSR MSPA MSSR 

Meio 2 0.120ns 0.387** 0.705ns 0.355** 0.023ns 122903** 6136ns 2144** 22.86ns 

Concentração 2 1.972** 0.095ns 28.76** 6.480** 2.003** 46211* 898492** 1087** 7040** 

Meio x 

Concentração 
4 0.173ns 0.118ns 5.392* 0.820ns 0.426ns 9885ns 61293** 92.95ns 735.2** 

Resíduo 24 0.301 0.059 1.438 0.055 0.221 8817 2987 137 61.43 

CV%  12.32 31.07 37.32 28.13 32.80 30.47 25.07 25.73 35.53 

Média Geral  4.45 0.78 3.21 0,84 1.43 308 218 45.5 22.05 
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tanto fresca quanto seca, apesar dos fatores estudados meio de cultivo e concentração do regulador 

terem apresentado efeitos isolados (Tabela 4). 

Com relação massa fresca e seca do sistema radicular, observou-se que explantes cultivados 

em meio WPM sem regulador suplementado com sobrenadante das microalgas produziram maior 

quantidade de massa, apresentando uma relação direta com os valores obtidos para o número e 

comprimento de raízes (Tabela 4). 
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Tabela 2. Efeito do meio de cultivo com suplementação de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentrações de BAP sobre o número e comprimento de 

folhas e número de brotações, durante a multiplicação in vitro de Schomburgkia crispa. 

 Número de Folhas  Comprimento de Folhas  Número de Brotações 

 Concentração de BAP (mg L-1) 

 0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd. 

WPM 4,9Aa 4,3Aab 3,7Ab 4,34A  0,68Ba 0,6Aa 0,72ABa 0,7B  1,0Ab 1,4Aab 1,9Aa 1,45A 

WPM+ Sobrenadante 4,9Aa 4,2Aa 4,4Aa 4,54A  1,1Aa 0,8Aa 0,9Aa 0,99A  1Aa 1,7Aa 1,4Aa 1,38A 

WPM+ Meio 

cultivado 
4,9Aa 4,1Aa 4,3Aa 4,47A  0,7ABa 0,7Aa 0,39Ba 0,7B  1,0Ab 1,1Ab 2,2Aa 1,46A 

Média 4,9a 4,3b 4,2b   0,88a 0,76a 0,70a   1,03b 1,41ab 1,85 a  

 

Tabela 3. Efeito do meio de cultivo com suplementação de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentrações de BAP sobre o número e comprimento de raízes 
durante a multiplicação in vitro de Schomburgkia crispa. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4. Efeito do meio de cultivo com suplementação de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentrações de BAP sobre as massas fresca e seca da parte 

aérea e do sistema radicular durante a multiplicação in vitro de Schomburgkia crispa. 

Letras maiúsculas, na coluna, comparam os meios de cultura dentro da mesma concentração de BAP, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. 

Letras minúsculas, na linha, comparam as diferentes concentrações de BAP dentro do meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. 

Letras sobrescritas maiúsculas, na coluna, comparam as médias entre as concentrações de BAP dentro do mesmo meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 

de erro. 

Letras sobrescritas minúsculas, na linha, comparam as médias entre os meios de cultura dentro de diferentes concentrações de BAP, pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade de erro. 

 Número de Raízes  Comprimento de Raízes 

  Concentração de BAP (mg L-1) 

 0 2,5 5,0 Média  0 2,5 5,0 Média 

WPM 5,05ABa 3,17Aab 1,68Ab 3.30A  1,80Aa 0,56ABb 0,35Ab 0,90A 

WPM+ Sobrenadante 5,86Aa 1,82Ab 1,12Ab 2.93 A  
1,57A

a 
0,15Bb 0,2Ab 0,64B 

WPM+ Meio cultivado 3,68Ba 3,91Aa 2,58Aa 3.39 A  1,66Aa 0,78Ab 0,45Ab 0,96A 

Média 4.86 a 2.97 b 1.8 b   1.68 a 0.5 b 0.33 b  

 Massa Fresca da Parte Aérea  Massa Fresca do Sistema Radicular  Massa Seca da Parte Aérea  Massa Seca do Sistema Radicular 

 Concentração de BAP (mg L-1) 

 0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd. 

