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Brassavola tuberculata HOOK. (ORCHIDACEAE): CULTIVO IN
VITRO, ACLIMATIZACAO, POTENCIAL ORNAMENTAL,
REINTRODUCAO

RESUMO GERAL

No Brasil, a quantidade de espécies nativas comercializadas ainda é pouco representativa,
se comparada a diversidade existente, 0 que consequentemente impacta no seu uso em
projetos paisagisticos. Buscou-se com este trabalho contribuir com a valorizacdo e
preservacao da flora nativa, através da insercdo de Brassavola tuberculata Hook., no
paisagismo, por meio de técnicas de cultivo in vitro, aclimatizacdo, reintroducdo em
ambiente natural, e avaliagio do potencial ornamental. Foram realizados trés
experimentos independentes na area de Jardinocultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal da Grande Dourados. O primeiro foi para avaliar a influéncia de
cinco fontes de luz no crescimento in vitro de B. tuberculata: T1- LED 3000 K (42 pumol
m2s1), T2- LED 3000 K (86 umol m?2 s), T3- LED 6500 K (58 umol m?s™), T4- LED
6500 K (108 umol m2 s) e T5- lampada fluorescente branca 6500K (23 pmol m2 s?).
Aos 45 e 90 dias apds a semeadura, foram avaliados a porcentagem de germinacdo e o
estabelecimento inicial. Para o segundo experimento, foram usados diferentes substratos
para a aclimatizagdo das plantulas, sendo eles: S1) 100% pau de buriti; S2) 100% esfagno;
S3) 100% chips de coco; S4) 100% substrato comercial; S5) 50% pau de buriti + 50%
esfagno; S6) 50% pau de buriti + 50% substrato comercial; S7) 50% esfagno + 50% chips
de coco; S8) 50% esfagno + 50% substrato comercial; S9) 50% chips de coco + 50%
substrato comercial e S10) 50% chips de coco + 50% pau de buriti. As caracteristicas
avaliadas foram numero de folhas, nimero de raizes, comprimento da maior raiz, altura
de planta e massa fresca, sendo que as avaliacdes ocorreram no tempo zero, 180 e 365
dias apds a aclimatizacdo. Para o terceiro experimento, o potencial ornamental foi
avaliado em individuos que apresentavam botdes florais, totalizando trés plantas e cinco
flores; para a reintroducéo, foram utilizados 20 individuos com cerca de 10 cm de altura,
fixados com malha sintética de nailon em cinco forofitos de Jatoba (Hymenaea courbaril
L.). As plantas foram submetidas a dois tratamentos, ou seja, com e sem 12 g de adubo
de liberacdo controlada (NPK 15-15-15). Foi avaliada a sobrevivéncia até completar seis
meses e ainda uma nova avaliacdo foi feita aos 360 dias. As plantas também foram
avaliadas quanto ao ajuste no foréfito por um ano, em rela¢éo ao comprimento da folha e
diametro da folha. Para o experimento | as fontes de luz utilizadas ndo influenciaram a
germinacdo das sementes de B. tuberculata. A utilizagdo do LED 3000 K, com irradiéncia
de 42 e 86 pmol m? s e do LED 6500 K (58 umol m?2 s*) proporcionaram o
estabelecimento inicial de B. tuberculata em menor periodo de tempo. Para 0 experimento
Il conclui-se que os substratos compostos de pau de buriti em mistura ou ndo com chips
de coco (1:1) séo os mais indicados para o desenvolvimento vegetativo de B. tuberculata
durante a fase de aclimatizacdo. Para o experimento Il verificou-se que os aspectos
morfoldgicos de B. tuberculata atribuem a espécie potencial ornamental e seu uso em
paisagismo e sua reintrodugéo é recomendada sem a utilizagdo de adubo.

Palavras-chave: Orchidaceae; Espécie nativa; Horticultura Ornamental



ABSTRACT

In Brazil, the number of native species commercialized is still not very representative,
when compared to the existing diversity, which consequently impacts on its use in
landscape projects. This work sought to contribute to the enhancement and preservation
of native flora, through the insertion of Brassavola tuberculata Hook., in the landscaping,
through in vitro cultivation techniques, acclimatization, reintroduction in a natural
environment, and evaluation of the ornamental potential. Three independent experiments
were carried out in the Gardening area of the Faculty of Agricultural Sciences of the
Federal University of Grande Dourados. The first was to assess the influence of five light
sources on the in vitro growth of B. tuberculata: T1- LED 3000 K (42 pmol m?st), T2-
LED 3000 K (86 umol m?s™), T3- LED 6500 K (58 umol m2s™), T4- LED 6500 K (108
umol m2 s1) e T5- white fluorescent lamp 6500K (23 pmol m2 s™). At 45 and 90 days
after sowing, the germination percentage and initial establishment were evaluated. For
the second study, different substrates were used to acclimatize the seedlings, namely: S1)
100% buriti pad; S2) 100% sphagnum; S3) 100% coconut chips; S4) 100% commercial
substrate; S5) 50% buriti bag + 50% sphagnum; S6) 50% buriti bag + 50% commercial
substrate; S7) 50% sphagnum + 50% coconut chips; S8) 50% sphagnum moss + 50%
commercial substrate; S9) 50% coconut chips + 50% commercial substrate and S10) 50%
coconut chips + 50% buriti sticks. The characteristics evaluated were number of leaves,
number of roots, length of the largest root, plant height and fresh weight, and the
evaluations took place at time zero, 180 and 365 days after acclimatization. For the third
experiment, the ornamental potential was made in three individuals who had flower buds,
totaling three plants and five flowers; for reintroduction, 20 individuals of about 10 cm
high were used, fixed with synthetic nylon mesh in five phorophytes from Jatoba
(Hymenaea courbaril L.). The plants were submitted to two treatments, that is, with and
without 12 g of controlled release fertilizer (NPK 15-15-15). Survival until six months
was evaluated and a new evaluation was made at 360 days. The plants were also evaluated
for adjustment in the phorophyte for one year, in relation to leaf length and leaf diameter.
At 360 days after reintroduction, the nylon meshes were removed to evaluate the root
system of the plants. For experiment | the light sources used did not influence the
germination of B. tuberculata seeds. The use of LED 3000 K, with irradiance of 42 and
86 pumol m-2 s-1 and LED 6500 K (58 pmol m-2 s-1) provided the initial establishment
of B. tuberculata in a shorter period of time. For experiment 11, we conclude that the
substrates composed of pau de buriti mixed or not with coconut chips (1:1) are the most
suitable for the vegetative development of B.tuberculata. during the acclimatization
phase. For experiment 111 it was found that the morphological aspects of B. tuberculata
attribute the potential ornamental species and its use in landscaping and its reintroduction
is recommended without the use of fertilizer.

