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MEIOS DE CULTIVO E SISTEMAS DE MICROPROPAGACAO NO
CRESCIMENTO IN VITRO E ESTABELECIMENTO EX VITRO DE
ORQUIDEAS NATIVAS DO CERRADO

RESUMO GERAL

A familia Orchidaceae possui grande representatividade no Cerrado brasileiro, no
entanto, a beleza e diversidade de suas flores faz com que algumas espécies sofram coleta
predatéria. Uma forma de diminuir a vulnerabilidade dessas orquideas devido ao
extrativismo € a producdo comercial. Assim, objetivou-se avaliar a producdo e
conservacao de trés espécies nativas do Cerrado, por meio de técnicas de cultivo in vitro.
Para atingir o objetivo proposto foram realizados dois experimentos independentes: 1-
objetivou-se avaliar o crescimento in vitro e o estabelecimento ex vitro de Cattleya
nobilior Rchb.f., Cattleya walkeriana Gardner e Schomburgkia crispa Lindl. cultivadas
por diferentes sistemas de sistema de cultivo in vitro mixotréfico que permite trocas
gasosas, utilizando meios de cultivo suplementados com diferentes materiais organicos
(1- MS; 2- MS + polpa de banana (PB); 3- MS + agua de coco (AC); 4- MS + farinha de
banana (FB); 5- MS + PB + AC ou 6- MS + FB + AC). Para C. nobilior, o0 meio MS
combinado com polpa de banana e 4gua de coco proporcionou 0 maior crescimento in
vitro e estabelecimento ex vitro das plantas. Para C. walkeriana, o cultivo em meio MS
suplementado com &gua de coco foi favoravel para o crescimento in vitro e aclimatizacdo
das mudas. Para S. crispa, 0 meio de cultivo que favoreceu tanto o crescimento in vitro
qguanto a aclimatizacdo das plantas foi o MS suplementado com polpa de banana. 2-
objetivou-se avaliar o crescimento in vitro e o estabelecimento ex vitro de plantas de C.
nobilior cultivadas em diferentes sistemas de micropropagacao (1- sistema convencional
(SC) ou 2- biorreator de imersdo temporaria (BIT)) e meios de cultivo (1- MS; 2- MS +
polpa de banana (PB); 3- MS + &gua de coco (AC) ou 4- MS + PB + AC). O cultivo em
biorreator de imerséo temporaria utilizando meio MS suplementado com polpa de banana
promoveram crescimento, tanto no cultivo in vitro quanto na aclimatizacdo das mudas.
Dessa forma, recomenda-se o cultivo em biorreator utilizando o meio MS + PB tanto para
0 crescimento in vitro quanto para o estabelecimento ex vitro de C. nobilior.

Palavras chaves: Orchidaceae, Biorreator, Producéo.



Vi

CULTIVATION MEDIUM AND MICROPROPAGATION SYSTEMS IN THE
IN VITRO GROWTH AND EX VITRO ESTABLISHMENT OF ORCHIDS
NATIVE OF THE CERRADO

ABSTRACT

The Orchidaceae family has great representation in the Brazilian Cerrado, however, the
beauty and diversity of its flowers makes some species suffer predatory collection. One
way to reduce the vulnerability of these orchids due to extractivism is commercial
production. Thus, the objective was to evaluate the production and conservation of three
native species from the Cerrado, through in vitro cultivation techniques. Two experiments
were carried out at the Laboratory of In vitro Cultivation of Flowers and Ornamental
Plants, one of them in partnership with the Laboratory of Biotechnology and Genetic
Improvement of Sugarcane, both from the Faculty of Agricultural Sciences (FCA) of the
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). The first experiment aimed to
evaluate the in vitro growth of Cattleya nobilior Rchb.f., Cattleya walkeriana Gardner
and Schomburgkia crispa Lindl., cultivated by different systems of myxotrophic in vitro
culture system that allows gas exchange, using culture media supplemented with different
organic materials without addition sucrose (1) MS; 2) MS + banana pulp (PB); 3) MS +
coconut water (AC); 4) MS + banana flour (FB); 5) MS + PB + AC; 6) MS + FB + AC),
as well as ex vitro establishment. For C. nobilior, the MS medium combined with banana
pulp and coconut water provided the greatest in vitro growth and ex vitro establishment
of the plants. For C. walkeriana, the cultivation in MS medium supplemented only with
coconut water was favorable for the in vitro growth and acclimatization of the seedlings.
For S. crispa, the culture medium that favored both in vitro growth and acclimatization
of plants was MS supplemented with banana pulp. The second experiment aimed to
evaluate the in vitro growth of C. nobilior cultivated in different micropropagation
systems (1) conventional system (SC); 2) temporary immersion bioreactor (BIT)) and
culture media (1) MS; 2) MS + banana pulp (PB); 3) MS + coconut water (AC); 4) MS +
PB + AC), in addition to the ex vitro establishment of plants from in vitro cultivation.
Cultivation in a temporary immersion bioreactor using MS medium supplemented with
banana pulp promoted growth, both in in vitro cultivation and in the acclimatization of
seedlings. In this way, cultivation in a bioreactor using MS + PB medium is recommended
both for in vitro growth and for the ex vitro establishment of C. nobilior.

Keywords: Orchidaceae, Bioreactor, Production.



INTRODUCAO GERAL

A producéo de flores e plantas ornamentais € uma das atividades mais lucrativas
no agronegdcio brasileiro, com maior concentracdo no estado de Sdo Paulo (48,9%),
principalmente ao redor dos municipios de Atibaia e Holambra (JUNQUEIRA e PEETZ,
2018). As orquideas se encontram entre as mais apreciadas pelos consumidores e
apresentam alto valor agregado, podendo ser comercializadas em vasos ou na forma de
flores de corte para decoragdo, destacando-se como plantas ornamentais que mais
contribuem com a economia brasileira (FARIA e COLOMBO, 2015; HUNHOFF et al.,
2016; SCHOENMAKER, 2017).

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae, considerada uma das maiores e
mais diversificadas dentre as Angiospermas (CHASE et al., 2015; THE PLANT LIST,
2021). De acordo com a Flora do Brasil em Construcdo (2021), o Brasil apresenta 2.692
espécies registradas, sendo 1.490 endémicas, distribuidas principalmente na Mata
Atlantica, Amazonia e Cerrado.

Esta familia é a terceira mais representativa do Cerrado, sendo composta, neste
bioma, por 642 espécies (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021). Dentre as
espécies que encontram-se nessas areas estdo Cattleya nobilior Rchb.f., Cattleya
walkeriana Gardner e Schomburgkia crispa Lindl. A Cattleya nobilior Rchb.f. é uma
planta epifita ou rupicola, nativa, neotropical e bastante cultivada devido a beleza de suas
flores. Possui aproximadamente 10-20 cm de altura, apresenta inflorescéncias,
geralmente contendo de uma a trés flores, com coloracdo rosa/escuro ou rosa claro/lilas
(Figura 1) e com durabilidade relativamente longa (BFG, 2018). Por essas caracteristicas,
a espécie vem sendo coletada de maneira irregular para fins de comercializagdo, o que
pode acarretar numa categoria de ameaca em um futuro proximo (BIANCHETT], 2007;
SILVA et al., 2009; CNCFlora, 2012a).



FIGURA 1. Cattleya nobilior Rcbh.f., aspecto morfoldgico da flor. Foto: Sorgato, J. C.
2018.

A Cattleya walkeriana Gardner € uma orquidea com habito epifitico ou rupicola,
nativa e endémica do Brasil. Ocorre em diferentes ambientes como floresta rupicola,
estacional semidecidual e cerraddo (CNCFlora,2012b), sendo uma espécie de pequeno
porte (pseudobulbos até 10 cm) (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021). Suas
flores possuem uma coloracao rosa escuro a claro (Figura 2) (ARAUJO 2017) e apresenta
elevado valor ornamental, sendo considerada vulneravel pela Lista Vermelha da Flora do
Brasil devido & coleta indiscriminada (CNCFlora,2012b).

FIGURA 2. Cattleya walkeriana Gardner, aspecto morfolégico da flor. Foto: Ribeiro,
L. M. 2018.



Ja a Schomburgkia crispa Lindl., € uma epifita encontrada tanto em matas ciliares
quanto em matas secas do Bioma Cerrado (OSTETTO, 2015; BARROS et al., 2018), com
pseudobulbos bifoliados com comprimento de 8 a 10 cm. Além do potencial ornamental
(SORGATO et al., 2021a), S. crispa apresenta propriedades medicinais e farmacoldgicas,
devido a presenca de um composto denominado acido crispoico que, segundo Belloto et

al. (2017) tem potencial anticarcinogénico (Figura 3).

FIGURA 3. Schomburgkia crispa Lindl., aspecto morfoldgico da flor. Foto: Sorgato,
J. C. 2019.

Essas plantas possuem o ciclo de vida altamente especializado, o que difere da
maioria das familias botanicas. Em seu hébitat, as sementes de orquideas apresentam
dificuldade em sua germinacdo, pois as mesmas ndo possuem reservas nutritivas
suficientes (SOARES et al., 2017), o que somado a coleta indiscriminada, pode resultar
na vulnerabilidade dessa familia (FARIA et al., 2012).

A propagacdo sexuada de espécies de orquideas em ambiente natural é lenta,
apresentando uma baixa taxa de germinacdo de sementes (2 a 3%), dependentes de
associacao simbiotica com fungos micorrizicos (CORRIE e TANDON, 1993). Desse
modo, uma alternativa bastante estudada afim de reduzir tais problemas ¢é o cultivo in
vitro (ARAUJO, et al., 2009; SILVA et al., 2016a). As espécies vegetais podem ser
propagadas in vitro de duas maneiras, sendo por via seminifera, que apresenta grandes
variagOes devido a segregacdo e recombinacao génica, ou por via vegetativa, baseada na
capacidade de regeneracdo de parte da planta a partir de explantes (BOWMAN e
ALBRECHT, 2017; ESKANDARI et al., 2017), sendo que para as especies nativas, a via

seminifera garante a variabilidade genética necessaria no ambiente natural.



As técnicas de propagacao in vitro apresentam inumeras vantagens. Além da
obtencdo de um grande nimero de mudas em um curto espaco de tempo, possuem
capacidade de produzir plantas isentas de pragas e doencas, podendo propagar em
qualquer época do ano devido as condicdes laboratoriais serem controladas (VIJENDRA
et al., 2017). Nesse sentido, vem sendo utilizado diferentes sistemas de cultivo para
obtengdo de mudas em larga escala, tais como o sistema convencional e os biorreatores,
destacando-se principalmente os biorreatores de imersdo temporaria.

Os sistemas convencionais de propagacdo in vitro, denominados heterotréficos,
utilizam frascos que ndo possibilitam trocas gasosas, uma vez que sdo vedados, nos quais
0 meio de cultivo é suplementado com uma fonte de carbono que é a Unica fonte de
energia para o desenvolvimento da planta (SILVA et al., 2019). E esse sistema apresenta
alta umidade e baixa irradiancia, fatores responsaveis por alteracbes morfo-fisioldgicas
das plantas (SILVA et al., 2016b).

No entanto, para favorecer o crescimento das plantas, tem-se utilizado materiais
mais porosos como algodao ou filtros permeaveis, 0 que proporciona trocas gasosas entre
o interior do frasco e o ar atmosférico, sendo esse chamado de sistema de ventilagcdo
natural (SILVA et al., 2016b). Ribeiro et al. (2019) estudando a influéncia do sistema de
micropropagacdo (convencional e ventilagdo natural) no crescimento de plantas de
Dendrobium bigibbum Lindl., verificaram que a utilizacdo de frascos com trocas gasosas
promoveu mudas mais vigorosas, sendo esta condi¢cdo ambiental a mais indicada para o
cultivo dessa espécie. Da mesma forma, Silva et al. (2015a) verificaram que 0 mesmo
sistema de cultivo promoveu de forma positiva o crescimento in vitro de plantas de
Cattleya walkeriana Gardner.