WPM 200Bb 216Bb 383Aa 266B  557Ba 134Ab 7Ac 233A  31Bb 36Bb 58ABa 42B  52Aa 16Ab 2Aa 23A 

WPM+ Sobrenadante 404Aa 416Aa 450Aa 423A  647Aa 9Bb 3Ab 228A  53Aa 58Aa 68Aa 60A  63Aa 1Bb 0,5Ab 21A 

WPM+ Meio cultivado 246ABb 153Bb 302Aa 234B  361Ca 156Ab 58Ac 192A  31Ba 28Ba 42Ba 34B  32Ba 21Aab 8Ab 20A 

Média 283ab 262b 378a   530a 100b 23c   38b 48 b 56 a   49.5a 13b 3.6c  
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Quanto ao aspecto geral das microplantas, após 60 dias de cultivo (Figura 2), é possível 

observar que os explantes cultivados em meio contendo WPM com a suplementação de microalgas, 

seja na forma de sobrenadante ou meio cultivado, apresentaram raízes mais pigmentadas (verdes), 

independentemente da presença ou ausência de regulador; quanto ao aspecto das brotações, 

explantes cultivados em meio WPM com 5,0 mg L-1 de BAP apresentaram maior número de 

brotações. 
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Figura 2. Aspecto geral das microplantas de Schomburgkia crispa aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella 

sorokiniana como suplemento do meio de cultivo WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980). A-WPM; B-WPM+2,5 mgL-1 

BAP; C-WPM+5,0 mgL-1 BAP; D-WPM+ Sobrenadante; E- WPM+ 2,5 mgL-1 BAP +Sobrenadante; F- WPM+ 5,0 

mgL-1 BAP+ Sobrenadante; G-WPM+ Meio cultivado; H- WPM+2,5 mgL-1 BAP+ Meio cultivado; I- WPM+ 5,0 mgL-1 

BAP +Meio cultivado. 
 

Enraizamento 

Na segunda etapa, durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa, de acordo com 

a análise de variância (Tabela 5) observou-se um efeito significativo do meio de cultivo, das 

concentrações de ácido indolbutírico (AIB) e a interação entre esses fatores. O meio de cultivo 

influenciou o desenvolvimento do número e comprimento de raízes e folhas, bem como o número 

de brotações. Já o uso de AIB nas diferentes concentrações estudadas foi significativo para o 

comprimento de folhas, número de brotações e para a massa fresca e seca do sistema radicular. O 

efeito da interação entre esses fatores durante o enraizamento in vitro foi observado no 

comprimento das folhas, número de brotações e na massa fresca e seca do sistema radicular. 
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Tabela 5. Resumo da análise de variância para as variáveis: GL- Grau de Liberdade; CV – Coeficiente de variação; NF- 

número médio de folhas; CM- comprimento médio das folhas; NR- número médio de raízes; NB- número médio de 

brotações; MFPA- massa fresca da parte aérea; MFSR- massa fresca do sistema radicular; MSPA- massa seca da parte 

aérea; MSSR- massa seca do sistema radicular, durante a etapa de enraizamento in vitro, de Schomburgkia crispa, 

cultivada em meio WPM suplementado com Chlorella sorokiniana e diferentes concentrações de AIB. 

 **, * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e não significativo, respectivamente, pelo teste de Tukey. 

Explantes cultivados em meio WPM com 5,0 mg L-1 de AIB apresentaram maior número e 

comprimento médio de folhas. Entretanto, explantes cultivados em meio WPM com 5,0 mg L-1 de 

AIB suplementado com o sobrenadante apresentaram maior número de folhas (4,9), enquanto que o 

meio WPM com 5,0 mg L-1 de AIB suplementado com meio cultivado apresentou maior 

comprimento médio (2,45cm). Quanto ao número de brotações, explantes cultivados em meio 

WPM sem a adição de regulador apresentaram maior número médio (1,65) (Tabela 6). 

Para o número de raízes, observou-se que explantes cultivados em meio contendo AIB, 

independentemente da concentração (2,5 ou 5,0 mg L-1 de AIB) apresentaram maior número médio, 

quando comparadas ao tratamento sem regulador, assim como para o comprimento médio das 

raízes. Quanto a composição do meio de cultivo, explantes cultivados em meio contendo meio 

cultivado, apresentaram maior número de raízes (5,8). Diferentemente do número raízes, explantes 

cultivados em meio contendo meio cultivado foram os que apresentaram menor comprimento médio 

das raízes, apresentando maior comprimento médio em meio WPM (1,32cm) (Tabela 7). 

Explantes cultivados em meio WPM com 2,5 mg L-1 de AIB suplementado com meio 

cultivado, apresentaram um aumento na massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular, 

quando comparados aos demais tratamentos (Tabela 8). 

Fonte de variação GL Quadrados Médios 

  NF CF NR CR NB MFPA MFSR MSPA MSSR 

Meio 2 1.76* 3.20** 19.80** 0.44** 0.18* 20620 ns 193398ns 895.72ns 1047ns 

Concentração 2 0.84ns 0.81** 2.85ns 0.23ns 0.14* 39068ns 579159** 617ns 4273** 

Meio x 

Concentração 
4 0.73ns 0.45** 1.94ns 0.16ns 0.21** 20791ns 257268* 400.1ns 2587.9** 

Resíduo 24 0.32 0.06 0.86 0.07 0.03 11832 69709 410.33 566.37 

CV%  12.53 16.41 21.42 21.39 17.02 26.64 38.44 31.74 36.33 

Média Geral  4.48 1.43 4.33 1.22 1.09 408.29 686.81 63.81 65.49 
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Tabela 6. Efeito do meio de cultivo com suplementação de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentrações de AIB sobre o número e comprimento de folhas 

e número de brotações, durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa. 