Keywords: Orchidaceae; Native species; Ornamental Horticulture



INTRODUCAO GERAL

A producdo comercial de flores e plantas ornamentais pode ser definida como
atividade profissional de producdo, comercializacdo e distribuicdo de flores e plantas
cultivadas para fins ornamentais, sendo um dos segmentos mais promissores do
agronegacio brasileiro (JUNQUEIRA e PEETZ, 2017). Espécies da familia Orchidaceae
estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de grande valor comercial por suas
caracteristicas, tais como: o tamanho da inflorescéncia, variedade, tamanho, nimero,
coloracdo e durabilidade das flores, além da indicacdo para uso na producéo de flores de
corte, vaso e como folhagem. (PASQUAL et al., 2011; HUNHOFF et al., 2016).

A familia Orchidaceae originou-se na Malasia, hd milhdes de anos atras, durante
0 periodo cretdceo, quando a maioria das familias das angiospermas tornavam-se
diferenciadas e atualmente engloba cerca de aproximadamente 899 géneros e 27.801
espécies com nomes aceitos, sendo a segunda maior familia de plantas com flores
(GARAY, 1972; THE PLANT LIST, 2020). No Brasil, Barros et al. (2020), listam 214
géneros descritos, 2.450 espécies, das quais 1.539 sdo endémicas do pais.

As orquideas vém conquistando posi¢des importantes no mercado de flores
nacional, representando a segunda op¢éo nas compras para presentear nas principais datas
comemorativas, com previsao de ter movimentado R$ 8,6 bilhGes durante o ano de 2019,
7% a mais que o ano anterior, destacando-se a producdo de orquideas, tanto exdticas
quanto nativas da flora brasileira (FARIA et al., 2018; JUNQUEIRA e PEETZ, 2018;
ENFLOR, 2019).

O Brasil se destaca por ser centro de origem de muitas espécies de orquideas e a
conscientizacao sobre 0 uso e valorizacdo de nativas ganhou visibilidade (MATTIUZ et
al., 2006; SOUSA, 2013). O género Brassavola é encontrado ao longo do continente
latino americano e esta entre os principais géneros de orquidaceas do Brasil, constituido
por dez espécies (BELLONE, 2006; BARROS et al., 2020). Possui inflorescéncias com
elevado potencial ornamental e rusticidade, sendo um dos géneros mais ameagados pelas
coletas predatorias. E também de interesse comercial, pois € utilizado na producio de
hibridos duplos e triplos com Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum (HERING e
PUTZKE, 2007; SOARES et al., 2012; SOUSA et al., 2015).

A espécie Brassavola tuberculata Hook., € nativa de 20 estados brasileiros,

incluindo o Mato Grosso do Sul (BARROS et al., 2020). Recebe nomes populares como



“chuva de prata, cebolinha, rabo de rato ¢ orquidea dama-da-noite”, e apresenta floracdo
abundante e duradoura, com inflorescéncias contendo de cinco a sete flores, de coloragéo
branca levemente amarelada, labelo largo e extremidade pontiaguda, exalando odor
levemente adocicado ao anoitecer (RECH et al., 2010; SOUSA et al., 2015) (Figura 1). E
uma planta com habitos de desenvolvimento epifitico e rupicola, suas folhas sédo
compridas, possuem formato cilindrico, com uma nervura longitudinal, &pice agudo e
coloragéo verde; as hastes florais sdo finas de coloracdo clara e a inflorescéncia terminal
(BELLONE, 2006; PESSOA e ALVES, 2014).

FIGURA 1: Plantas de Brassavola tuberculata Hook. e seus aspectos florais e morfoldgicos. Foto:
Rosa, Y. B. C. J. 2005.

Devido ao potencial ornamental de suas flores as orquideas sdo muito visadas para
o comércio, exploracdo ilegal, orquiddfilos e por colecionadores, sendo retiradas da
natureza através de coletas indiscriminadas (MACEDO et al., 2014). Além disso, muitas
especies correm risco de serem extintas pela frequente destruicdo de seu habitat, que
limita e reduz sua distribuicdo (GALDIANO JUNIOR et al., 2012; MENGARDA et al.,
2017).

De maneira geral as orquideas se desenvolvem lentamente em todas as suas fases,
da germinacdo das sementes até a fase adulta, necessitando de um longo periodo para
serem cultivadas antes de chegarem aos mercados, 0 que aumenta 0s custos de produgéo

(SOUSA, 2013). Entdo, maneiras de viabilizar uma producdo mais rapida, além de suprir



melhor a demanda dos consumidores, também pode reduzir os custos para produzir
mudas.