O sistema de biorreator de imersdo temporéaria propicia o contato temporario do
material vegetal com o meio nutritivo liquido, permitindo frequéncias diferentes de
imersdo com controle sobre a duracdo de cada uma delas (VENDRAME e
KHODDAMZADEH, 2016), o que pode minimizar disturbios fisiologicos que afetam o
crescimento e desenvolvimento da planta devido ao acimulo de &gua no interior das
células e tecidos vegetais (TEIXEIRA e CID, 2010).

Desse modo, 0 uso de biorreatores para a propagacdo de orquideas apresenta
vantagens como producdo mais rapida de maior nimero de mudas e reducéo de custos de
producéo e méo de obra (HOSSAIN et al., 2013). Moreira et al. (2013) relataram que para

a espécie C. walkeriana, o biorreator de imersdo temporéaria foi o melhor sistema de



propagacdo, resultando em plantas com maior crescimento da parte aérea e sistema
radicular.

Durante o cultivo in vitro, as plantulas sdo submetidas a condic¢des especificas,
tais como, diferentes formulagc6es nutritivas, sistemas de micropropagacao propiciando
ou ndo trocas gasosas e salas de crescimento com condicGes de luminosidade distintas,
acarretando em fatores que podem ser limitantes para seu estabelecimento (US-CAMAS
etal., 2014).

Os meios de cultivo sdo responsaveis por oferecer todos 0s macronutrientes e
micronutrientes necessarios para o desenvolvimento de uma cultura in vitro. Segundo
Silva, 2015b; Vudala e Ribas, 2017, dentre os meios mais utilizados para o cultivo de
orquideas, destaca-se 0 meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), que tem sido
combinado com extratos naturais de polpa de banana e 4gua de coco, que possuem seus
préprios sais minerais, além de auxinas, citocininas e giberelinas, afim de proporcionar
melhor crescimento de plantas (MACHADO e ZAMARIAN, 2020; DOLCE et al., 2020).
Gongcalves et al. (2016), estudando a utilizagdo desses suplementos orgéanicos no cultivo
in vitro do hibrido intergenérico Laeliocattleya, verificaram que a adicdo de polpa de
banana no meio de cultivo Knudson, aumentou o nimero de raizes, enquanto a adi¢éo de
agua de coco favoreceu o desenvolvimento de folhas e ramos.

Outro fator que pode influenciar no cultivo in vitro é a condicdo de luz que atua
em diversos processos metabolicos dos vegetais, tais como, fotossintese, cadeia
transportadora de elétrons e sintese de ATP. As lampadas fluorescentes brancas sdo fonte
de luz mais utilizadas em laboratérios de cultura de tecidos de plantas (ROCHA et al.,
2010), porém sua substituicdo por diodos emissores de luz (LEDs) vem sendo cada vez
mais estudada, uma vez que os LEDs apresentam diversas vantagens. Estes sao
dispositivos semicondutores capazes de produzir alto fluxo luminoso com baixa emissédo
de calor e possuem capacidade de manter sua eficiéncia de luz por anos (SINGH et al.,
2015).

O uso de LEDs na micropropagacéo de plantas, alem de proporcionar redugéo de
custos com relacdo a energia elétrica, podem proporcionar maior comprimento e nimero
de brotacgdes, incrementar a taxa de multiplicacdo dos explantes e a concentracdo de
pigmentos fotossintetizantes devido a melhoria na qualidade de luz, pois a mesma
desempenha um fator chave na propagacdo in vitro, influenciando no crescimento e
desenvolvimento de plantas, por meio da elevada taxa fotossintética com influéncia
positiva na fotomorfogénese (ROCHA et al., 2015; BELLO, 2016; ROCHA et al., 2017).



Desse modo, os sistemas de iluminacdo LEDs desempenham um papel
fundamental na horticultura ornamental, fornecendo um espectro de luz adequado
(qualidade e duracdo), além de permitir ajustes de irradiancia aos fotorreceptores das
plantas (SINGH et al., 2015). Essa tecnologia vem ganhando destaque no cultivo in vitro
de orquideas (MENGXI et al., 2011). Assim, pesquisas sobre efeito de luz no cultivo in
vitro vem sendo realizadas em diferentes espécies como Cattleya loddigesii Lindl.
(GALDIANO JUNIOR, et al., 2012), Oncidium baueri Lindl. (CAMARGO et al., 2015),
e Schomburgkia crispa Lindl. (SORGATO et al., 2021b).

O éxito do cultivo in vitro também esta relacionado com a transferéncia das
plantas do ambiente in vitro para o ex vitro. O periodo de aclimatizagdo consiste em
transferir as plantas micropropagadas para casa de vegetacdo, telado ou estufa, com o
objetivo de suportar a troca de ambiente, antes de serem levadas para seu local definido
(ALMEIDA et al., 2015). Portanto, a fase de aclimatizacdo € considerada uma etapa
critica para muitas espécies, e as mudas oriundas de cultivo in vitro podem ser afetadas
por fatores ambientais e também pelas caracteristicas do padrdo morfolégico das mesmas
(GONCALVES et al., 2019). Além disso, 0 uso de LEDs como fonte de luz durante o
cultivo in vitro pode ser estudado com intuito de contribuir na adaptabilidade e
desempenho das plantas apds sua transferéncia para o ambiente ex vitro, além de
aumentar a taxa de sobrevivéncia (FERREIRA et al., 2017; GUPTA e AGARWAL,
2017).

Nesse contexto, novas tecnologias utilizadas na propagacdo de orquideas
requerem a otimizacdo das técnicas e melhorias nas condi¢des de cultivo in vitro e ex
vitro para as espécies C. nobilior, C. walkeriana e S. crispa, visando a obtencdo de mudas
de qualidade, producdo em larga escala em menor tempo, tanto para a manutencdo da

biodiversidade quanto para proporcionar valores competitivos de mercado.
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CAPITULO I - MEIOS ALTERNATIVOS NO CRESCIMENTO IN VITRO E
ESTABELECIMENTO EX VITRO DE ORQUIDEAS NATIVAS DO CERRADO

RESUMO

A coleta indiscriminada de orquideas nativas do Cerrado constitui um fator relevante para
a diminuicdo das populacOes nesse Bioma, 0 que reitera a necessidade de estudos para o
estabelecimento de metodologias visando sua producao e conservagdo. Assim, objetivou-
se avaliar o crescimento in vitro e o estabelecimento ex vitro de Cattleya nobilior Rchb.f.,
Cattleya walkeriana Gardner e Schomburgkia crispa Lindl. propagadas em sistema de
micropropagacdo que permite trocas gasosas, utilizando-se meios de cultivo
suplementados com diferentes compostos organicos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, constituido por seis tratamentos com cinco repeti¢cGes de um
frasco cada. Para o inicio do periodo experimental, foram utilizadas plantulas cultivadas
in vitro por 180 dias, sendo retiradas dos frascos, lavadas e transferidas para os seguintes
meios de cultivo: 1- MS; 2- MS + polpa de banana (PB); 3- MS + &gua de coco (AC); 4-
MS + farinha de banana (FB); 5- MS + PB + AC ou 6- MS + FB + AC. Apos 180 dias de
cultivo in vitro, o material vegetal foi avaliado quanto ao nimero de folhas e de raizes,
comprimento da maior folha e maior raiz, altura de planta, didmetro do pseudobulbo,
numero de brotacGes e massa fresca total. Em seguida, as plantas foram acondicionadas
em substrato (esfagno rosa + fibra de coco) e transferidas para o ambiente ex vitro. Com
intuito de investigar a hipotese de aumento no crescimento das plantas durante a fase ex
vitro, ap6s 180 dias, as plantas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia e as mesmas
caracteristicas iniciais. Para C. nobilior, o meio MS + PB + AC promoveu o crescimento
in vitro e favoreceu a fase de aclimatizacdo. Para C. walkeriana, o cultivo em meio MS
+ AC proporcionou o crescimento in vitro e estabelecimento ex vitro. Para S. crispa, 0
cultivo in vitro em meio MS + PB favoreceu tanto o crescimento in vitro quanto a
aclimatizacdo das plantas. Desse modo, recomenda-se 0s meios alternativos para o cultivo
in vitro e ex vitro dessas espécies.

Palavras- chave: Orchidaceae, Micropropagacdo, Suplementos organicos.
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ALTERNATIVE MEDIUM IN THE IN VITRO GROWTH AND
ESTABLISHMENT EX VITRO OF ORCHIDS NATIVE OF THE CERRADO

ABSTRACT

The indiscriminate collection of native orchids from the Cerrado is a relevant factor for
the reduction of populations in this Biome, which reiterates the need for studies to
establish methodologies aimed at their production and conservation. Thus, the objective
was to evaluate the in vitro growth and ex vitro establishment of Cattleya nobilior Rchb.f.,
Cattleya walkeriana Gardner and Schomburgkia crispa Lindl. propagated in a
micropropagation system that allows gas exchange, using culture media supplemented
with different organic compounds, as well as ex vitro establishment. The experimental
design was completely randomized, consisting of six treatments with five replicates of
one flasks each. For the beginning of the experimental period, seedlings cultivated in vitro
for 180 days were used, being removed from the flasks, washed and transferred to the
following culture media: 1) MS; 2) MS + banana pulp (PB); 3) MS + coconut water (AC);
4) MS + banana flour (FB); 5) MS + PB + AC; 6) MS + FB + AC. After 180 days of
cultivation, the number of leaves and roots, length of the largest leaf and root, plant height,
pseudobulb diameter, number of shoots and total fresh mass were evaluated. Afterwards,
the plants were placed in substrate (pink sphagnum + coconut fiber) and transferred to the
ex vitro environment. In order to investigate the hypothesis of increased plant growth
during the ex vitro phase, after 180 days, the plants were evaluated for survival and the
same initial characteristics. For C. nobilior, the MS + PB + AC medium promoted in vitro
growth and favored the acclimatization phase. For C. walkeriana, cultivation in MS + AC
medium provided in vitro growth and ex vitro establishment. For S. crispa, in vitro
cultivation in MS + PB medium favored both in vitro growth and acclimatization of
plants. Thus, it is recommended alternative media for the in vitro and ex vitro cultivation
of these species.

Keywords: Orchidaceae, Micropropagation, Organic Supplements.
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INTRODUCAO

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae e estdo entre as plantas
ornamentais mais apreciadas devido a beleza de suas flores, diversidade de cores e
formas. Essas plantas originaram na Mal&sia, hd milhGes de anos, quando a maioria das
familias das angiospermas tornaram-se diferenciadas (GARAY, 1972). No Brasil, a
familia é composta por 251 géneros, dos quais fazem parte 2.692 espécies, sendo 1.490
endémicas (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021).

De acordo com a Flora do Brasil em construgdo (2021), o territorio brasileiro
abriga espécies de orquideas em seis dominios fitogeograficos, sendo considerado o
Cerrado o terceiro bioma com maior representatividade, com 642 espécies. Porém,
algumas espécies podem ser levadas a uma categoria de ameaca devido a coletas
inadequadas em &reas nativas, 0 que pode ocasionar risco a sobrevivéncia dessas plantas,
gerando uma preocupac¢do quanto a conservagdo das orquideas nessas areas.

Entre as espécies do Cerrado que se destacam, Cattleya nobilior Rchb.f.,
conhecida como Rainha do Cerrado, é uma planta epifita ou rupicola, encontrada em
matas secas e se destaca dentre as orquideas pela capacidade de recombinacao genética,
estrutura, beleza e durabilidade de suas flores (SILVA et al., 2009). Assim como C.
nobilior, a C. walkeriana Gardner ¢ uma orquidea nativa, epifita ou rupicola, sendo
encontrada em diferentes ambientes como floresta estacional semidecidual, floresta
rupicola e Cerrado, apresentando alto valor econémico e sendo considerada vulneravel
pelo Livro Vermelho da Flora do Brasil devido a coleta indiscriminada (CNCFlora,2012).
A Schomburgkia crispa Lindl., também é uma espécie nativa, apresenta habito epifitico
e possui elevado potencial ornamental, sendo encontrada no Cerrado e em florestas de
galeria, inclusive no estado de Mato Grosso do Sul (OSTETTO, 2015, BARROS et al.,
2018; SORGATO et al., 2021).