 

Tabela 7. Efeito do meio de cultivo com suplementação de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentrações de AIB sobre o número e comprimento de raízes 

durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa. 

 

 

 

 

Tabela 8. Efeito do meio de cultivo com suplementação de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentrações de AIB sobre as massas fresca e seca da parte 

aérea e do sistema radicular durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa.  

Letras maiúsculas, na coluna, comparam os meios de cultura dentro da mesma concentração de AIB, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. 

Letras minúsculas, na linha, comparam as diferentes concentrações de AIB dentro do meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. 

Letras sobrescritas maiúsculas, na coluna, comparam as médias entre as concentrações de AIB dentro do mesmo meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 

de erro. 
Letras sobrescritas minúsculas, na linha, comparam as médias entre os meios de cultura dentro de diferentes concentrações de AIB, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 

de erro. 

 Número de Folhas  Comprimento de Folhas  Número de Brotações 

 Concentração de AIB (mg L-1) 

 0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd. 

WPM 4,56Aa 4,52Aa 4,8ABa 4,62A  0,88Ba 1,09Ba 1,21Ba 1.06B  1,65Aa 1,05Ab 1 Ab 1.23A 

WPM+ Sobrenadante 4,6 Aa 4,8 Aa 4,9 Aa 4,76A  1,21ABa 1,34Ba 1,07Ba 1.21B  1 Ba 1 Aa 1,15Aa 1.05AB 

WPM+ Meio cultivado 3,43Bb 4,85Aa 3,85Bb 4,04B  1,31 Ab 2,45Aa 2,30Aa 2.02A  1 Ba 1 Aa 1 Aa 1.0B 

Média 4.19 a 4.72 a 4.51a   1.13b 1.63a 1.52a   1.21a 1.01b 1.05ab  

 Número de Raízes  Comprimento de Raízes 

  Concentração de AIB (mg L-1) 

 0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd. 

WPM 2,8Aa 3,73Ba 3,35Ba 3.32B  0,99ABb 1,29Aab 1,68Aa 1.32A 

WPM+ Sobrenadante 4,15Aa 4,15Ba 3,37Ba 3.89B  1,36Aa 1,33Aa 1,35ABa 1.34A 

WPM+ Meio cultivado 4,46Aa 6,53Aa 6,33Aa 5.77A  0,87Ba 1,14Aa 1Ba 1.0B 

Média 3.83b 4.80a 4.35ab   1.07b 1.25ab 1.34a  

 MFPA  MFSR  MSPA  MSSR 

 Concentração de AIB (mg L-1) 

 0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd.  0 2,5 5,0 Méd. 

WPM 350Aa 337Ba 434Aa 374A  366Aa 667Aa 823ABa 619A  53Aa 53Ba 66Aa 58A  40Ab 58Aab 92Aa 64A 

WPM+ 

Sobrenadante 
368Aa 406ABa 414Aa 396A  630Aa 684Aa 508Ba 607A  56Aa 58ABa 64Aa 59A  60Aa 64Aa 45Ba 56A 

WPM+ 

Meio cultivado 
310Ab 560Aa 493Aab 454A  303Ab 1123Aa 1073Aa 833A  56Aa 90Aa 74Aa 73A  30Ab 100Aa 96Aa 75A 

Média 342 a 434 a 447a   433b 825a 801a   55a 67 a 68 a   43b 74a 78a  
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Quanto ao aspecto geral das microplantas na fase de enraizamento, após 60 dias de cultivo 

(Figura 3), é possível observar que os explantes cultivados em meio contendo WPM e WPM com 

meio cultivado, na presença e ausência de regulador apresentaram raízes mais desenvolvidas 

quando comparadas aos explantes cultivados em meio WPM com sobrenadante na presença e 

ausência de regulador. 
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Figura 3. Aspecto geral das microplantas de Schomburgkia crispa aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella 

sorokiniana como suplemento do meio de cultivo WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980). A-WPM; B-WPM+2,5 mgL-1 

AIB; C-WPM+5,0 mgL-1 AIB; D-WPM+ Sobrenadante; E- WPM+ 2,5 mgL-1 AIB +Sobrenadante; F- WPM+ 5,0 mgL-

1 AIB + Sobrenadante; G-WPM+ Meio cultivado; H- WPM+2,5 mgL-1 AIB + Meio cultivado; I- WPM+ 5,0 mgL-1 AIB 

+Meio cultivado. 