Grande parte das espécies ornamentais cultivadas pelo mundo ndo séo nativas das
regides em que se encontram (HEINDEN e IGANCI, 2009). No Brasil, a quantidade de
espéecies nativas comercializadas ainda € pouco representativa, se comparada a
diversidade existente, 0 que consequentemente impacta seu uso em projetos paisagisticos
(CARRION e BRACK, 2012). Salienta-se que as informacdes quanto a oferta e demanda
de plantas ornamentais nativas no mercado sdo incipientes, tornando esse fator mais um
agravante (ZUCCHlI et al., 2019).

Reconhecer o potencial da diversidade nativa e aliar com a producdo em escala
comercial pode ser uma oportunidade inovadora para viveiros e paisagistas,
impulsionando a cadeia produtiva da floricultura. Algumas das vantagens de produzir
plantas nativas para comercializacdo incluem a divulgacéo, valorizacdo e preservacao da
biodiversidade e diminuicdo do extrativismo (STUMPF et al., 2015). O uso de nativas no
paisagismo pode auxiliar na educacdo ambiental ao valorizar a identidade paisagistica
natural e regional, além dos beneficios técnicos, com possibilidade de reducdo dos custos
de manutencdo e do uso de insumos quimicos devido a adaptacao da planta ao seu habitat
(HEIDEN et al. 2007; FARIA, 2018).

As pesquisas sobre plantas ornamentais nativas sao necessarias, especialmente as
gue ocorrem em areas ameacadas, seja pela urbanizacdo ou devastacdo do ambiente
nativo, pois muito material genético pode ser perdido antes mesmo de ser estudado
(LEAL e BIONDI, 2006). Esse fato fortalece, mais uma vez, que o cultivo comercial e o
uso de espécies nativas em projetos paisagisticos sdo importantes para a manutencao e
conservacao dessas especies.

No entanto, para a utilizacdo de uma nova planta no paisagismo é preciso o
estabelecimento de um conjunto de caracteristicas ornamentais desejaveis (O’BRIEN,
1996; ZUCCHI et al., 2019). Além do potencial para ornamentagdo, € necessario que
essas espécies nativas se adaptem as mesmas condi¢cBes ambientais e atendam as
expectativas dentro do cenério pretendido (STUMPF et al., 2015).

Para a insercdo destas espécies no paisagismo, incluindo as orquideas, técnicas de
multiplicagdo in vitro se configuram como uma ferramenta importante, uma vez que,
propiciam menor tempo de cultivo, e em condi¢cGes adequadas, elevada taxa de
sobrevivéncia. Assim, a germinacdo assimbiotica, através do cultivo in vitro, permite a

producdo comercial de mudas, com alta qualidade fitossanitéria para distribuicdo em larga



escala, em espaco fisico reduzido e curto intervalo de tempo, atuando ainda como uma
técnica de preservacdo de espécies e conservacdo do material genético (CARDOSO,
2014; RIBEIRO et al., 2019; MENEZES-SA et al., 2019).

As sementes de orquideas sdo desprovidas de cotilédone e apresentam
endospermas extremamente reduzidos, o que compromete a nutricdo do embrido durante
0 processo germinativo. Isso faz com que dependam da associagdo com fungos
micorrizicos especificos para completar seu desenvolvimento (FERREIRA et al., 2010).
Tal comportamento torna a germinacéo natural, a partir de suas sementes, inviavel e lenta
para atender a demanda comercial dessas espécies (SOARES et al., 2012).

Assim, a micropropagagdo tem se mostrado uma ferramenta eficiente para a
producdo comercial de plantas, além da questdo preservacionista (HERMANN et al.,
2011; SOARES, 2018). Dito isso, a utilizacdo de plantas obtidas através do cultivo in
vitro também pode ser valorizada atravées de projetos paisagisticos.

Um dos fatores que requer atengdo na producdo indoor de plantas ornamentais é
a qualidade da luz dentro da sala de crescimento, que pode influenciar na germinacao, no
crescimento e no desenvolvimento do material vegetal (KERBAUY, 2012; MASSARO
et al.,, 2018). Pesquisas sobre o efeito da luz na germinacdo, crescimento e
desenvolvimento durante o cultivo in vitro de Orchidaceae vem sendo realizadas
frequentemente em géneros ja estabelecidos no mercado como Oncidium Lindl.
(CAMARGO et al., 2016), Cattleya Lindl. (FARINACIO et al., 2018), e Dendrobium
Lindl. (RIBEIRO etal., 2019). No entanto, ndo ha informac@es sobre trabalhos cientificos
realizados para comparar e entender os efeitos de diferentes qualidades luminosas no
crescimento e desenvolvimento de plantas de Brassavola tuberculata Hook.,
evidenciando a necessidade de estudos para estabelecer protocolos.

O éxito do cultivo in vitro também depende do ajuste da planta a uma condicao ex
vitro, sendo este um fator limitante tanto para producGes comerciais quanto para aquelas
que visam a reintroducéo. Considerando que todo o desenvolvimento inicial acontece em
ambiente asséptico e com iluminagdo controlada, configurando um espaco favoravel ao
seu crescimento, as plantas cultivadas através dessa técnica precisam ser gradativamente
aclimatizadas. SO assim é possivel que sejam capazes de suportar as condi¢Bes do
ambiente ex vitro antes de serem transferidas para seu local definitivo (CHANDRA et al.,
2010; SORGATO et al., 2015; SILVA et al., 2017; MENEZES-SA et al., 2019).