Neste contexto, é necessario otimizar os protocolos de propagacao existentes para
superar as limitacdes da conservacao in situ de orquidaceas. Sendo assim, as técnicas de
cultivo in vitro podem representar uma alternativa para a propagacao de diversas espécies,
tendo em vista que essa tecnica € eficiente para o desenvolvimento de novos protocolos
de propagacéo, obtencdo de mudas destinadas a pesquisa, producdo em escala comercial
e preservacgdo de espécies ameagadas ou ndo de extin¢cdo (CARDOSO, 2014; SORGATO
etal., 2014; HANUS-FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA, 2017).



15

Diversos meios de cultivo podem ser utilizados na propagacdo in vitro de
orquideas. O meio de cultivo mais utilizado € o meio MS proposto em 1962 por
Murashige e Skoog (VUDALA e RIBAS 2017). Porém, a utilizacdo de meios
alternativos, principalmente com materiais organicos que apresentam diversos nutrientes,
vitaminas e reguladores de crescimento, podem ser uma alternativa para obtencdo de um
protocolo para multiplicacdo de diversas espécies (SU et al., 2012), principalmente as
nativas, visto que sdo pouco estudadas. Estes suplementos possuem seus proprios sais
minerais além de auxinas, citocininas e giberelinas como é o caso da polpa de banana e
agua de coco (MACHADO e ZAMARIAN, 2020).

Suetal. (2012) ao estudarem a influéncia de polpa de banana nanica em diferentes
meios no cultivo in vitro de Dendrobium nobile Lindl, verificaram que em todos 0s meios,
com excec¢do do MS na metade da concentracdo de macronutrientes, a adicao de polpa de
banana foi eficiente para o crescimento e desenvolvimento da espécie. Ja estudos
realizados por Aradjo et al. (2006), constataram que 0 maior alongamento da parte aérea
e de raiz de Cattleya loddigesii 'Grande' x Cattleya loddigesii 'Alba’ foi obtido com a
adicdo de 100 g L* de polpa de banana ao meio Knudson e a combinagio de banana com
200 mL L™ de 4gua de coco promoveu 0 maior niimero de raizes.

Além do meio nutritivo, os sistemas convencionais de propagacao in vitro utilizam
frascos com vedacdo hermética, e as plantas quando cultivadas nesse sistema apresentam
metabolismo heterotréfico (CARNEIRO, 2014). Por esse motivo, para permitir trocas
gasosas entre o meio interno e externo do frasco de cultivo foi proposto o sistema
mixotréfico, com o objetivo de reduzir o acimulo de etileno dentro dos frascos e
favorecer o desenvolvimento de algumas espécies quando cultivadas in vitro
(CARDOSO, 2015). O crescimento das plantas, tem sido favorecido pela utilizacdo de
materiais mais porosos como algodao ou filtros permeaveis, 0 que proporcionam as trocas
gasosas (SILVA et al., 2016, RIBEIRO et al., 2019).

Assim, a utilizacdo de sistemas que permitem trocas gasosas em conjunto com a
adicdo de compostos organicos ao meio de cultura pode influenciar no desenvolvimento
in vitro e estabelecimento ex vitro de orquideas nativas do Cerrado. Objetivou-se avaliar
0 crescimento in vitro de C. nobilior, C. walkeriana e S. crispa propagadas em diferentes
meios de cultivo suplementados com materiais organicos, e posterior estabelecimento ex

vitro.



16

MATERIAL E METODOS

Condicdes gerais

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultivo in vitro de Flores e Plantas
Ornamentais e no viveiro na area de Jardinocultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) (22°11°53.2”S; 54°56°02.3”W),
Dourados — MS, Brasil.

Para o estudo, foram utilizadas plantas de Cattleya nobilior Rchb.f., Cattleya
walkeriana Gardner e Schomburgkia crispa Lindl., obtidas a partir de germinagéo
assimbiotica. Essas sementes foram provenientes de frutos maduros de plantas matrizes
cultivadas em Orquidario da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFGD e foram
submetidas ao teste de tetrazélio, seguindo metodologia proposta por Soares et al. (2021)
e Ribeiro et al. (2021). Ap6s a confirmag&o da viabilidade, amostras de 0,05 g de sementes
de cada espécie foram levadas para ambiente asséptico e desinfestadas com 15 mL de
solucdo de hipoclorito de sodio a 0,8%, por 5 minutos. Em seguida, receberam triplice
lavagem com agua destilada. Logo ap6s, o volume da suspenséao foi completado para 50
mL com &gua destilada estéril para a realizacdo da semeadura in vitro (SOARES et al.,
2020).

Na primeira etapa, como meio de cultivo, utilizou-se para a germinacdo das
sementes, 0 meio MS de Murashige e Skoog (1962), na metade da concentracéo de sais
(MS %). O pH do meio foi aferido e ajustado para 5,8 antes da esterilizagdo em autoclave,
realizada a 121°C por 20 minutos. A semeadura foi realizada com o auxilio de um
pipetador automatico inoculando-se 1,0 mL da suspensao de sementes por frasco, e em
seguida o material foi acondicionado em sala de crescimento com temperatura, irradiancia
e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 18,9 umol m™s™; 16 h, respectivamente) por 180

dias, sendo subcultivadas por uma vez aos 90 dias.
Cultivo in vitro
Decorridos 180 dias, as plantas com aproximadamente 2,0 = 0,5 cm de altura,

foram transferidas, em ambiente asséptico, para 0s seguintes meios de cultivo: 1) MS; 2)

MS + polpa de banana (PB) (100 g L de polpa de banana maga); 3) MS + agua de coco
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in natura (AC) (100 mL L1); 4) MS + farinha de banana (Natural Life®) (FB) (25 g L%);
5) MS + PB (100 g L) + AC (100 mL L™); 6) MS + FB (25 g L)) + AC (100 mL L™).
A analise quimica da polpa de banana maca e a analise fisico-quimica da &gua de coco
utilizadas como suplemento nos meios de cultivo podem ser observadas nos Quadros 1 e
2.

QUADRO 1. Anélise quimica de polpa de banana maca. Dourados — MS, UFGD, 2021.
Composicdo quimica da polpa de banana maca

N 0,90 g Kg*

P 2,94 g Kg*
K 1,33 g Kg*!
Ca 0,23 g Kg'
Mg 1,09 g Kg*

S 0,26 g Kg*
Mn 14,19 mg Kg'*
Fe 109,86 mg Kg'*
Cu 1,99 mg Kg*
Zn 0,03 mg Kg*

N = nitrogénio, P = fésforo, K = potassio, Ca = célcio, Mg = magnésio, S= enxofre, Mn = manganés, Fe =
ferro, Cu = cobre e Zn = zinco.

*Valores das propriedades quimicas da polpa de banana maca conforme analise realizada pelo Grupo de
Pesquisa, Ensino e Extensdo em Horticultura Ornamental (GEHORT]I).

QUADRO 2. Caracteristicas fisico-quimicas da dgua de coco verde.
Anaélise fisico-quimica da agua de coco

P 3,31 gKg?
Ca 31,95 g Kg!
Na 7,67gL?
Mg 13,93¢gL?
Mn 0,19gL*
Fe 0,14gL?
K 152,00g L*

Cloretos 163,56
Sulfatos 4,82
C.E 4,82 (ms/cm)

P = fosforo, Ca = célcio, Na = sodio, Mg = magnésio, Mn = manganés, Fe = ferro, K = potassio, C.E =
condutividade elétrica.
*Valores das propriedades fisico-quimicas da agua de coco conforme SILVA et al. (2009).
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Todos os meios foram confeccionados sem adicdo de sacarose e solidificados com
6,0 g L™ de agar bacterioldgico (Himedia®, india). O pH do meio foi aferido e ajustado
utilizando KOH (0,1M) até alcancar o valor de 5,8 €, na sequéncia foram distribuidos 60
mL do meio, a ser testado, em cada frasco com capacidade para 600 mL, sendo
esterilizados em autoclave a 121°C (1,1 atm de pressao) por 20 minutos. Ap6s 0S meios
atingirem temperatura ambiente, os frascos foram transferidos para ambiente esteéril.

Para as espécies S. crispa e C. nobilior foram inoculadas seis plantas por frasco
de cultivo, para C. walkeriana foram trés plantas, por frasco. Na sequéncia, os frascos
foram vedados com filme de policloreto de vinila (PVC) providos de filtro de algodéo
(sistema de micropropagacéo com troca gasosa - SMTG). Posteriormente, o material foi
acondicionado em sala de crescimento com fotoperiodo e temperatura controlada (16
horas; 2512 °C, respectivamente) e irradiancia fornecida por ldmpada LED 3000K (86
umol m?s?) (Sorgato et al., 2021), permanecendo nessas condicdes por 180 dias sem
subcultivo.

Na sequéncia, as plantas foram retiradas dos frascos de cultivo, sendo lavadas em
agua corrente para total remocdo do meio e avaliadas quanto ao nimero de folhas (NF),
numero de raizes (NR), comprimento da maior folha (CF) (mm), comprimento da maior
raiz (CR) (mm), altura de planta (AP) (mm), diametro do pseudobulbo (DP) (mm) com
excecdo da espécie S. crispa, nimero de brotacGes (NB) e massa fresca total (MF) (g).
Apbs as avaliacdes, os tratamentos foram fotografados com camera acoplada em mini

estadio fotografico.

Cultivo ex vitro

Apos essas avaliagdes, todas as plantas foram transferidas para ambiente ex vitro.
Foram utilizados recipientes de polipropileno transparentes com capacidade para 1000
mL (20 x 10 x 5 cm), providos de furos na base para drenagem do substrato e na tampa
para trocas gasosas, sendo 5 de seu volume preenchido com esfagno rosa (Agrolink,
Holambra-SP) + fibra de coco (Golden-Mix Chips, Amafibra) (1/2, v:v).

Apos o plantio, as plantas foram alocadas no orquidario em viveiro coberto pela
sobreposicdo de duas telas de sombreamento de 50%, propiciando irradiancia de 235
umol m2 s, sob condigdes médias de temperatura e umidade relativa de 22,645 °C e
73,9 £ 10%, respectivamente. A irrigacéo foi realizada por microaspersores tipo bailarina,

posicionados a um metro acima das plantas, totalizando uma lamina de agua de 1 mm dia
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! permanecendo nessas condigBes por 180 dias. Os recipientes permaneceram tampados
durante os primeiros 15 dias do periodo de aclimatizacdo (pré-aclimatizacao).

Apo6s 180 dias da aclimatizacdo, as plantas foram retiradas dos recipientes e
lavadas em agua corrente para total remocéo do substrato. Em seguida, foram avaliadas
quanto a sobrevivéncia (SOB) e calculado o incremento das mesmas caracteristicas
iniciais (NF, NR, CF, CR, AP, DP, NB e MF). Com intuito de investigar a hipdtese de
aumento no crescimento das plantas durante a fase ex vitro, de acordo com os tratamentos
a que foram expostas na fase in vitro, foram calculados seus incrementos (1) em relacédo
aos valores iniciais por meio da expressdo, proposta por Ribeiro et al. (2019), I =
(VF — VI) onde VI é o valor da caracteristica antes da planta ser aclimatizada e VF € o
valor da mesma caracteristica apds o periodo ex vitro, sendo seus valores expressos em
porcentagem e submetidos a analise de variancia.