 

DISCUSSÃO 

As citocininas exercem importante papel na micropropagação, pois influenciam 

diretamente a expansão foliar, a superação da dominância apical e a formação de gemas adventícias 

(POZO et al., 2005). Neste experimento, o efeito das citocininas sobre a expansão foliar não foi 

observado. Porém houve um aumento significativo do número de brotações em explantes cultivados 

em meio contendo BAP, principalmente na concentração de 5,0 mg L-1.  

De modo geral, o desenvolvimento de novas brotações causou a redução do crescimento 

foliar e simultaneamente a diminuição do número de folhas. A redução do crescimento foliar pode 

ser explicada pelo fato da indução e crescimento de um novo broto atuar como um dreno, desviando 

fotoassimilados que poderiam ser utilizados na expansão foliar. Por sua vez, ao aumentar o número 

de brotações, seria esperado o aumento concomitante do número de folhas. Porém, neste caso é 
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importante enfatizar que todos os protocormos formados foram avaliados como brotações, 

independentemente do estágio e da presença de folhas. 

Para a multiplicação de Schomburgkia crispa tendo como objetivo a obtenção de maior 

número de brotações indica-se o uso do meio de cultura WPM e 5,0 mg L-1 de BAP. Pois quanto 

maior o número de brotos obtidos, maior o percentual de clones (mudas) produzidos. 

Na preparação dos brotos para a fase de enraizamento indica-se a transferência do WPM 

com 5,0 mg L-1 de BAP para o meio WPM suplementado com sobrenadante sem a adição de 

regulador de crescimento, pois nesta condição de cultivo as microplantas apresentam maior vigor e 

produção de biomassa, além de apresentarem maior crescimento foliar, o que aumenta a área 

fotossintetizante, e como consequência melhorando a qualidade fisiológica da planta para a fase de 

enraizamento e mudança do estado mixotrófico para autotrófico.  

É preciso considerar que na multiplicação in vitro o principal objetivo é produzir o maior 

número possível de propágulos geneticamente uniformes e que possam vir a serem enraizados na 

fase seguinte (CANHOTO, 2010). Conforme observado neste experimento, devido a ocorrência de 

enraizamento em S. crispa durante a fase de multiplicação, pode-se suprimir a fase seguinte 

(enraizamento), considerando que a microplanta produzida já está completa para o processo de 

aclimatação. O enraizamento in vitro é de grande importância econômica, de conservação e de 

preservação de espécies já que aumenta a taxa de sobrevivência das mudas quando estas passam 

para a fase de aclimatização. 

No entanto é importante enfatizar que a aplicação da técnica de micropropagação na 

grande maioria dos casos tem como principal objetivo a produção de mudas em larga escala. Desta 

forma, o enraizamento direto, ainda na fase de multiplicação, inviabiliza ou reduz de forma 

considerável a obtenção de mudas em larga escala. Outro fator limitante do enraizamento 

simultâneo a multiplicação é que para a formação de raízes durante esta fase haverá uma divisão 

dos fotoassimilados entre parte aérea e sistema radicular, e como consequência a redução do 

número e crescimento das brotações. 

A indução e o crescimento radicular são dependentes da presença de auxinas, enquanto que 

a indução e crescimento de gemas adventícias são controladas pela ação de citocininas (TAIZ; 

ZEIGER, 2009), sendo estes efeitos regulados endogenamente pelo balanço hormonal 

auxina/citocinina. Um aumento dessa relação induz à formação de raiz, enquanto uma redução 

induz à formação de brotos (TAKAHASHI, 2002).  

De acordo com os resultados obtidos, fica claro que a presença de AIB no meio de cultivo 

aumentou a relação auxina/citocinina, principalmente quando o meio foi suplementado com meio 

cultivado de C. sorokiniana, induzindo a formação de maior número de raízes. Na presença de BAP 
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houve um aumento na relação citocinina/auxina, promovendo o desenvolvimento de maior número 

de brotos. 

Os resultados obtidos neste trabalho são relevantes considerando a escassez de trabalhos 

sobre a espécie de orquídea apresentado e sobre o tipo de tecnologia empregada na utilização da 

microalga. Dentre os trabalhos encontrados, podemos citar Sousa et al., (2007) que analisaram a 

contaminação microbiana na propagação in vitro e Souza et al., (2014) que analisaram o uso 

antioxidantes e ausência de luz no desenvolvimento in vitro de Schomburgkia crispa. No entanto 

não é possível comparar os resultados encontrados nestes experimentos, pois os fatores estudados e 

as variáveis analisadas foram diferentes. 

 

CONCLUSÃO 

Para a multiplicação de Schomburgkia crispa tendo como objetivo a obtenção de maior 

número de brotações indica-se o uso do meio de cultura WPM com 5,0 mg L-1 de BAP. Para maior 

desenvolvimento da parte aérea, obtendo-se maiores valores de massa fresca, indica-se o uso do 

meio de cultura WPM com 5,0 mg L-1 de BAP suplementado com o sobrenadante de Chlorella 

sorokiniana. 