Portanto, a fase de aclimatizacdo se apresenta como um dos maiores desafios para

o cultivo in vitro e como uma das etapas mais dificeis para o estabelecimento de uma



nova planta no ambiente natural, com mudancas em seu metabolismo, de heterotréfico
para autotrofico (SILVA et al., 2003; MENEZES-SA et al., 2019).

Assim, para que se obtenha sucesso nessa fase € importante a escolha do substrato
a ser utilizado. O substrato escolhido deve ter boa capacidade de retencdo de agua e, ao
mesmo tempo, propiciar condi¢fes favoraveis para as trocas gasosas entre as raizes e 0
ambiente, facilitando o desenvolvimento da planta (KAMPF, 2000; FREITAS et al.,
2011). Assim, ap6s o estabelecimento de um protocolo eficaz de aclimatizag&o, é possivel
reintroduzir as espécies em seus ambientes naturais.

A reintroducdo constitui uma ferramenta importante para aumentar o
conhecimento da biologia, ecologia ou requisitos de gerenciamento das plantas estudadas
(SOARES et al., 2020). Essas informacdes sdo necessarias ao utilizar espécies nativas em
projetos paisagisticos, pois elas precisam se ajustar ao ambiente que serdo inseridas. Para
compor espacos harmoniosos deve-se examinar as qualidades fisicas e estéticas das
plantas, além de procurar uma relacdo harmoénica e unificada destas com os outros
elementos da composicdo, estabelecendo entdo seu potencial ornamental (LEAL e
BIONDI, 2006).

Diante do exposto, buscou-se com este trabalho contribuir com a valorizacdo e
preservacao da flora nativa, através da insercdo de Brassavola tuberculata Hook. no
paisagismo, por meio de técnicas de cultivo in vitro, aclimatizagdo, reintroducdo em

ambiente natural, e avaliacdo do potencial ornamental.
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CAPITULO I - DIODO EMISSOR DE LUZ NO CULTIVO IN VITRO
DE Brassavola tuberculata HOOK.

RESUMO

O trabalho foi realizado com objetivo de avaliar a influéncia de fontes de luz na
germinacdo e desenvolvimento inicial in vitro de Brassavola tuberculata Hook. Para o
inicio do experimento foi inoculado 1000 pL, de uma suspensdo de sementes, em frascos
de cultivo contendo meio de cultura de Murashige & Skoog na metade da concentragédo
de sais. Na sequéncia, os frascos foram acondicionados em sala de crescimento com
temperatura e fotoperiodo controlados, sendo dispostos sob cinco condicdes de luz: T1-
LED 3000 K (42 pmol m2s?), T2- LED 3000 K (86 umol m2s), T3- LED 6500 K (58
pumol m? s1), T4- LED 6500 K (108 pmol m? s1) e T5- lampada fluorescente branca
6500K (23 pmol m2 st), com oito frascos por tratamento, sendo realizado em duplicata,
totalizando 16 repeticdes por tratamento. Aos 45 e 90 dias apds a semeadura, foram
avaliados a porcentagem de germinagéo e o estabelecimento inicial. N&o houve efeito
significativo dos tratamentos utilizados para a porcentagem de germinacdo (98%). Na
avaliagdo do estabelecimento inicial, aos 45 dias, de maneira geral, a maioria dos
propagulos encontravam-se em estadio de desenvolvimento 2 (80,10%). Néo foi
verificado a formacédo de plantulas em estadio 4. Aos 90 dias, a maior porcentagem de
plantulas em estadio 4 foi observada sob T1, embora sem diferenca significativa de T2 e
T3, essas condicBes de luz aceleraram o estabelecimento inicial dessa orquidea. As fontes
de luz utilizadas nao influenciaram a germinacdo das sementes de Brassavola tuberculata
Hook. A utilizagdo do LED 3000 K, com irradiancia de 42 e 86 pmol m? se do LED
6500 K (58 umol m2 s) proporcionaram o estabelecimento inicial de B. tuberculata em
menor periodo de tempo.

Palavras-chave: Fonte de Luz, Espécie Nativa, Orchidaceae
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ABSTRACT

The work was carried out with the objective of evaluating the influence of light sources
on the germination and initial development in vitro of Brassavola tuberculata Hook. For
the beginning of the experiment, 1000 pL of a seed suspension was inoculated in culture
flasks containing Murashige & Skoog culture medium at half the concentration of salts.
Then, the vials were placed in a growth room with controlled temperature and
photoperiod, being placed under five light conditions: T1- LED 3000 K (42 pmol m? s’
1y, T2-LED 3000 K (86 pmol m2s™), T3- LED 6500 K (58 pmol m?s), T4- LED 6500
K (108 pmol m? st) and T5- 6500K white fluorescent lamp (23 pmol m™2 s1), with eight
bottles per treatment, performed in duplicate, totaling 16 repetitions per treatment. At 45
and 90 days after sowing, the germination percentage and initial establishment were
evaluated. There was no significant effect of the treatments used for the germination
percentage (98%). In the evaluation of the initial establishment, at 45 days, in general,
most propagules were in stage of development 2 (80.10%). The formation of seedlings in
stage 4 was not verified. At 90 days, the highest percentage of seedlings in stage 4 was
observed under T1, although without significant difference from T2 and T3, these light
conditions accelerated the initial establishment of this orchid. The light sources used did
not influence the germination of Brassavola tuberculata Hook seeds. The use of LED
3000 K, with irradiance of 42 and 86 pmol m2 s and LED 6500 K (58 pumol m? s?)
provided the initial establishment of B. tuberculata in a shorter period of time.