Para cada espécie estudada foi realizada uma analise estatistica separada. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido por seis tratamentos
com cinco repeticdes de um frasco cada. Os resultados foram transformados para V(x+1)
e, a sequir, submetidos a andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05), utilizando o programa SISVAR (Programa de Analises
Estatisticas v.5.3. Universidade Federal de Lavras, MG).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento in vitro

Houve efeito significativo entre os meios de cultivo para todas as caracteristicas

avaliadas em ambas as espécies estudadas (Quadro 3).

QUADRO 3. Resumo da andlise de variancia de namero de folhas (NF), comprimento
da maior folha (CF), nimero de raizes (NR), comprimento da maior raiz
(CR), altura de planta (AP), diametro do pseudobulbo (DP), nimero de
brotacdes (NB) e massa fresca (MF) de Cattleya nobilior Rchb.f., Cattleya
walkeriana Gardner e Schomburgkia crispa Lindl.,, em funcdo de
diferentes meios apds 180 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD,
2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.
Quadrado médio
NF CF NR CR AP DP NB MF
Meio 5 267,077 506,13™ 202,21 1328,28™ 3047,89™ 20,34™ 46,72 3,64™
Erro 24 18,87 38,38 8,93 263,32 406,5 0,48 0,83 0,14
Média 9,40 25,56 9,01 44,66 72,76 2,02 2,54 0,95
C.V. (%) 18,99 11,70 1525 18,97 1372 975 1267 952
Catteya walkeriana Gardner
Quadrado médio
NF CF NR CR AP DP NB MF
Meio 5 90,697 364,00 20,29™ 337,63™ 1208,91™ 2,39™ 7,64 0,792
Erro 24 1590 56,56 3,26 81,44 216,73 0,31 0,75 0,199
Média 11,87 26,91 6,82 33,87 63,25 2,75 3,04 1,09
C.V. (%) 1636 1375 1096 12,92 11,41 772 1156 974
Schomburgkia crispa Lindl.
Quadrado médio
NF CF NR CR AP NB MF
Meio 5 1460,69™ 707,217 179,33" 881,97 2851,62™ 64,15" 1,76
Erro 24 339,39 94,58 21,13 77,72 337,53 8,48 0,09
Média 24,86 19,38 10,49 21,19 46,58 3,91 0,64

C.V. (%) 27,01 24,17 19,37 19,48 19,46 22,79 8,92

**: significativo pelo teste F & 1% de probabilidade.
F.V: fator de variacdo; GL: grau de liberdade.

FV GL

FV GL

FV GL

Plantas de C. nobilior apresentaram maior NF (15,13) e NR (14,43) quando

cultivadas em meio MS + PB + AC. Ja para CF, os maiores valores foram obtidos para o
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meio MS + PB, néo diferindo estatisticamente dos meios MS + PB + AC e MS + FB +
AC (30,79; 28,57; 28,88 mm, respectivamente). Com relacdo a CR e AP, 0s meios MS +
PB, MS + FB e MS + PB + AC apresentaram as maiores médias quando comparado aos
demais meios avaliados e foram iguais entre si (46,45; 53,34; 51,44 mm) e (81,47; 83,74;
81,01 mm), respectivamente. Para DP, a maior media ocorreu para plantas que foram
cultivadas em meio MS + PB + AC (3,29 mm), porém sem diferenca significativa do
meio MS + FB (3,00 mm). Por outro lado, quando foi utilizado o meio MS + PB + AC,
foram obtidos os maiores valores de NB (5,00) e MF (1,67 g) (Quadro 4).

QUADRO 4. Numero de folhas (NF), comprimento da maior folha (CF) (mm), nUmero
de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CR) (mm), altura de planta
(AP) (mm), didametro do pseudobulbo (DP) (mm), nimero de brotagdes
(NB) e massa fresca (MF) (g) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcéo de
diferentes meios de cultivo (MS; MS + polpa de banana (PB); MS + agua
de coco (AC); MS + farinha de banana (FB); MS + PB + AC e MS + FB
+ AC) ap6s 180 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Caracteristicas

Meio
NF CF NR CR AP DP NB MF
MS 711c 20,10c 7,84c 43,31b 63,63b 1,12c 1,47d 0,64c
MS + PB 6,20 c 30,79a 7,44c 46,45a 81,47a 1,64b 156d 0,92hb
MS + AC 10,55b 20,86c 8,24c 34,17b 56,84b 1,36¢c 2,16C 0,64c
MS + FB 9,89b 2416b 9,61b 53,34a 83,74a 3,00a 3,24b 1,00b

MS+PB+AC 1513a 2857a 14,43a 51,44a 81,01a 3,29a 500a 1,67a
MS+FB+AC 7,52c 2888a 652c 3925¢ 69,85b 1,71b 1,80d 0,84 b
Média 9,40 2556 901 4466 72,76 2,02 254 0,95

CV.(%) 1899 11,70 1525 1897 13,72 9,75 12,67 9,52
Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Na espécie C. walkeriana, foi observado maiores médias de NF (14,25; 17,00 e
15,66), DP (3,05; 3,16 e 3,70 mm), NB (3,75; 3,80 e 4,66) e MF (1,21; 1,41 e 1,63 g)
guando as plantas foram cultivadas em meios MS + PB, MS + AC e MS + FB + AC,
respectivamente, sendo ambos 0s meios iguais entre si. Para a varidvel CF, a maior média
foi obtida para o meio de cultivo MS + PB (37,53 mm), porém sem diferenca significativa
do meio MS + PB + AC (37,30 mm). Ja para NR, as maiores médias foram observadas
para 0s meios MS + AC e MS + FB + AC (10,00 e 8,33, respectivamente). Quanto ao CR
e AP, os maiores valores foram observados quando as plantas foram cultivadas nos meios
MS, MS + PB, MS + PB + AC e MS + FB + AC sem diferenca estatistica (38,84; 36,60;
43,48 e 35,97 mm de comprimento de raiz) e (63,32; 77,65; 80,18 e 66,25 mm de altura)
(Quadro 5).
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QUADRO 5. Numero de folhas (NF), comprimento da maior folha (CF) (mm), nUmero
de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CR) (mm), altura de planta
(AP) (mm), didametro do pseudobulbo (DP) (mm), nimero de brotagdes
(NB) e massa fresca (MF) (g) de Cattleya walkeriana Gardner, em funcéo
de diferentes meios de cultivo (MS; MS + polpa de banana (PB); MS +
agua de coco (AC); MS + farinha de banana (FB); MS + PB + AC e MS +
FB + AC) ap0s 180 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Caracteristicas

NF CF NR CR AP DP NB MF
MS 733b 1997b 6,33b 3884a 63,32a 2,65b 266b 0,81b
MS + PB 1425a 3753a 6,50b 36,60a 77,65a 3,05a 3,75a 1,21a
MS + AC 17,00a 23,03b 10,00a 27,35b 53,67b 3,16a 3,80a 141a
MS + FB 780b 18,06b 4,60b 2098b 38,47b 2,12b 1,40b 0,56 b
MS+PB+AC 920b 37,30a 520b 43,48a 80,18a 1,84b 2,00b 0,95b
MS+FB+AC 1566a 2557b 8,33a 3597a 66,25a 3,70a 4,66a 1,63a

Média 11,87 2691 6,82 3387 6325 2,75 304 1,09

CV.(%) 16,36 13,75 10,96 12,92 1141 7,72 1156 974
Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Meio

Para a S. crispa, os resultados analisados demonstraram que, quando as plantas
foram cultivadas em meio MS + PB e MS + PB + AC apresentaram maiores médias de
NF (37,00 e 28,88), CR (28,20 e 28,84 mm), AP (63,31 e 55,47 mm) e MF (1,04 e 0,90
g). Para CF, a maior média foi observada somente no meio MS + PB (29,33 mm). Por
outro lado, para NR os maiores valores obtidos foram observados nos meios MS, MS +
PB e MS + PB + AC (10,96; 13,78 e 12,92, respectivamente) e para NB 0s meios de
cultivo MS + PB, MS + FB e MS + PB + AC proporcionaram as maiores médias (6,17;

4,14 e 5,36, respectivamente), sendo ambos iguais estatisticamente (Quadro 6).
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QUADRO 6. Numero de folhas (NF), comprimento da maior folha (CF) (mm), nGmero
de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CR) (mm), altura de planta
(AP) (mm), didmetro do pseudobulbo (DP) (mm), nimero de brotacGes
(NB) e massa fresca (MF) (g) de Schomburgkia crispa Lindl., em funcéo
de diferentes meios de cultivo (MS; MS + polpa de banana (PB); MS +
agua de coco (AC); MS + farinha de banana (FB); MS + PB + AC e MS +
FB + AC) ap6s 180 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.
Caracteristicas
NF CF NR CR AP NB MF
MS 25,52b 17,25b 10,96a 16,66b 4169b 3,00b 0,48b
MS + PB 37,00a 29,33a 13,78a 28,20a 63,3la 6,17a 104a
MS + AC 17,56b 18,07b 9,48b 20,45b 43,84b 2,04b 041b
MS + FB 16,25b 17,03b  6,40c 1518b 3456b 4,14a 047b
MS+PB+AC 2888a 2063b 1292a 2884a 5547a 536a 090a
MS+FB+AC 239b 1399b 9,40b 17,82b 4061b 280b 052b
Média 24,86 19,38 10,49 21,19 46,58 391 0,64
C.V.(%) 27,01 24,17 19,37 19,48 19,46 22,79 8,92

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Meio

De maneira geral, foi possivel observar que os suplementos organicos adicionados
aos meios foram benéficos para o cultivo in vitro das trés espécies de orquideas estudadas,
sendo que para C. nobilior destacou-se o meio MS + PB + AC, enquanto que para C.
walkeriana foram os meios MS + PB e MS + FB + AC, e para S. crispa o0 MS + PB.
Considerando os resultados obtidos em relacdo ao efeito dos meios para o cultivo das
diferentes espécies da familia Orchidaceae, pode-se inferir que cada gendtipo responde
de maneira diferente. Dessa forma, além da formulacdo do meio de cultivo, deve-se
considerar também o status nutricional e hormonal enddgeno de cada material de estudo,
ressaltando a necessidade de estudos especificos em relacdo ao genotipo de interesse
(SOARES et al., 2013). Vale ressaltar que o nimero de plantulas no frasco néo foi o fator
decisivo para as respostas em termos de crescimento, uma vez que, embora adicionando
somente 3 plantulas de C. walkeriana no frasco, a necessidade de suplementagéo foi a
mesma observada para a espécie C. nobilior e a espécie S. crispa as quais foram avaliadas
com 6 plantulas por frasco e a adi¢cdo de polpa de banana foi suficiente. Assim, essa
observacao reforca a ideia de que o genotipo € decisivo nas necessidades nutricionais.

A adicdo dos suplementos organicos ao meio tém favorecido o cultivo de
orquideas nativas. Esse resultado estd associado ao fato de que cada um dos materiais
adicionados apresentam caracteristicas importantes ao desenvolvimento das espécies em
estudo. A polpa de banana € uma fonte rica em vitaminas, potassio e reguladores de

crescimento como citocininas, auxinas e giberelinas (DOLCE et al., 2020). Além disso,
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a adicdo desse material ao meio, usando sistema de vedacdo que permite trocas gasosas
pode influenciar positivamente no cultivo in vitro de diferentes espécies de orquideas
(FREITAS et al., 2021). Ja& a agua de coco, apresenta alto teor de glicose, frutose e sais
minerais, além de reguladores de crescimento que favorecem o crescimento e
desenvolvimento de plantas, como por exemplo, a citocinina e a zeatina (NUNES et al.,
2008).

Freitas et al. (2021), estudando meios alternativos e sistema de vedacédo no cultivo
in vitro de Cattleya nobilior Rchb.f., verificaram que a adicdo de polpa de banana na
formulacdo dos meios de cultivo promoveu, de modo geral, o crescimento da planta,
enquanto que a utilizagdo do sistema de ventilagdo natural teve efeito positivo para
comprimento de folha, didmetro de pseudobulbo e altura das plantas. Por outro lado,
Machado e Zamarian (2020), estudando diferentes meios no crescimento in vitro da
espécie Lycaste sp., verificaram que a adicdo de adgua de coco ao meio de cultivo MS
influenciou no crescimento dos explantes.