Para a preparação dos brotos para a fase de enraizamento indica-se a transferência do 

WPM com 5,0 mg L-1 de BAP para o meio WPM suplementado com sobrenadante sem a adição de 

regulador de crescimento.  

Para o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa sugere-se o uso do meio WPM com 

2,5 mg L-1 de AIB suplementado com meio cultivado.  

Dessa forma, o desenvolvimento de Schomburgkia crispa foi beneficiado pelo cultivo in 

vitro em meio contendo a microalga Chlorella sorokiniana, tanto na forma de sobrenadante como 

de meio cultivado. 
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CAPÍTULO II: Cultivo in vitro de Schomburgkia crispa (Orchidaceae) em meio alternativo à base 

de Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae) 
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RESUMO 

Diversos meios de cultivo alternativos têm sido utilizados no estudo do cultivo in vitro de orquídeas. Neste 

trabalho foi avaliado o desempenho de Schomburgkia crispa Lindlley, durante a micropropagação in vitro, 

quando cultivada em meio alternativo à base da microalga Chlorella sorokiniana. Dessa forma os explantes 

foram testados em cinco fatores: somente meio WPM;  meio WPM com sobrenadante de C. sorokiniana; 

meio WPM com meio cultivado de C. sorokiniana sobrenadante com ágar e meio cultivado com o ágar. 

Explantes de S. crispa cultivado em meio com sobrenadante e/ou meio cultivado da microalga C. 

sorokiniana apresentaram resultados semelhantes aos cultivados em meio WPM. Assim, é possível inferir 

sobre a utilização eficiente da microalga C. sorokiniana como meio alternativo ao meio WPM durante o 

cultivo in vitro de S. crispa. 

 

Palavras-chave: Orquídea; Microalga; Micropropagação; Wood Plant Medium (WPM). 

 

ABSTRACT 

Different alternative culture medias have been used to study the orchid cultivation in vitro. In this work we 

evaluated the micropropagation in vitro of Schomburgkia crispa Lindlley grown in alternative medium 

enriched with microalgae Chlorella sorokiniana. Thus, the explants were tested on five factors: only WPM; 

WPM medium with supernatant of C. sorokiniana; WPM with liquid biomass of C. sorokiniana; supernatant 

of C. sorokiniana with agar; and liquid biomass of C. sorokiniana with the agar. S. crispa explants cultured in 

media containing supernatant and / or liquid biomass of microalgae C. sorokiniana showed similar results to 

those grown in WPM. Thus, it is possible to infer about the efficient use of microalgae C. sorokiniana as an 

alternative means to WPM during in vitro culture of S. crispa. 

 

Key-words: Orchid; Microalgae; Micropropagation; Wood Plant Medium (WPM). 
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INTRODUÇÃO 

Para que a produção de mudas por técnicas de cultivo in vitro seja viável comercialmente, 

é necessária a busca de meios de cultivo alternativos às formulações comerciais, a fim de reduzir os 

custos. Além disso, os meios alternativos devem favorecer o desenvolvimento de mudas com a 

mesma qualidade fisiológica das obtidas com o uso de formulações comerciais. Os meios de cultivo 

comumente utilizados, como exemplo, o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD; 

MC COWN, 1980), apresentam valores extensivamente caros, em média US$ 55,00 a 70,00 para 

produzir 10 L de meio de cultivo (SIGMA, 2016). 

A micropropagação é uma técnica de cultivo in vitro que tem sido empregada para a 

propagação de plantas, pois possibilita o cultivo rápido e em larga escala de novos genótipos, a 

obtenção de plantas livres de doenças e a obtenção de mudas de espécies difíceis de serem 

propagadas por outros métodos (DAMIANI; SCHUCH, 2008). 

Um meio de cultura específico é identificado para cada espécie pela composição e 

concentração de sais minerais, vitaminas, reguladores de crescimento e outros suplementos 

orgânicos (VENTURA et al., 2002). Diversos meios de cultura alternativos e de baixo custo têm 

sido testados na propagação in vitro de orquídeas. São exemplos a utilização polpas de banana, 

tomate, chuchu, mamão, coco e fertilizante (NPK). No entanto, os meios que promoveram melhores 

resultados em orquídeas foram aqueles que utilizaram polpa de banana juntamente com o 

fertilizante (NPK) (STANCATO et al., 2008; SU et al., 2012; SOUZA et al., 2013; FAVETTA et 

al., 2014). Isso indica a necessidade de novos estudos que viabilizem meios alternativos para 

específicos para determinadas espécies de orquídeas. 