Keywords: Light Source; Native species; Orchidaceae
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1. INTRODUCAO

Orchidaceae € composta por diversas espécies e hibridos, sendo registradas no
mercado 2.345 cultivares, oriundas de cruzamentos realizados por produtores
(JUNQUEIRA e PEETZ, 2017). O género Brassavola é utilizado na producéo de hibridos
duplos e triplos com Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum, uma vez que, possui
inflorescéncias com elevado potencial ornamental e rusticidade, sendo um dos géneros
mais ameacados pelas coletas predatorias (HERING e PUTZKE, 2007; SOARES et al.,
2012; SOUSA et al., 2015; ZAHARA et al., 2017).

Um dos obstéaculos para producdo de plantas dessa familia boténica € a propagacdo
por via seminifera. As sementes de orquideas sao desprovidas de cotilédone e apresentam
pouco ou nenhum endosperma, logo o0 embrido ndo é nutrido de maneira eficiente durante
0 processo germinativo (FERREIRA et al., 2010). Por meio do cultivo in vitro, sementes
oriundas de plantas-matrizes adultas vivendo em ambiente natural ou em colegdes vivas
sdo utilizadas como fonte de propagulos, sendo capazes de gerar individuos
geneticamente distintos (SUZUKI et al., 2010; RODRIGUES et al., 2015).

Assim como em diversas espécies da Orchidaceae, B. tuberculata possui sementes
de tamanho reduzido e, em ambiente natural se associam simbioticamente com fungos
micorrizicos, que oferecem nutrientes para a germinacdo ocorrer, entretanto essa
associacdo ndo € suficiente para garantir elevadas taxas de germinacédo, que ficam entre
3% a 5% na natureza (RASMUSSEN, 2002; MENGARDA et al., 2017). Portanto, o
cultivo in vitro é uma ferramenta que viabiliza a conservacdo das espécies, a propagacao
comercial (FARIA et al., 2012; CARDOSO, 2014; TEIXEIRA da SILVA et al., 2017) e,
posteriormente, sua insercao em projetos paisagisticos.

A possibilidade de produzir plantas em grandes quantidades, permitida por esse
tipo cultivo, pode garantir a perpetuacdo das espécies, evitando sua vulnerabilidade e
possivel extingdo (FAJARDO et al., 2017; YANG et al., 2017; GALE et al., 2018;
SEATON et al., 2018). Ainda assim, estudos sobre formas de propaga¢do sao necessarios,
para que seu material genético seja preservado e possam ser usados por programas de
reintroducdo e comercializacdo (RIBEIRO et al., 2019; SOARES et al., 2020).

As técnicas de cultivo in vitro sdo amplamente difundidas e comprovadas quanto
a melhoria da taxa de germinacdo de varias espécies de orquideas, assim como na
multiplicacdo dos individuos, além de produzir plantas com excelente qualidade
fitossanitaria (SUZUKI et al., 2009; MENGARDA et al., 2017; YANG et al., 2017).
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Mesmo no cultivo indoor diversos fatores abioticos podem influenciar na germinacao,
crescimento e desenvolvimento do material vegetal. Dentre estes, destaca-se as condigdes
de luz utilizada para o cultivo (MASSARO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

A luz ¢ responsavel por participar de varios processos metabdlicos das plantas,
sendo fundamental para a fotossintese e fotomorfogénese (SORGATO et al., 2015;
HANUS-FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA, 2017). Assim, alguns estudos tém
utilizado condic¢Ges de luz como forma de otimizar a propagagdo assimbidtica de
Orchidaceae durante o cultivo in vitro. Teixeira da Silva et al., (2015) em uma reviséo de
trabalhos sobre propagacdo assimbidtica do género Dendrobium relatam que a
germinagdo é alcancada com o uso de luz branca fluorescente em 30,77% dos trabalhos
analisados. Ja Massaro et al., (2018) informam que a resposta de duas variedades de
Phalaenopsis amabilis alba Blume as qualidades luminosas foram distintas entre as duas
e Ribeiro et al., (2019) relatam que plantas de denphal (Dendrobium bigibbum Lindl.)
cultivadas sob luz branca (6.500K) apresentaram maior altura de planta.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das fontes de

luz na germinacdo e desenvolvimento inicial in vitro de Brassavola tuberculata Hook.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultivo in vitro de Flores e Plantas
Ornamentais da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), durante o periodo de setembro a dezembro de 2019.

O material utilizado para estudo foi sementes de Brassavola tuberculata Hook.,
provenientes de frutos coletados do matrizeiro do orquidario da FCA-UFGD na cidade
de Dourados-MS. Essas matrizes sdo cultivadas em viveiro coberto pela sobreposicdo de
duas telas de sombreamento de 50%, propiciando irradiancia de 235 pmol m2 s, sob
condi¢cBes médias de temperatura e umidade relativa de 22,6 + 5 °C e 73,9 £ 10%,
respectivamente, com irrigagdo realizada por microaspersores tipo bailarina,
posicionados a um metro acima das plantas, totalizando uma lamina de agua de 1 mm dia
1.

Apbs a colheita os frutos foram destacados e levados para o laboratorio de cultivo

in vitro, onde foram desinfestados com solucdo de alcool etilico 70% e abertos com
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auxilio de bisturi. As sementes entdo foram retiradas das capsulas e homogeneizadas. Na
sequéncia foi pesada uma amostra de 50 mg, colocada em tubos de ensaio onde recebeu
3 mL de solucéo aquosa de cloreto de trifenil tetrazolio 0,5%, para avaliacdo quanto a
viabilidade, segundo metodologia de Soares et al. (2014).