Diante disso, os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que, as
diferentes composicGes do meio nutritivo influenciaram no crescimento e
desenvolvimento de C. nobilior, C. walkeriana e S. crispa, sendo que cada espécie
estudada apresenta respostas diferentes de acordo com o meio utilizado, como pode ser

visualizado na Figura 1.
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FIGURA 1. Plantas de Cattleya nobilior Rchb.f., Cattleya walkeriana Gardner e
Schomburgkia crispa Lindl., em funcdo de diferentes meios de cultivo
(MS; MS + polpa de banana (PB); MS + &gua de coco (AC); MS + farinha
de banana (FB); MS + PB + AC e MS + FB + AC) apds 180 dias de cultivo
in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Crescimento ex vitro

Ap6s 180 dias de aclimatizacdo das plantas, a analise de variancia demonstrou
efeito significativo entre os meios de cultivo para todas as caracteristicas avaliadas, em

todas as espécies estudadas (Quadro 7).
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QUADRO 7. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de sobrevivéncia
(%S0OB), nimero de folhas (NF), comprimento da maior folha (CF),
numero de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CR), altura de planta
(AP), didametro do pseudobulbo (DP), nimero de brotacdes (NB) e massa
fresca (MF) de Cattleya nobilior Rchb.f., Cattleya walkeriana Gardner e
Schomburgkia crispa Lindl., em funcdo do prévio cultivo em diferentes
meios, apds 180 dias de cultivo ex vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

Quadrado médio

FV GL
%SOB NF CF NR CR AP DP NB MF
Meio 5 5569,28™ 127,72 848,43™ 27,50 2564,92™ 0,97 2689,25™ 1333,33" 1054,83™
Erro 24 0,14 1,11 3455 0,10 17,19 0,00 33,93 3,25 10,60
Média 38,21 2,06 13,05 1,50 11,82 0,18 33,19 6,66 15,42
C.V. (%) 0,78 9,91 17,56 4,84 10,70 0,82 8,86 7,57 9,31
Cattleya walkeriana Gardner
Quadrado médio
FV GL
%SOB NF CF NR CR AP DP NB MF
Meio 5 2479,20™ 5,20 1863,93" 9,26™ 0,00 0,19™ 0,77 37,02  38,66™
Erro 24 0,13 0,13 29,63 0,74 0,00 0,06 0,15 1,52 0,94
Média 9,09 0,41 7,88 0,55 0,01 0,08 0,16 1,11 1,13
C.V. (%) 1,19 8,65 19,31 16,62 2,73 9,38 13,66 18,44 13,52
Schomburgkia crispa Lindl.
Quadrado médio
FV GL
%S0OB NF CF NR CR AP NB MF
Meio 5 2914,70™ 83,33 14658,09™ 83,33  1141,76™ 211,95 1333,33" 55,62"
Erro 24 18,76 0,85 102,86 0,36 13,16 2,90 4,02 0,26
Média 24,49 1,66 50,98 1,66 13,62 5,09 6,66 1,36
C.V. (%) 8,34 10,13 9,88 6,38 12,06 16,12 8,45 6,32

**: significativo pelo teste F a 1% de probabilidade.
F.V: fator de variagdo; GL: grau de liberdade.

Quanto a %SOB de plantas de C. nobilior, o melhor resultado foi observado

quando as plantas foram previamente cultivadas em meio MS + PB + AC, proporcionando

100% de sobrevivéncia. Para NF e NR os maiores valores foram encontrados quando

utilizou-se meio MS + PB (12,38 e 5,00%, respectivamente). Ja para CF foi observado

maior incremento nas plantas que vieram do cultivo in vitro em meio MS (34,63%). Em

relacdo as variaveis AP e MF, a utilizacdo do meio MS + AC no cultivo in vitro de C.

nobilior, demonstrou maiores incrementos apos a aclimatizacao (1,08 e 34,71%). Para

CR e NB naquelas obtidas através do prévio cultivo em meio MS + FB + AC (57,55 e

40,00%). Para DP, a maior média foi encontrada quando utilizou-se o meio MS + PB
(60,54%), porém ndo diferiu estatisticamente do meio MS (58,76%) (Quadro 8).
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QUADRO 8. Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) e incrementos (%) de nimero de
folhas (NF), comprimento da maior folha (CF), nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CR), altura de planta (AP), diametro do
pseudobulbo (DP), numero de brotacbes (NB) e massa fresca (MF) de
Cattleya nobilior Rchb.f., em fungdo do prévio cultivo em diferentes meios
(MS; MS + polpa de banana (PB); MS + agua de coco (AC); MS + farinha
de banana (FB); MS + PB + AC e MS + FB + AC) ap6s 180 dias de cultivo
ex vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Caracteristicas

Meio
%S0OB NF CF NR CR AP DP NB MF

MS 13,04e 0,00b 34,63a 0,00c 0,00c 0,00b 58,76a 0,00b 1417c

MS + PB 47,22b 12,38a 7,96c 500a 0,00c 0,00b 6054a 0,00b 29,68b

MS + AC 952f 0,00b 21,44b 0,00c 7,72b 1,08a 31,05b 0,00b 34,71a
MS + FB 3571c 000b 222d 000c 567b 0,00b 000d 0,00b 0,00d
MS +PB+AC 100,00a 0,00b 0,08d 0,00c 000c 0,00b 20,77¢c 0,00b 0,00d

MS+FB+AC 23,80d 0,00b 1194c 4,00b 57,55a 0,00b 28,01 b 40,00a 13,98 c
Media 3821 206 1305 150 1182 0,18 3319 6,66 1542

C.V.(%) 078 991 1756 484 107 082 88 757 931

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

Para a espécie C. walkeriana, o prévio cultivo em meio MS + AC promoveu 0s
melhores resultados para todas as caracteristicas avaliadas apos a aclimatizacdo das

plantas (Quadro 9).

QUADRO 9. Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) e incrementos (%) de nimero de
folhas (NF), comprimento da maior folha (CF), nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CR), altura de planta (AP), diametro do
pseudobulbo (DP), nimero de brotacbes (NB) e massa fresca (MF) de
Cattleya walkeriana Gardner, em funcdo do prévio cultivo em diferentes
meios (MS; MS + polpa de banana (PB); MS + agua de coco (AC); MS +
farinha de banana (FB); MS + PB + AC e MS + FB + AC) apds 180 dias
de cultivo ex vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Caracteristicas

%SOB NF CF NR CR AP DP NB MF
MS 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
MS + PB 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
MS+AC 5454a 250a 47,29a 3,33a 0,10a 0,48a 0,96a 6,66a 6,81a
MS + FB 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
MS+PB+AC 000b 000b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
MS+FB+AC 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b
Média 909 041 788 055 001 008 016 111 113
C.V.(%) 1,19 865 1931 16,62 2,73 9,38 13,66 18,44 1352

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Meio
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Em relacdo a espécie S. crispa, a maior %SOB foi observada quando as plantas
foram previamente cultivadas em meio MS + PB (57,89%). J4 em relacdo as demais
varidveis avaliadas, os maiores valores de incremento foram encontrados quando as

plantas foram cultivadas in vitro em meio MS + FB + AC (Quadro 10).

QUADRO 10. Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) e incrementos (%) de nimero de
folhas (NF), comprimento da maior folha (CF), nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CR), altura de planta (AP), diametro do
pseudobulbo (DP), nimero de brotacbes (NB) e massa fresca (MF) de
Schomburgkia crispa Lindl., em funcdo do prévio cultivo em diferentes
meios (MS; MS + polpa de banana (PB); MS + agua de coco (AC); MS +
farinha de banana (FB); MS + PB + AC e MS + FB + AC) apds 180 dias
de cultivo ex vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Caracteristicas

%SOB  NF CF NR CR AP NB MF
MS 6,66d 0,00b 1757c 0,00b 1874b 587b 0,00b 0,00b
MS+PB  57,89a 000b 5,74d 0,00b 0,00d 000d 0,00b 0,00b
MS+AC 2306c 000b 7082b 000b 1754b 4,83b 0,00b 0,00b
MS + FB 0,00e 000b 0,00d 0,00b 0,00d 000d 000b 0,00b
MS +PB + AC 50,00b 0,00b 70,72b 0,00b 597c 240c 0,00b 0,00b
MS+FB+AC 937d 10,00a 141,05a 10,00a 39,51a 17,42a 40,00a 8,17 a

Média 2449 166 50,98 166 1362 509 666 1,36

C.V.(%) 834 10,13 983 638 1206 16,12 845 6,32
Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Ao observar os resultados obtidos na fase de aclimatizag&o, foi possivel verificar

Meio

que para as espécies C. nobilior e S. crispa, as plantas que apresentaram melhores
resultados no prévio cultivo in vitro ndo elevaram sua taxa de crescimento quando foram
transferidas para o ambiente ex vitro, isso pode ter ocorrido devido as plantas ja terem
iniciado seu processo de rustificagdo durante o cultivo in vitro. Esses resultados
corroboram com os de Ribeiro et al. (2019), que relatam que as plantas de Dendrobium
bigibbum Lindl. cultivadas em sistema de ventilacdo natural também iniciaram seu
processo de rustificagdo durante o cultivo in vitro, devido a reducdo da umidade in vitro
e aumento na aeracao. Por outro lado, as plantas de C. nobilior e S. crispa que mais se
desenvolveram na fase de aclimatizacdo foram as previamente cultivadas em meio MS +
PB e MS + FB + AC, respectivamente, as quais tiveram menor taxa de sobrevivéncia
porém continuaram o seu desenvolvimento.

Jaem relacéo a espécie C. walkeriana, as plantas previamente cultivadas em meio

de cultivo suplementado com agua de coco apresentaram maior crescimento na fase ex
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vitro. Isso pode ser em decorréncia do fato da agua de coco ser um complexo nutritivo
que contém citocinina que é um fitohormonio que estimula o crescimento de plantas
(UTAMI et al., 2017). Por outro lado, as plantas dos demais tratamentos nao
sobreviveram mesmo naqueles contendo agua de coco. Esse fato pode ser devido ao
gendtipo, e dessa forma sugere-se maiores estudos sobre o efeito da dgua de coco no
cultivo in vitro dessa espécie, que possivelmente proporcionou sua rustificagdo in vitro e
sobrevivéncia ex vitro.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, dentre todos os meios de
cultivo utilizados, os que apresentaram maior influéncia no desenvolvimento das plantas
durante a fase de aclimatizagdo foram os meios alternativos, possivelmente pela maior
disponibilidade de nutrientes quando comparados com a formulagdo do meio de cultivo

convencional. Essas respostas podem ser verificadas visualmente na Figura 2.

C. nobilior C. walkeriana S. crispa

Y £«
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FIGURA 2. Plantas de Cattleya nobilior, Catteya walkeriana e Schomburgkia crispa,
apos 180 dias de aclimatizacdo em fungdo do prévio cultivo in vitro em
diferentes meios (MS; MS + polpa de banana (PB); MS + agua de coco
(AC); MS + farinha de banana (FB); MS + PB + AC e MS + FB + AC)
Dourados — MS, UFGD, 2021.
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CONCLUSAO

Para C. nobilior, a utilizacdo do meio de cultivo MS + PB + AC é recomendada
para o crescimento in vitro, assim como para o estabelecimento ex vitro das mudas.

Para C. walkeriana, recomenda-se o cultivo em meio MS + AC para o crescimento
in vitro e estabelecimento ex vitro.

Para S. crispa, o cultivo in vitro em meio MS + PB favoreceu tanto o crescimento

in vitro quanto a aclimatizacao das plantas.
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CAPITULO Il - SISTEMAS DE MICROPROPAGACAO E ACLIMATIZACAO
DE Cattleya nobilior Rchb.f.