Uma nova opção de meio alternativo para meio de cultivo in vitro pode estar nas 

microalgas, devido à sua elevada produtividade e termo resistência, capacidade de produzir um uma 

variedade de lipídios, polissacáridos e outros produtos celulares (CAZZANIGA et al., 2014), que 

são essenciais para o desenvolvimento das plantas. Entre as microalgas, a Chlorephyceae Chlorella 

sorokiniana têm se destacado pela elevada produtividade, tolerância a altas temperaturas e produção 

de compostos essenciais para o desenvolvimento das plantas (BASHAN et al., 2016; NEOFOTIS et 

al., 2016; STIRK et al., 2013a; STIRK et al., 2013b). 

Dentre as espécies de orquídeas, a Schomburgkia crispa Lindlley se destaca pela beleza, 

rusticidade, raridade em algumas regiões e ausência de estudos que viabilizem sua 

micropropagação. Ela é uma epífita encontrada em florestas de galeria e matas secas do cerrado, em 

lugares bem iluminados no alto das árvores, atingindo de 40-50 cm de altura e sua flor de 2,5- 3 cm 

(MENDONÇA et al., 1998). Esta espécie está na lista de espécies presumivelmente ameaçadas de 
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extinção dentro da família Orchidaceae para o estado de Minas Gerais (FUNDAÇÃO 

BIODIVERSITAS, 2007). Entretanto, para o estado de Mato Grosso do Sul ainda não há 

informações suficientes para a classificação desta espécie.  

Desta forma, este trabalho foi desenvolvido com o intuito de avaliar o desenvolvimento de 

Schomburgkia crispa durante a micropropagação in vitro com o uso da microalga Chlorella 

sorokiniana como meio de cultivo alternativo em detrimento do meio comercial Wood Plant 

Medium (WPM). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de 

Ciências Biológicas e Ambientais, da Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados - MS. 

O material vegetal foi constituído de microplantas de Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae), 

previamente estabelecidas in vitro. 

As microalgas foram obtidas de cultivos in vitro realizados no laboratório do Centro de 

Pesquisa em Biodiversidade (CPBio), Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS). As 

cepas da microalga Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae) foram cedidas pelo Instituto André 

Tosello (Ref. 211-32). 

A microalga foi cultivada em meio sintético NPK (CARVALHO et al., 2012) em 

laboratório, mantidas em sistema de cultivo estático não axênico, com aeração constante, 

temperatura ambiente e fotoperíodo (12 h luz / 12 h escuro). Elas foram utilizadas nos experimentos 

na densidade média de 108 x 105 células mL-1.  

Na preparação dos meios de cultura foram utilizados o sobrenadante e a meio cultivado de 

Chlorella sorokiniana em quatro tratamentos (Figura 1). No primeiro tratamento foi utilizado o 

sobrenadante com WPM (Wood Plant Medium – LLOYD; MCCOWN, 1980); no segundo 

tratamento foi utilizado a biomassa liquida com WPM; no terceiro tratamento foi utilizado o 

sobrenadante com o agente gelificante Agar; no quarto tratamento foi utilizada a meio cultivado 

com o agente gelificante Agar. Também foi utilizado um controle com WPM e água destilada. Para 

obtenção do sobrenadante a meio cultivado das microalgas, ou seja, as microalgas em seu meio de 

cultivo foram centrifugadas por 5 minutos à 3500 rpm. 

Os experimentos totalizaram quatro tratamentos e um controle, em delineamento 

experimental inteiramente casualizado. Cada tratamento foi constituído de quatro repetições, sendo 

cada repetição constituída de um frasco de cultivo, com cinco explantes cada. Os explantes 

utilizados consistiram de segmentos caulinares com 2 gemas laterais e gema apical, sendo as folhas 

mantidas nos segmentos (Figura 1). 
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Figura 1. Esquema ilustrativo dos cinco tratamentos referentes a micropropagação in vitro de Schomburgkia crispa em 

meio WPM (Wood Plant Medium) suplementado com sobrenadante (Sob) e meio cultivado (BL), e sobrenadante e 

meio cultivado de Chlorella sorokiniana acrescidos de agente gelificante (Ágar). 

 

Os explantes foram transferidos para frascos de vidro transparente com tampa plástica e 

com capacidade de 250 mL, em cada frasco foram adicionados 30 mL do meio WPM, que com 

exceção do meio formulado somente com sobrenadante e/ou meio cultivado foram acrescidos de 

100mg L-1 mio-inositol e 30g L-1 de sacarose. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,8 antes da 

inclusão do ágar na concentração de 6,0g L-1, estes foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5 

atm de pressão por 20 minutos.  

Após a inoculação, os frascos de cultivo foram transferidos para sala de crescimento com 

temperatura de 25 ± 2°C, com densidade de fluxo de fótons de 45 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 

horas, e cultivados por 60 dias. 