As suspensdes de sementes foram acondicionadas em ambiente desprovido de luz
e 25 °C +2. Ap0s 24 horas as suspensdes de tetrazolio foram acrescidas de 7 mL de agua
destilada e agitadas, sendo pipetado 1 mL para identificacdo e contagem de sementes
viaveis em camara de Peters com o auxilio de lupa. Foram realizadas cinco leituras, sendo
posteriormente calculada a média entre elas. O teste identificou 396 sementes viaveis por
miligrama de sementes, representando viabilidade de 95%. Apés essa confirmacdo
procedeu-se a semeadura in vitro.

Para este procedimento foi utilizada outra amostra de 50 mg de sementes que foi
desinfestada por cinco minutos em uma solugcdo composta por 15 mL de hipoclorito de
s0dio 0,8% e 10 mL de agua destilada estéril. Apds este periodo, a suspensdo de sementes
foi diluida para 50 mL e em seguida recebeu triplice lavagem (40 ml por lavagem) com
agua destilada estéril, sendo a agua descartada apos cada lavagem. Na sequéncia, 0
volume da suspensdo foi completado para 50 mL com agua destilada esterilizada em
autoclave (121 °C e 1,1 atm de pressdo por 20 minutos) para a semeadura in vitro,
inoculando-se 1000 pL da suspensédo de sementes por frasco de cultivo (SORGATO et
al., 2020a). Foram utilizados 25 mL do meio de cultura de Murashige & Skoog (1962),
na metade da concentracdo de sais (MS %2), vertidos em frascos com capacidade de 50
mL.

Posteriormente, os frascos com as sementes inoculadas foram vedados com tampa
de polipropileno branca e acondicionados em sala de crescimento com temperatura e
fotoperiodo controlados (25 £ 2 °C; 16 h/8 h), sendo dispostos sob cinco condi¢Ges de
luz: T1- LED 3000 K (42 pmol m? s?), T2- LED 3000 K (86 pmol m2s?), T3- LED
6500 K (58 umol m?2s?), T4- LED 6500 K (108 pmol m2s™) e T5- Iampada fluorescente
branca 6500K (23 pumol m2 s1) (Figura 1), com oito frascos por tratamento, sendo

realizado em duplicata, totalizando 16 repeti¢cdes por tratamento.
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FIGURA 1. Distribui¢do espectral de energia relacionada aos LEDs e & lampada fluorescente.
UFGD, Dourados-MS, 2020.

Com auxilio de microscépico estereoscépico binocular o material vegetal foi
avaliado aos 45 e 90 dias ap0s a semeadura. Para cada periodo de avaliacdo foram
utilizados oito frascos de cada tratamento. Tanto aos 45 quando aos 90 dias foram
contados 0 numero de sementes ndo germinadas (NS) e o numero de propagulos
clorofilados (PC). A porcentagem de germinacdo (%G) foi calculada pela seguinte
expressao: %G =[PC/ (NS + PC)] x 100. As avaliacdes de crescimento e estabelecimento
inicial, foram realizadas seguindo metodologia descrita por Suzuki et al. (2009), sendo
consideradas as seguintes classes morfoldgicas: Estadio 1= protocormo intumescido
clorofilado; Estadio 2= plantula com formacao da primeira folha; Estadio 3= plantula com
duas folhas; Estadio 4= plantula com folhas e uma ou mais raizes (Figura 2). Também foi
contabilizado o nimero de propagulos ndo clorofilados (PNC). Ap6s a contagem, oS
tratamentos foram fotografados com camera acoplada ao microscopico estereoscopico,

com auxilio do programa computacional AxionVision versao 3.1 (Zeiss®).



16

P1 @ & R

pe
F

PP Y P =
P4}\r

lcm

FIGURA 2. Estadios de desenvolvimento inicial de Brassavola tuberculata Hook. UFGD,
Dourados-MS, 2020. P1= protocormo intumescido clorofilado; P2= plantula com
formacé&o da primeira folha; P3= plantula com duas folhas; P4= plantula com folhas
€ Uma ou mais raizes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com oito
repeticdes e cinco tratamentos (cinco condi¢des de luz), em duplicata. Os resultados
foram transformados para V(x+1), para diminuicéo do coeficiente de variacéo e, a seguir,
submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste de Tukey até 5% de
probabilidade com auxilio do programa SISVAR (Programa de Andlises Estatisticas

v.5.3. Universidade Federal de Lavras, MG).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

45 dias

N&o houve efeito significativo (p>0,05) dos tratamentos utilizados para a
porcentagem de germinacdo, que apresentou media geral de 98%. Também néo foi
verificada significadncia para porcentagem de protocormos em estadio 1 (%P1),
porcentagem de plantulas em estadio de desenvolvimento 2 (%P2) e porcentagem de
propagulos clorofilados (%PC), com médias de 16,09; 80,10 e 91,57%, respectivamente.
Efeito significativo (p<0,05) dos tratamentos foi observado para as variaveis porcentagem
de plantulas em estadio de desenvolvimento 3 (%P3) e propagulos nédo clorofilados
(%PNC) de Brassavola tuberculata (Quadro 1).
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QUADRO 1. Resumo da andlise de variancia de porcentagem de germinacdo (%G),
protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), plantulas
em estadio 3 (%P3), propagulos clorofilados (%PC) e propagulos nao
clorofilados (%PNC), em funcao das diferentes condigdes de luz apds 45
dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Fator de Quadrado Médio
Variagao %G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC
Trat 4 5,36™ 340,80™ 322,33"  265,91* 195,84™ 195,84*
Erro 28 2,39 118,13 267,04 1,96 90,40 13,54
Total 39 102,45 5573,93 10658,03 1137,40 3910,81 1266,47
Média Geral 98,00 16,09 80,10 3,80 91,57 8,42
C.V. (%) 0,79 26,2 12,55 15,43 5,91 18,83