RESUMO

O género Cattleya € um dos mais cultivados e comercializados do pais, sendo necessario
otimizar os protocolos de propagacdo existentes para superar as limitacbes da
conservacao in situ dessas espécies. Objetivou-se avaliar o crescimento inicial in vitro,
assim como o estabelecimento ex vitro de Cattleya nobilior Rchb.f. a partir de plantas
cultivadas in vitro em diferentes sistemas de micropropagacdo e meios de cultivo. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os tratamentos
arranjados em esquema fatorial 2 x 4 com cinco repeticdes de cinco plantas cada. Foi
realizada a semeadura assimbiética, utilizando-se meio MSY%. Apds 180 dias de
semeadura, as plantulas foram transferidas para os seguintes meios de cultivo: 1- MS; 2-
MS + polpa de banana (PB); 3- MS + &gua de coco (AC) ou 4- MS + PB + AC, em
seguida alocados em dois sistemas de micropropagacao: 1- sistema convencional (SC) ou
2- biorreator de imersdo temporaria (BIT), sendo 25 plantas por meio de cultivo em cada
sistema de micropropagacdo. Plantas cultivadas in vitro por 180 dias, a partir do periodo
experimental, foram retiradas dos frascos, lavadas e avaliadas quanto ao numero de
folhas, nimero de raizes, comprimento da maior folha, comprimento da maior raiz, altura
de planta, diametro do pseudobulbo, nimero de brotac6es e massa fresca total. A seguir
foram plantadas em recipientes contendo substrato em forma de mix (esfagno rosa + fibra
de coco) e transferidas para o ambiente ex vitro. Com intuito de investigar a hipotese de
aumento no crescimento das plantas durante a fase ex vitro, apds 180 dias, as plantas
foram avaliadas quanto a sobrevivéncia e as mesmas caracteristicas iniciais. Para 0
crescimento in vitro e estabelecimento ex vitro de C. nobilior, recomenda-se o cultivo in
vitro em BIT, utilizando-se o meio MS + PB.

Palavras- chave: Orchidaceae, Biorreator, Meio de cultivo
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MICROPROPAGATION AND ACLIMATIZATION SYSTEMS OF Cattleya
nobilior Rchb.f.

ABSTRACT

The Cattleya genus is one of the most cultivated and commercialized in the country, and
it is necessary to optimize the existing propagation protocols to overcome the limitations
of in situ conservation of these species. The objective was to evaluate the initial growth
in vitro, as well as the ex vitro establishment of Cattleya nobilior Rchb.f. from plants
cultivated in vitro in different micropropagation systems and culture medium. The
experimental design used was completely randomized and the treatments arranged in a 2
x 4 factorial scheme with five replications of five plants each. Asymbiotic seeding was
carried out, using MS¥% medium. After 180 days of sowing, the seedlings were transferred
to the following culture media: 1) MS; 2) MS + banana pulp (PB); 3) MS + coconut water
(AC); 4) MS + PB + AC, then allocated to two micropropagation systems: 1) conventional
system (SC); 2) temporary immersion bioreactor (BIT), with 25 plants growing in each
micropropagation system. Plants cultivated in vitro for 180 days from the experimental
period were removed from the flasks, washed and evaluated for the number of leaves,
number of roots, length of longest leaf, length of longest root, plant height, pseudobulb
diameter, number of shoots and total fresh mass. Then they were planted in containers
containing substrate in the form of a mix (pink sphagnum + coconut fiber) and transferred
to the ex vitro environment. In order to investigate the hypothesis of increased plant
growth during the ex vitro phase, after 180 days, the plants were evaluated for survival
and the same initial characteristics. For the in vitro growth and ex vitro establishment of
C. nobilior, in vitro culture in BIT using MS + PB medium is recommended.

Keywords: Orchidaceae, Bioreactor, Culture medium.
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae originou-se na Malasia, € considerada uma das duas
maiores e mais diversificadas familias dentre as Angiospermas (CHASE et al., 2015),
destacam-se devido a beleza de suas flores, diversidade de cores e formas (JORGE et al.,
2015). No Brasil, sdo encontradas cerca de 2692 espécies de orquideas, sendo que 1490
s&0 endémicas (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021).

Entre os géneros mais comercializados no Brasil esta Cattleya, juntamente com
outras orquideas como Phalaenopsis e Dendrobium. Possui cerca de 48 espécies
distribuidas por toda América Tropical, regido caracterizada por habitats luminosos e alta
umidade relativa (aproximadamente 88%). Suas flores sdo diversificadas quanto ao
tamanho e apresentam indmeras cores (FARIA, et al., 2010; CARDOSO, 2014;
JUNQUEIRA e PEETZ, 2017).

Dentre as espécies desse género, destaca-se a Cattleya nobilior Rchb.f., que € uma
planta epifita com elevada importancia econémica, devido as caracteristicas ornamentais,
tais como flores grandes, vistosas e de coloracdo roseo-lilas (RODRIGUEZ et al., 2009;
SCHNEIDERS et al., 2012). Por essas caracteristicas, somadas as ameagas iminentes ao
habitat e as coletas indiscriminadas, essa espécie pode ser levada a uma categoria de
ameaca em um futuro préximo, sendo desta forma classificada como quase ameacada
(CNCFlora, 2012). Assim, o cultivo in vitro pode ser uma alternativa tanto para a
producdo comercial de mudas, quanto para a conservagao da espécie.

Neste contexto, diferentes sistemas de cultivo podem ser desenvolvidos visando
obter melhorias no processo de producéo de mudas in vitro. O cultivo convencional ainda
é 0 mais utilizado, mas possui algumas limitagdes quanto ao seu uso comercial. Sendo
assim, o uso de técnicas de cultivo de plantas utilizando equipamentos semi-
automatizados, como biorreatores, sdo indicados como uma alternativa viavel para o
processo de otimizacdo e reducdo de custos na producgédo, devido a diminuigdo de
contaminacgdo e méo de obra (BALOGUN et al., 2014; REIS et al., 2018).

Entre os equipamentos utilizados na propagacdo comercial de plantas, os
biorreatores de imersdo temporaria sdo 0s que mais se destacam para a producdo de
orquideas, uma vez que facilitam o controle de parametros fisicos que podem promover

o crescimento de plantas (MURTHY et al., 2018), além de manter o contato temporario
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das plantas com o0 meio onde sdo cultivadas, o que possibilita absor¢éo de nutrientes por
toda a superficie do material vegetal (BONILLA et al., 2020).

Além disso, para 0 sucesso na utilizacdo dessas ferramentas biotecnoldgicas,
deve-se considerar também a composicdo do meio nutritivo, que é responsavel por
oferecer todos 0s macros e micronutrientes necessarios para o desenvolvimento de uma
cultura quando propagada in vitro. Dentre 0s meios mais utilizados no cultivo in vitro de
espécies de orquideas, destaca-se 0 meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), podendo
apresentar mudancas em sua formulacdo para atender as exigéncias de cada espécie
(TEIXEIRA DA SILVA etal., 2015). Freitas et al. (2014) estudando diferentes meios de
cultivo para a propagacéo in vitro de Cattleya intermedia Graham, verificaram que 0 meio
Knudson C (KNUDSON, 1946) acrescido de banana (150 g) favoreceu o incremento de
massa fresca das plantas, sendo esse 0 meio mais indicado para o cultivo da espécie
estudada. Ja& Utami et al. (2017) verificaram que a suplementacdo do meio VW (VACIN
WENT, 1949) com 15% de agua de coco teve efeito positivo para o aumento do nimero
de folhas e raizes, além da altura de plantas de Dendrobium lasianthera. J.J.Sm.

O éxito desse tipo de propagacdo também depende da adaptacdo das mudas
durante a fase ex vitro, sendo esse um dos maiores obstaculos para a producdo comercial
(SOUSA et al., 2015). A aclimatizacdo € uma fase importante na micropropagacao,
definida como a adaptacdo de um organismo que é transferido para um novo ambiente
(FARIA et al., 2012). Esta fase € uma etapa importante nos protocolos de multiplicacéo,
uma vez que as plantas micropropagadas podem ndo sobreviver a transferéncia para
condicGes heterotréficas (LEMES, 2015; MENGARDA et al., 2017).

Com intuito de verificar a hip6tese de que a utilizacdo de biorreatores e a
suplementacdo do meio com banana e 4gua de coco influenciem positivamente no cultivo
in vitro e na aclimatizacdo da espécie estudada, objetivou-se avaliar o crescimento in
vitro, assim como o estabelecimento ex vitro de C. nobilior a partir de plantas cultivadas

in vitro em diferentes sistemas de micropropagacao e meio de cultivo.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultivo in vitro de Flores e Plantas
Ornamentais e no Centro de Biotecnologia e Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar
(CBMGCA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD).

Como material de estudo, foram utilizados frutos maduros de Cattleya nobilior
Rchb.f., oriundos da polinizacdo manual provenientes de matrizes com mais de dez anos,
cultivadas em viveiro coberto pela sobreposicéo de duas telas de sombreamento de 50%,
propiciando irradiancia de 235 pmol m? s, sob condi¢bes médias de temperatura e
umidade relativa de 22,6+5 °C e 73,9 £ 10%, respectivamente, com irrigacdo realizada
por microaspersores tipo bailarina, posicionados a um metro acima das plantas,
totalizando uma Iamina de 4gua de 1 mm dia™.

Foi pesada uma amostra de 0,005 g de sementes e realizado teste de tetrazolio
segundo metodologia de Ribeiro et al. (2021). Apds a confirmacéo da viabilidade, outra
amostra de 0,005g de sementes foi levada para ambiente asséptico e desinfestada
conforme metodologia descrita por Soares et al. (2020), para a obtencéo da solugéo de
sementes. Para a semeadura in vitro, inoculou-se 1,0 mL da suspensdo de sementes
desinfestadas por frasco de cultivo. Foram utilizados 60 mL de meio de cultivo Murashige
& Skoog (1962), na metade da concentracdo de sais (MSY2) por frasco com capacidade
para 600 mL. Posteriormente, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento
com temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h) e irradiancia de 22 pmol m
s’ propiciada por duas lampadas fluorescentes brancas. Permanecendo nessas condigdes
por 180 dias, sendo subcultivadas por uma vez.

Para o inicio do periodo experimental, as plantas com 180 dias ap6s a semeadura in
vitro, foram padronizadas quanto ao tamanho (1,5+0,3 cm) e na sequéncia transferidas,
em ambiente asséptico, para 0s seguintes meios de cultivo: 1) MS; 2) MS + polpa de
banana (PB) (100 g L de polpa de banana maga); 3) MS + agua de coco (AC) (100 mL
LY); 4) MS + PB (100 g L) + AC (100 mL L), sendo em seguida alocados em dois
sistemas de micropropagacédo: 1) sistema convencional (SC); 2) biorreator de imerséo
temporaria (BIT).

No cultivo convencional em cada frasco foram utilizados 60 mL dos meios

solidificados com 6,0 g L™ de 4gar bacteriolégico (Himedia®, india) e acrescido de 30 g
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L de sacarose. Para o biorreator foram utilizados 200 mL dos mesmos meios, porém
sem agente geleificante, sendo 0 mesmo programado com ciclos de aera¢do de 3 minutos
a cada 5 horas e 57 minutos. O pH de todos os meios foi ajustado para 5,8 antes da
esterilizacdo em autoclave, que foi realizadaa 121 °C e 1,1 atm de pressao por 20 minutos.
O material inoculado (25 plantas por meio de cultivo em cada sistema de
micropropagacao) foi acondicionado em fotoperiodo, temperatura e irradiancia
controladas (16 horas; 25+2 °C; 18,9 umol m™s™) e sob a seguinte condicio de luz: LED
50% branco (6500K) + 25% azul + 25% vermelho. Permanecendo nessas condic¢Ges por
180 dias.