 

AVALIAÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS 

Aos 60 dias de cultivo foram avaliados, o número de folhas (NF), comprimento de folhas 

(cm) (CF), o número de raízes (NR) e comprimento das raízes (cm) (CR), o número das brotações 

(NB) e comprimento das brotações (cm) (CB), a massa fresca da parte aérea (mg) (MFPA), massa 

seca da parte aérea (mg) (MSPA), a massa fresca do sistema radicular (mg) (MFSR) e a massa seca 

do sistema radicular (mg)  (MSSR). 

 Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias dos tratamentos 

comparadas pelo teste de Duncan em nível de 5% de probabilidade de erro, por meio do programa 

estatístico Winstat (MACHADO; CONCEIÇÃO, 2002). 
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RESULTADOS  

De acordo com a análise de variância, os tratamentos com diferentes formulações do meio 

de cultivo exerceram influências significativas sobre o número médio de raiz e massa da matéria 

seca do sistema radicular (Tabela 1). Para as demais variáveis, os valores observados não diferiram 

entre os tratamentos.   

Tabela 1. Resumo da análise de variância para as variáveis: NF - número de folhas; CM - comprimento das folhas; NR 

- número de raízes; NB - número de brotações; MFPA - Massa fresca da parte aérea; MFSR - Massa fresca do sistema 

radicular; MSPA - Massa seca da parte aérea; MSSR - Massa seca do sistema radicular, durante a micropropagação in 

vitro, de Schomburgkia crispa, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. CV – Coeficiente de 

variação; GL- Grau de Liberdade. 

 

Fonte de 

variação GL Quadrados Médios 

  NF CF NR CR NB MFPA MFSR MSPA MSSR 

Meio 4 0,014ns 0,002ns 0,066* 0,126 ns 0,001 ns 4279,4 ns 44462,7ns 100,7 ns 786,6** 

Resíduo 12 0,012 0,012 0,019 0,137 0,001 5999,1 24895,7 86,5 139,9 

CV%  4,97 15,73 6,89 22,02 3,22 27,52 35,37 27,04 32,18 

Média Geral  2,23 0,71 2,02 1,68 1,23 281,4 446 34,4 36,75 
 

**, * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e não significativo, respectivamente, pelo teste 

F.DERF8GVC X = Taxa de multiplicação, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado 

obtidos do cultivo de C. sorokiniana em meio líquido.  

Quanto ao número e comprimento médio de folhas por explante (Figura 2), os resultados 

obtidos demonstraram que o meio de cultura, independentemente da formulação, não exerceu 

influência sobre estas variáveis, uma vez que não foram observadas diferenças significativas entre 

os tratamentos por meio do teste de comparação de médias aplicado ( 2,23 e 0,71, respectivamente). 
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Figura 2. Efeito do meio de cultivo sobre o número e o comprimento médio das folhas de Schomburgkia crispa, aos 60 

dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. NF = número médio de folhas, 

CF = Comprimento médio de folhas, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado obtidos 

do cultivo de C. sorokiniana em meio líquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem entre si pelo teste 

de Duncan a 5% de probabilidade de erro. 
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Com relação ao número médio de raízes observou-se uma diferença significativa entre os 

tratamentos (Figura 3). Explantes cultivados em meio WPM e em WPM suplementado com 

sobrenadante ou meio cultivado de microalgas apresentaram maior número de raízes em 

comparação com explantes cultivados em meio contendo somente a meio cultivado. Também foi 

verificado um valor intermediário para os explantes cultivados em meio formulado com o 

sobrenadante das microalgas. Por outro lado, diferente do número de raízes, o comprimento das 

raízes não foi influenciado pela formulação do meio de cultura, não sendo observada diferença 

significativa entre os tratamentos.  

WPM WPM+Sob WPM+BL Sob BL

NR 2,11 2,08 2,14 1,93 1,84

CR 1,85 1,49 1,87 1,65 1,53
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Figura 3. Efeito do meio de cultivo sobre o número e o comprimento médio das raízes de Schomburgkia crispa, aos 60 

dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. NR = Número médio de raízes, 

CR = Comprimento médio de raízes, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado obtidos 

do cultivo de C. sorokiniana em meio líquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem entre si pelo teste 

de Duncan a 5% de probabilidade de erro. 

 

Para o número médio de brotações (Figura 4), as médias obtidas não apresentaram diferença 

significativa entre os tratamentos.  

WPM WPM+Sob WPM+BL Sob BL

NB 1,22 1,24 1,26 1,22 1,22
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Figura 4. Efeito do meio de cultivo sobre o número médio de brotações de Schomburgkia crispa, aos 60 dias de cultivo 

in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. NB = Número médio de brotações, WPM = 

Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado obtidos do cultivo de C. sorokiniana em meio 
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líquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de 

erro. 
 