*: significativo; ™: ndo significativo, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A maior %P3 foi verificada no tratamento T1- LED 3000 K (42 pmol m2 s¥),
com média de 13,74% de plantulas nesse estddio de desenvolvimento. Quanto a
mortalidade dos propagulos, o maior valor de %PNC foi encontrado no T4- LED 6500 K
(108 pmol m? s1) com 16,29%. Para as duas variaveis os tratamentos diferiram dos
demais (Quadro 2).

QUADRO 2. Porcentagens de germinacdo (%G), protocormos em estadio um (%P1) e
plantulas em estadio dois (%P2), plantulas em estadio trés (%P3),
propagulos clorofilados (%PC) e propagulos ndo clorofilados (%PNC) de
Brassavola tuberculata Hook. em fungdo das diferentes condigdes de luz
apos 45 dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Tratamento %G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC
T1 97,93 a 11,37 a 74,87 a 13,74 a 90,18 a 9,81b

T2 97,28 a 13,30 a 82,72 a 3,97 b 96,12 a 3,87¢c

T3 97,51 a 22,76 a 76,96 a 0,27 ¢ 95,00 a 4,99 bc

T4 97,85 a 23,43 a 75,85 a 0,71c 83,70 a 16,29 a

T5 99,38 a 9,61a 90,05 a 0,33 ¢ 92,83 a 7,17 be
Média Geral 98,00 16,09 80,10 3,80 91,57 8,42
C.V. (%) 0,79 26,2 12,55 15,43 5,91 18,83

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
T1- LED 3000 K (42 pmol m? st); T2- LED 3000 K (86 pumol m? s?); T3- LED 6500 K (58
umol m2s1); T4- LED 6500 K (108 pmol m2s?) e T5- fluorescente 6500K (23 pmol m2s1),

Aos 45 dias, de maneira geral, a maior porcentagem de germinacéo foi verificada
com a utilizacdo do T5, néo diferindo significativamente das demais fontes de luz. A luz
é um fator importante no crescimento e desenvolvimento de orquideas cultivadas in vitro
(GUPTA e JATOTHU, 2013; HANUS-FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA, 2017),

porém os resultados deste trabalho sugerem que as sementes de B. tuberculata apresentam
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elevada germinacdo independente da condicdo de luz testada, uma vez que a média geral
foi de 98,00% (Quadro 2).

Resultados semelhantes foram observados para espécies dos géneros Dendrobium
(SORGATO et al. 2020a), Schomburgkia crispa Lindl (SORGATO et al. 2020b;
SOARES, 2018), Bletilla ochracea Schltr. (GODO et al., 2011) as quais apresentaram
germinacdo superior a 50, 94 e 69% respectivamente germinando inclusive na auséncia
de luz.

Na avaliacdo do estabelecimento inicial foi constatado que, aos 45 dias, a maioria
dos propagulos encontravam-se em P2 (com média geral de 80,10%). A maior formacéo
de plantulas em estadio P3 ocorreu quando estas foram cultivadas sob T1 (13,74%). Dessa
forma, os resultados permitem inferir que o uso de lampada LED 3000 K (42 umol m2s°
1) em salas de crescimento proporcionou melhores condi¢Oes para o estabelecimento

inicial de plantulas de B. tuberculata em um menor espaco de tempo (Figura 3).

FIGURA 3. Propagulos de Brassavola tuberculata Hook. aos 45 dias ap6s a semeadura em fungdo
das condigdes de luz. UFGD, Dourados-MS, 2020. T1- LED 3000 K (42 pmol m? s
1: T2- LED 3000 K (86 pumol m2s?); T3- LED 6500 K (58 pmol m2 st); T4- LED
6500 K (108 pumol m2s?) e T5- fluorescente 6500K (23 umol m2s?),

A maior mortalidade dos propégulos foi verificada quando estes foram cultivados
sob T4. Esses resultados podem evidenciar que houve uma exposicdo prolongada a
elevada irradiancia (108 umol m2s?), o que, em conjunto com o comprimento de onda
emitido pela luz branca (6500 K) pode ter resultado na fotodestruicdo dos pigmentos
fotossintéticos, uma vez que a descoloracdo desses € dependente do oxigénio e da luz,
cujo fenémeno é denominado de fotooxidagdo, podendo levar a morte da célula ou do
organismo (ARAUJO e DEMINICIS, 2009).
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90 dias

Ap0os os 90 dias de cultivo in vitro, houve efeito significativo (p<0,05) para todas
as variaveis analisadas apresentando as seguintes medias: %P1 = 3,48; %P2 = 5,52; %P3
=41,93; %P4 = 48,99; %PC = 96,73; %PNC = 3,26 (Quadro 3).