Decorrido este periodo, as plantas foram retiradas dos frascos, lavadas em agua
corrente até total remo¢do do meio de cultivo e avaliadas quanto ao numero de folhas
(NF), numero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), comprimento da maior folha
(CF) (mm), comprimento da maior raiz (CR) (mm), altura de planta (AP) (mm), diametro
do pseudobulbo (DP) (mm), e massa fresca (MF) (g). Apds as avaliacdes, os tratamentos
foram fotografados com camera acoplada em mini esttdio fotografico.

Na sequéncia, as plantas foram transferidas para recipientes de polipropileno
transparente com capacidade para 1000 mL (20 x 10 x 5 cm), providos de furos na base
e tampa, para drenagem do substrato e trocas gasosas, respectivamente. Os recipientes
foram preenchidos com substrato, sendo 3 de seu volume preenchido com esfagno rosa
(Agrolink, Holambra-SP) + fibra de coco (Golden-Mix Chips, Amafibra) (1:2, v:v). Apds
o0 plantio, os recipientes foram alocados em viveiro telado sob as mesmas condi¢fes das
plantas matrizes. Esses recipientes permaneceram tampados pelos primeiros 15 dias de
aclimatizacdo (pré-aclimatizacéo), para minimizar os efeitos inicias da transferéncia do
ambiente in vitro para o ex vitro, sendo abertos em seguida.

Apds 180 dias de aclimatizacdo, foram avaliadas quanto a sobrevivéncia e as
mesmas caracteristicas iniciais (NF, NR, NB, CF, CR, AP, DP e MF). Com intuito de
investigar a hipdtese de aumento no crescimento das plantas durante a fase ex vitro, de
acordo com os tratamentos a que foram expostas na fase in vitro, foram calculados seus
incrementos (I) em relagcdo aos valores iniciais, por meio da expressdo proposta por
Ribeiro et al. (2019), I = (VF — VI), onde VI é o valor da varidvel antes da planta ser
aclimatizada e VF € o valor da mesma variavel apds o periodo ex vitro, sendo seus valores
expressos em porcentagem e submetidos a analise de variancia.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram

arranjados em esquema fatorial 2 x 4 (dois sistemas de micropropagacao e quatro meios
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de cultivo com cinco repeti¢des de cinco plantas cada. Os resultados foram transformados
para \(x+1) e, a seguir, submetidos a andlise de varidncia. Para verificar as diferencas
entre os sistemas de micropropagacdo, as medias foram comparadas pelo teste t de
Bonferroni, e para verificar as diferencas entre 0os meios de cultivo empregou-se o teste
de Tukey a 5% de probabilidade, respectivamente. Foi utilizado o programa SISVAR

(Programa de Anélises Estatisticas v.5.3. Universidade Federal de Lavras, MG).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento in vitro

A andlise de variancia revelou que para todas as caracteristicas estudadas em
plantas de Cattleya nobilior houve efeito significativo para interacdo entre 0s meios de

cultivo e os sistemas de micropropagacdo (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo da anélise de variancia de niamero de folhas (NF), nimero de
raizes (NR), numero de brotaces (NB), comprimento da maior folha (CF),
comprimento da maior raiz (CR), altura de planta (AP), diametro do
pseudobulbo (DP), e massa fresca (MF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em
funcdo de diferentes meios e sistemas de micropropagacdo apds 180 dias
de cultivo in vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Quadrado médio
NF NR NB CF CR AP DP MF
S 1 2018,60" 184,71" 86,65 609,00 195,75" 1363,02° 0,94° 0,43"
M 3 1381,80° 179,35° 63,80° 238,00° 1468,07° 2819,09° 0,43™ 1,33"
SxM 3 807,38" 285,14" 4593" 297,88° 993,29" 1952,70° 1,10° 1,10"
Erro 32 84,10 20,23 6,06 24,16 105,08 262,30 0,22 0,05
Média 1490 10,42 3,40 18,66 43,94 70,87 1,79 0,99
C.V. (%) 2247 19,74 19,79 1848 1823 19,02 9,92 6,40

*: significativo a 5% de probabilidade; ns: ndo significativo pelo teste de F.
GL.: grau de liberdade. F.V: fator de varia¢do. S: sistemas de micropropagacdo. M: meio de cultivo.

FV  GL

Para as caracteristicas de NF, NR e NB, a interacdo S x M demonstrou que 0s
maiores valores foram encontrados no sistema de cultivo convencional em conjunto com
o meio MS (52,40; 26,40; 11,80, respectivamente), enquanto em BIT independe do meio
de cultivo (Quadro 2).
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QUADRO 2. Numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR) e nimero de brotacdes
(NB) de Cattleya nobilior Rchb.f. em funcdo do meio de cultivo (MS; MS
+ polpa de banana (PB); MS + 4gua de coco (AC); MS + PB + AC) e do
sistema de micropropagacdo (SC= sistema convencional; BIT= biorreator
de imersdo temporaria) apos 180 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS,

UFGD, 2021.
Meio NF NR NB
SC BIT SC BIT SC BIT
MS 52,40 Aa 1140Ba 26,40Aa 6,40Ba 11,80Aa 2,40Ba

MS + PB 760Ab 760Aa 7,00Ab 940Aa 2,00Ab 2,00 Aa

MS + AC 18,20 Ab 9,00Aa 880Ab 11,80Aa 3,40Ab 2,40 Aa

MS+PB+AC 850Ab 516Aa 750Ab 6,33Aa 200Ab 1,33Aa
Media 21,67 8,29 12,42 8,48 4,80 2,03

C.V.(%) 22,47 19,74 19,79
Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de
Bonferroni (p > 0,05) e médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05) dentro das variaveis.

Plantas cultivadas em sistema de cultivo convencional em meio MS tiveram
maiores valores para NF, NR e NB, o que promoveu o perfilhamento das plantas quando
cultivadas nessas condi¢des. Segundo os autores Martins et al. (2015) e Teixeira da Silva
et al. (2017), as plantas cultivadas em frascos com vedacdo hermética podem apresentar
desordens fisiologicas e alteracbes no desenvolvimento dos tecidos, ja que esse sistema
de cultivo impede as trocas gasosas entre o microambiente dentro do frasco e o ar
atmosfeérico, resultando no aumento de CO- e do gés etileno, 0 que, nesse trabalho fez
com que as plantas perfilhassem.

Quanto ao CF, as maiores médias foram observadas quando as plantas foram
cultivadas em biorreator de imersdo temporaria com meio de cultivo MS + PB,
acarretando folhas de 36,22 mm. Os maiores valores de CR foram obtidas nas plantas
cultivadas em biorreator com o0 meio MS, ndo diferindo estatisticamente daquelas em
meio MS + PB (65,30; 57,55 mm, respectivamente) (Quadro 3).
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QUADRO 3. Comprimento da maior folha (CF) e comprimento da maior raiz (CR), de
Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo do meio de cultivo (MS; MS + polpa
de banana (PB); MS + agua de coco (AC); MS + PB + AC) e do sistema
de micropropagacdo (SC= sistema convencional, BIT= biorreator de
imersdo temporéria) apos 180 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS,

UFGD, 2021.
Meio CF (mm) CR (mm)
SC BIT SC BIT
MS 13,04 Ba 20,62 Ab 30,95 Bb 65,30 Aa
MS + PB 15,65 Ba 36,22 Aa 58,84 Aa 57,55 Aa
MS + AC 11,56 Ba 21,12 Ab 39,95 Ab 39,49 Ab
MS +PB + AC 18,84 Aa 13,34 Ab 35,50 Ab 25,88 Ab
Média 14,77 22,82 41,31 47,05
C.V. (%) 18,48 18,23

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de
Bonferroni (p > 0,05) e médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05) dentro das variaveis.

Por outro lado, quando foi utilizado o sistema de cultivo convencional em
conjunto com o meio MS, foram obtidos os maiores valores de massa fresca (1,78 g)
(Quadro 4). Esse resultado esta associado ao fato de nessas mesmas condi¢des as plantas
terem apresentado maiores valores de NF, NR e NB que foram encontrados no mesmo

tratamento.

QUADRO 4. Altura de planta (AP), diametro do pseudobulbo (DP) e massa fresca (MF)
de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo do meio de cultivo (MS; MS +
polpa de banana (PB); MS + agua de coco (AC); MS + PB + AC) e do
sistema de micropropagacgéo (SC= sistema convencional; BIT= biorreator
de imersdo temporéria) apos 180 dias de cultivo in vitro. Dourados — MS,

UFGD, 2021.
Meio AP (mm) DP (mm) MF (g)
SC BIT SC BIT SC BIT
MS 52,60Ba 94,27 Aab 197Aa 139Ab 178Aa 0,73Bb

MS + PB 79,64 Ba 10567Aa 1,72Ba 244Aa 106Bb 1,63Aa
MS + AC 61,30 Aa 67,82Abc 211Aa 146Bb 0,73Ab 0,80Ab
MS+PB+AC 6557Aa 4436Ac 201Aa 134Bb 0,77Ab 0,49 Ab
Media 64,77 78,03 1,95 1,65 1,08 0,91
C.V. (%) 19,02 9,92 6,40

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de
Bonferroni (p > 0,05) e médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05) dentro das variaveis.

C. nobilior apresentou maior AP quando cultivadas em meio MS + PB, embora

ndo diferiu estatisticamente daquelas cultivadas no meio MS na formulagéo original
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(105,67; 94,27 mm, respectivamente) e maior DP quando cultivadas em meio MS + PB
(2,44 mm), ambos utilizando o BIT.

As plantas de C. nobilior quando cultivadas em biorreator apresentaram aumento
tanto no comprimento das folhas quanto do sistema radicular, alem de maior altura e
diametro dos pseudobulbos. Segundo Ekmekgigil et al. (2019), os biorreatores de imerséo
temporaria sdo uma alternativa que combina os efeitos positivos dos meios liquidos,
juntamente com o baixo custo de mdo de obra durante o cultivo de plantas. Dessa forma,
as plantas quando cultivadas nesse sistema tém maior area de contato com o0 meio de
cultivo, o que pode ter favorecido o crescimento dos 6rgaos das plantas, pois sdo imersas
periodicamente no meio, 0 que permite a absorcdo de nutrientes em toda a superficie do
material vegetal (BONILLA et al., 2020). Outras espécies tem apresentado bons
resultados quando cultivadas em BIT, dentre elas Oncidium leucochilum Batem
(SCHEIDT et al., 2009) e Cattleya walkeriana Gardner (MOREIRA et al., 2013).

Além disso, durante os ciclos de imersdo, o BIT permite a eliminacdo de gas
etileno para 0 meio externo, favorecendo tanto o crescimento das plantas, quanto a
atividade fotossintética (GEORGIEV et al., 2014). Da mesma forma, Mufiiz (2018)
menciona que neste tipo de sistema de cultivo, a renovacao de oxigénio do recipiente faz
com que as plantas cultivadas apresentem uma melhor relagdo entre fotossintese e
transpiragdo, 0 que propicia uma maior assimilacdo dos nutrientes do meio para o
crescimento e desenvolvimento de 6rgaos.

Ainda, a adicdo de suplementos organicos aos meios de cultivo, tais como a polpa
de banana, tem favorecido o crescimento de diversas espécies de orquideas cultivadas in
vitro como Dendrobium nobile Lindl. (SU et al., 2012), Laeliocattleya (Goncalves et al.,
2016) e Cattleya nobilior Rchb. f. (FREITAS et al., 2021). Os compostos presentes na
banana podem deixar 0 meio de cultivo ainda mais rico em nutrientes, o que pode ajudar
a suplementar o teor de vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento, sendo estes
facilmente absorvidos pelas plantulas estabelecidas in vitro (DOLCE et al., 2020).

Os resultados desse trabalho permitem inferir que, quando as plantas de C.
nobilior foram cultivadas em sistema convencional ocorreu o perfilhamento, fazendo com
gue aumentassem o numero de folhas, brotos e raizes em detrimento do tamanho destes.
Em contrapartida, quando o cultivo foi realizado em BIT, os 6rgdos das plantas
aumentaram em tamanho (didmetro e comprimento), como pode ser visualizado na Figura
1. Essas caracteristicas, observadas em plantas oriundas de biorreator sdo desejaveis ao

cultivo ex vitro, principalmente quando o meio de cultivo foi suplementado com PB, pois
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as plantas atingiram maior tamanho em menor tempo, 0 que € positivo para a produgéo

comercial de mudas.