Quanto à massa da matéria fresca e seca da parte aérea e a massa fresca do sistema radicular 

(Figura 5) não foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos. No entanto, a massa 

seca do sistema radicular foi significativamente influenciada pelo meio de cultivo. Semelhante ao 

número de raízes, explantes cultivados em meio WPM e em WPM suplementado com meio 

cultivado apresentaram maiores valores de massa seca.  

WPM WPM+Sob WPM+BL Sob BL

MFPA 247,25 307,75 297 310,25 244,75

MSPA 36,75 40,25 36,25 31,25 27,5

MFSR 560,25 310,75 543 428,25 387,75

MSSR 54,25 37,25 46,5 23 22,75
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Figura 5. Efeito do meio de cultivo sobre a massa da matéria fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular de 

Schomburgkia crispa, aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. 

MFPA = Matéria fresca da parte aérea, MFSR = Matéria fresca do sistema radicular, MSPA = Matéria seca da parte 

aérea, MSSR = Matéria seca do sistema radicular, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio 

cultivado obtidos do cultivo de C. sorokiniana em meio líquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem 

entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro. 

 

 Quanto ao aspecto geral das microplantas (Figura 6), é possível observar que os explantes 

cultivados em meio contendo WPM e WPM suplementado com microalgas, seja na forma de 

sobrenadante ou de meio cultivado, as raízes desenvolvidas foram mais alongadas e menos 

espessas.  Em meio contendo somente sobrenadante ou meio cultivado, as raízes foram mais curtas 

e mais espessas. Com relação ao aspecto das brotações, pode-se observar que em explantes 

cultivados em meio WPM suplementado com sobrenadante, os brotos apresentaram maior número 

de entrenós, folhas mais pigmentadas e com o limbo mais espesso.  
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Figura 6. Aspecto geral das microplantas de Schomburgkia crispa aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella 

sorokiniana como suplemento e/ou meio. WPM = Wood Plant Medium. 

 

DISCUSSÃO 

A utilização da microalga C. sorokiniana de forma isolada como sobrenadante e meio 

cultivado promoveram o desenvolvimento in vitro dos explantes de S. crispa semelhantes aos 

cultivados em meio WPM. No entanto foi observada uma exceção para as variáveis número de 

raízes e massa da matéria seca radicular que apresentaram menores médias quando cultivados no 

meio contendo somente meio cultivado. 
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As microalgas são ricas em diversos micro e macro nutrientes, Henrikson (2009) 

caracterizou o gênero Chlorella sendo composto por 60% de proteínas, 18 % de carboidratos, 10% 

de lipídios, 7% de minerais e 5% de umidade, vitaminas como Beta caroteno, Vitaminas C, 

Vitamina E, Vitamina B6, Vitamina B12, Tiamina (B1), Riboflavina (B2) e Ácido Nicotínico, além 

de minerais como Cálcio, Ferro, Magnésio Sódio, Potássio, Fósforo, Zinco. Os macronutrientes 

nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, e magnésio, possuem função estrutural nas plantas, enquanto 

que o ferro, manganês e zinco, são micronutrientes que fazem parte das enzimas e têm função 

reguladora.  

É importante salientar que as microalgas também podem beneficiar o crescimento das 

plantas, devido à produção de metabólitos secundários, com atividade hormonal, semelhante aos 

reguladores de crescimento geralmente utilizados nos meios de cultura. Neste sentido, estudos 

prévios conduzidos por Stirk et al., (2013a) e Stirk et al., (2013b), comprovaram a existência em 

microalgas, de auxinas, citocininas, giberelinas e brassinosteróides, além das substâncias como 

vitaminas, aminoácidos e polipeptídios (MOSTAFA, 2012), essenciais para o desenvolvimento in 

vitro vegetal.  

Outros autores também têm tido bons resultados utilizando as microalgas como suplemento 

do meio de cultura in vitro de milho (JAGER et al., 2010), pera, tabaco e beterraba (MOLNAR; 

ORDOG, 2005) e de orquídeas  (VIRÁG et al., 2011). 

Considerando que para a maioria das variáveis estudadas não houve diferenças 

significativas entre as médias observadas nos diferentes meios de cultivo testados, é possível 

conjecturar que a formulação comercial de meio de cultivo, neste caso, WPM, possa ser substituída 

pelo uso de meio alternativo da microalga C. sorokiniana, quer seja sobrenadante ou a meio 

cultivado para o cultivo in vitro de S. crispa.  

Porém, recomenda-se o uso da biomassa liquida como meio alternativo pois para a 

obtenção do sobrenadante é necessário a utilização de uma centrífuga, o que acarreta no aumento do 

custo da produção das microplantas em escala comercial. 

 

CONCLUSÃO 

O cultivo in vitro de S. crispa pode ser realizado em meio alternativo à base de 

sobrenadante e meio cultivado da microalga C. sorokiniana em detrimento do meio WPM durante, 

sem que se perca a qualidade das plântulas. 
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