Meios de cultivo
MS MS +PB MS +AC MS +PB +AC
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FIGURA 1. Plantas de Cattleya nobilior Rcbh.f., ap6s 180 dias de cultivo in vitro em
funcdo de concentragcbes de banana e agua de coco no meio de cultivo e do
sistema de micropropagacdo. SC = sistema convencional; BIT = biorreator
de imerséo temporaria. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Crescimento ex vitro

Apb6s 180 dias de aclimatizacdo, a analise de variancia demonstrou efeito
significativo da interacdo entre os meios de cultivo e os sistemas de micropropagacéo

para todas as caracteristicas avaliadas no cultivo ex vitro de C. nobilior (Quadro 5).

QUADRO 5. Resumo da analise de variancia da porcentagem de sobrevivéncia
(%SO0B), numero de folhas (NF), numero de raizes (NR), nimero de
brota¢des (NB), comprimento da maior folha (CF), comprimento da maior
raiz (CR), altura de planta (AP), didmetro do pseudobulbo (DP) e massa
fresca (MF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcéo de diferentes meios
de cultivo e sistemas de micropropagacao apés 180 dias de cultivo ex vitro.
Dourados — MS, UFGD, 2021.

Quadrado médio

FV GL
%SOB NF NR NB CF CR AP DP MF

S 1 7311,07" 469,22 60,02 0,02 293,54™ 55,50 0,35™ 19,83  18,84"™
M 3 4159,62" 469,22 780,49 323,42 310,98™ 58,15 77,43 1460,19™ 459,94
SxM 3 5133,05™ 469,22™ 228,69™ 646,82 534,25™ 60,80 39,09 2143,20" 399,34™
Erro 32 18,90 4,28 7,07 5,50 7,61 042 122 6,07 8,03
Média 67,07 3,42 6,52 4,92 1853 125 2,32 16,18 9,94

C.V. (%) 3,76 12,58 14,00 13,38 7,41 7,42 13,49 6,99 11,42

**: significativo a 1% de probabilidade; ns: ndo significativo pelo teste F.
GL.: grau de liberdade. F.V: fator de variacdo. S: sistemas de micropropagacao. M: meio de cultivo.
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Ao final do periodo experimental, verificou-se maior %SOB para as plantas
oriundas do cultivo in vitro em biorreator de imersdo temporaria com meio MS + PB e

MS + AC com média de 100% de plantas vivas em ambos os meios de cultivo (Figura 2).

120

Aa Aa Aa

100 “

60 -

% SOB

40 -

MS + PB MS + AC MS + PB + AC
ESC mBIT

FIGURA 2. Sobrevivéncia de plantas de Cattleya nobilior Rchb.f., apos 180 dias de
aclimatizacdo em funcdo do meio de cultivo (MS; MS + polpa de banana
(PB); MS + &gua de coco (AC); MS + PB + AC) e do sistema de
micropropagacao (SC= sistema convencional; BIT= biorreator de imerséo
temporéria). Letras mailsculas comparam os diferentes sistemas de
micropropagacdo dentro do mesmo meio de cultivo e letras minusculas
comparam 0 mesmo sistema de micropropagacao em meios de cultivo
diferentes. Dourados — MS, UFGD, 2021.

No que se refere a0 NF e NR a interacdo S X M demonstrou que 0s maiores
incrementos foram observados em plantas provenientes do cultivo in vitro em meio MS
+ AC (27,40%) e MS (26,60%) respectivamente, ambos utilizando biorreator de imerséo

temporéria. Para NB, foi observado maior incremento nas plantas cultivadas em sistema

convencional em conjunto com o meio MS + PB (19,80%) (Quadro 6).
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QUADRO 6. Incrementos (%) de nimero de folhas (NF), nimero de raizes (NR) e
numero de brotacdes (NB) de Cattleya nobilior Rchb.f. em funcéo do meio
de cultivo (MS; MS + polpa de banana (PB); MS + &gua de coco (AC);
MS + PB + AC) e do sistema de micropropagacdo (SC= sistema
convencional; BIT= biorreator de imersdo temporaria), apds 180 dias de
cultivo ex vitro. Dourados — MS, UFGD, 2021.

Meio NF NR NB
SC BIT SC BIT SC BIT
MS 0,00Aa 0,00Ab 12,40Ba 26,60Aa 0,00Ab 0,00 Ab
MS + PB 0,00Aa O0,00Ab 0,00Bb 4,40Ab 19,80Aa 0,00Bb
MS + AC 0,00Ba 2740Aa O0,00Ab 0,00Ab 0,00Bb 19,60 Aa
MS+PB+AC 000Aa O000Ab 880Aa 0,00Bb 0,00Ab 0,00Ab
Média 0,00 6,85 53 7,75 4,95 4,90
C.V.(%) 12,58 14,00 13,38

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de
Bonferroni (p > 0,05) e médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05) dentro das variaveis.

Quanto ao CF houve maior incremento em plantas oriundas do cultivo in vitro em
sistema convencional utilizando meio MS na formulacao original (33,96%), e para CR
naquelas obtidas através do cultivo em biorreator de imerséo temporaria em conjunto com
0 meio MS + PB (9,75%) (Quadro 7).

QUADRO 7. Incrementos (%) de comprimento da maior folha (CF) e comprimento da
maior raiz (CR) de Cattleya nobilior Rchb.f., em func¢éo do meio de cultivo
(MS; MS + polpa de banana (PB); MS + &gua de coco (AC); MS + PB +
AC) e do sistema de micropropagacao (SC= sistema convencional; BIT=
biorreator de imersdo temporéaria), ap6s 180 dias de cultivo ex vitro.
Dourados — MS, UFGD, 2021.

Ve CF CR
¢10 sC BIT sC BIT
MS 33.96 Aa 15.78 Bb 0,32 Aa 0,00 Ab
MS + PB 22.49 Ab 7,90 Bc 0,00 Ba 9,75 Aa
MS + AC 1431 Ac 11,10 Abc 0,00 Aa 0,00 Ab
MS+PB+AC 1421 Bc 28,52 Aa 0,00 Aa 0,00 Ab
Média 21,24 1582 0,08 243
C.V.(%) 7.41 742

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de
Bonferroni (p > 0,05) e médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05) dentro das variaveis.

Por outro lado, na interacdo S x M foi observado o maior incremento de AP
(8,92%) em plantas cultivadas em BIT utilizando-se meio MS + PB. Em relacdo as demais

caracteristicas, verificou-se que o maior incremento ocorreu em plantas provenientes do
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cultivo in vitro em sistema convencional em conjunto com o meio MS + PB para a
variavel DP e meio MS + PB + AC para MF (55,18; 26,57%, respectivamente) (Quadro
8).

QUADRO 8. Incrementos (%) de altura de planta (AP), diametro do pseudobulbo (DP)
e massa fresca (MF) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo do meio de
cultivo (MS; MS + polpa de banana (PB); MS + agua de coco (AC); MS
+ PB + AC) e do sistema de micropropagacédo (SC= sistema convencional,
BIT= biorreator de imersao temporaria), apos 180 dias de cultivo ex vitro.
Dourados — MS, UFGD, 2021.

AP DP MF
SC BIT SC BIT SC BIT
MS 400Aa 0,00Bb 0,00Bc 18,72Aab 353Ac 1,61Ac
MS + PB 3,70Bab 8,92Aa 5518Aa 13,37Bc 12,41 Ab 14,30 Aa
MS + AC 0,00Ac 0,00Ab 0,00Bc 20,19Aa 0,00Bc 12,51 Aab
MS+PB+AC 196Ab 0,00Bb 6,71Bb 1526 Abc 26,57 Aa 8,60 Bb
Média 2,41 2,23 15,47 16,89 10,62 9,26
C.V.(%) 13,49 6,99 11,42
Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de

Bonferroni (p > 0,05) e médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05) dentro das variaveis.

Meio

De maneira geral, o estabelecimento ex vitro de C. nobilior demonstrou que o
prévio cultivo em BIT utilizando-se 0os meios MS + PB ou MS + AC propiciou maior
porcentagem de sobrevivéncia. Porém, a adi¢do de PB também resultou no aumento em
tamanho (altura e comprimento de raiz), sendo essas caracteristicas desejaveis durante a
fase de aclimatizacdo. Dessa forma, quando utilizou-se o meio MS + PB em BIT,
verificou-se um bom desenvolvimento das plantas culminando com o melhor
desempenho no cultivo ex vitro.

Este fato pode estar relacionado com o acimulo de carboidratos presente no meio
em gue as plantas foram cultivadas in vitro, devido a suplementacdo com polpa de banana.
Esses carboidratos séo utilizados como fonte de energia para mudas micropropagadas,
alem disso, exercem um papel fundamental no crescimento e desenvolvimento in vitro de
plantas e também auxiliam no processo de aclimatizacdo ex vitro (BADR et al., 2015).
Segundo Su et al. (2012), a banana é um composto organico muito utilizado na
propagacao de in vitro de orquideas e atua como fonte de potassio e estimulador de
enraizamento de plantas.

No presente estudo, a suplementacdo com polpa de banana estimulou o

crescimento de mudas, bem como o desenvolvimento do sistema radicular de C. nobilior.



49

Esse efeito pode ter ocorrido devido a sua composi¢do, uma vez que esses extratos
possuem seus proprios sais minerais, além de reguladores de crescimento como auxinas,
citocininas e giberelinas que sdo substancias responsadveis pelo crescimento e
desenvolvimento do vegetal (DOLCE et al., 2020; MACHADO e ZAMARIAN, 2020).

Além disso, 0 aumento da taxa de crescimento das plantas durante a fase de
aclimatizacéo, pode ter ocorrido devido ao sistema de cultivo in vitro utilizado, pois 0s
biorreatores de imersdo temporéria permitem trocas gasosas, 0 que leva a reducdo da
umidade relativa, aumento da transpiracao e absorcéo de dgua e nutrientes pelas mudas,
além de diminuir o acumulo de gés etileno e COz, 0 que favorece o crescimento da planta
no cultivo in vitro e proporciona posterior rusticidade quando transferidas para a fase ex
vitro (XIAO etal., 2011; SILVA et al., 2016).

Dessa forma, esses resultados corroboram com os de Ribeiro et al. (2019) que
estudaram o crescimento de plantas de Dendrobium bigibbum Lindl. em diferentes
sistemas de vedacéo in vitro, e verificaram que as plantas que vieram previamente do
cultivo in vitro em sistema que permitiam trocas gasosas, apresentaram maior
crescimento durante o processo de aclimatizacéo ex vitro em relacdo as plantas cultivadas
sob vedacdo hermética dos frascos.

Nesse contexto, com os resultados obtidos no estudo pode-se verificar que a
utilizacdo de BIT e a suplementacdo com polpa de banana no meio de cultivo,
proporcionaram condicdes favoraveis no desenvolvimento das plantas de C. nobilior

durante o cultivo in vitro (Figura 1) e ex vitro (Figura 3).

Meios de cultivo
MS MS + PB MS + AC MS + PB + AC

B ) WEPNENET

FIGURA 3. Plantas de Cattleya nobilior Rcbh.f., apds 180 dias de aclimatizacdo em
funcéo de concentragdes de banana e agua de coco no meio de cultivo e do
sistema de micropropagagdo durante o cultivo in vitro. SC = sistema
convencional; BIT = biorreator de imersdo temporaria. Dourados — MS,
UFGD, 2021.
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CONCLUSAO

Para o crescimento in vitro e estabelecimento ex vitro de C. nobilior, recomenda-
se o0 cultivo in vitro em biorreator de imersdo temporaria, utilizando-se 0 meio MS

suplementado com 100 g L* de polpa de banana maga.
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