QUADRO 3. Resumo da anélise de variancia de protocormos em estadio 1 (%P1),
plantulas em estadio 2 (%P2), plantulas em estadio 3 (%P3), plantulas em
estadio 4 (%P4), propagulos clorofilados (%PC) e propagulos ndo
clorofilados (%PNC), em funcéo das diferentes condicbes de luz apos 90
dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Fat(_)r de GL Quadrado Médio
Variacao %P1 %P2 %P3 %P4 %PC %PNC
Trat 4  32,53* 16,87* 1463,51* 1900,10* 30,15* 30,15*
Erro 28 1,53 2,23 246,24 265,97 12,55 1,60
Total 39 183,02 141,70 13764,53 16336,75 540,71 169,06
Média Geral 3,48 5,58 41,93 48,99 96,73 3,26
C.V. (%) 15,78 12,11 20,01 18,80 1,85 16,71

*: significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para %P1, o tratamento T4 apresentou o maior valor (6,39%). Para a %P2, 0s
maiores valores foram verificados no tratamento T5, sem diferenca significativa para 0s
tratamentos T3 e T4, apresentando médias de 7,46; 6,45 e 5,68%, respectivamente. Em
relacdo a %P3, o tratamento T5 apresentou o maior valor, com 59,70%, embora sem
diferenga significativa do T4 (52,53%) (Figura 4).
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FIGURA 4. Protocormos em estadio um (%P1), plantulas em estadio dois (%P2), plantulas em
estadio trés (%P3) e plantulas em estadio quatro (%P4) de Brassavola tuberculata
Hook. em diferentes condi¢Bes de luz aos 90 dias de cultivo in vitro. UFGD,
Dourados-MS, 2020. T1- LED 3000 K (42 pmol m2s); T2- LED 3000 K (86 pmol
m2s1); T3- LED 6500 K (58 umol m=2 s); T4- LED 6500 K (108 umol m2s?) e
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T5- fluorescente 6500 K (23 umol m2 s?). Barras seguidas da mesma letra, ndo
diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).

A maior %P4 foi observada em T1 (63,15%), sem diferenca significativa de T2 e
T3 com 56,88% e 60,05%, respectivamente (Figura 4). As condi¢fes de LED 3000 K T1
e T3 aceleraram o estabelecimento inicial de propagulos de B. tuberculata. A utilizagéo
do LED 3.000 K (T1 =63,15%) quando comparada com a lampada fluorescente 6.500 K
(T5 = 29,50%) demonstrou 36,65% de aumento de plantulas neste estadio de
desenvolvimento. A diferenca entre os estadios de desenvolvimento das plantulas, aos 90

dias de cultivo, pode ser observada na Figura 5.
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Figura 5. Plantulas de Brassavola tuberculata Hook. aos 90 dias apds a semeadura em fungéo das
condicoes de luz. T1- LED 3000 K (42 umol m?s?); T2- LED 3000 K (86 umol m?s°
1; T3- LED 6500 K (58 pmol m2 st); T4- LED 6500 K (108 pmol m2 s?) e T5-
fluorescente 6500K (23 pumol m2s1). UFGD, Dourados-MS, 2020.

Ainda em relacéo as plantulas em estadio 4, a condicdo de luz fluorescente 6500
K (T5) propiciou os menores valores, mesmo sendo esta a condigéo de luz com irradiancia
mais proxima do ambiente natural. As orquideas, em condi¢cfes de sub-bosque recebem
até 10 pmol m2 s (SOARES et al., 2020), porém essa espécie em condicéo de cultivo in
vitro apresentou maior desenvolvimento inicial quando cultivadas em fontes de luz com
irradiancias de 42 pumol m2 s a 86 umol m2 s,

Quanto as fontes de luz utilizadas, o uso de lampada LED tém diversas vantagens
em relacdo a fluorescente, tais como: proporcionam menores variagdes morfoldgicas e
fisioldgicas nos embrides vegetais, longo periodo de vida Util, alta eficiéncia no processo

de geracdo de luz e baixa emissdo de calor, demandando menos energia na sala de
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crescimento (GUPTA e JATOTHU, 2013; HANUS-FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA,
2017). Esses resultados demonstram que, além da possibilidade de reducéo de custos na
propagacao, essa fonte de luz ainda acelerou o estabelecimento in vitro de B. tuberculata.

Embora o comprimento de onda do LED 3000 K tenha pico sinuoso em = 580nm
(Figura 1), o que proporciona maior quantidade de energia na regido do vermelho e, do
ponto de vista fisioldgico, contribua de maneira mais efetiva para a excitacdo dos
pigmentos fotossintéticos (TAIZ et al., 2017); o LED 6500 K até a irradiancia de 58 pmol
m2 s também contribuiu para o desenvolvimento das plantulas. Segundo Lazzarini et al.
(2017), a utilizacdo de luz de LED branca (6500K) nos cultivos pode aumentar o
crescimento das plantas, pois permite que a luz penetre melhor nas folhas, para ser
utilizada na fotossintese.

A diferenca do crescimento das plantulas em resposta a luz podem ser 0s
resultados da adaptacdo as condi¢cdes ambientais dos habitats das espécies de orquideas,
uma vez que nessa familia, a exigéncia de luz é espécie-especifica (ZHANG et al., 2018).
Por terem como habitat as florestas, e estarem em condi¢des de sub-bosque, a fotossintese
e 0 crescimento da maioria das orquideas requer um baixo nivel de irradiancia (ZHANG
et al., 2007; CHANG et al., 2011). Este fato pode explicar o porqué de o T4 ter
apresentado menores resultados, uma vez que foi a maior irradiancia utilizada.

Além da adaptacdo ao ambiente, as orquideas também podem requerer diferentes
condigdes de luz em diferentes estadios de desenvolvimento apds a germinacdo (ZHANG
et al., 2018), inclusive in vitro. Para hibridos de Phalaenopsis, uma intensidade de luz
relativamente menor ajuda na germinacao das sementes, enquanto, uma intensidade mais
forte promove o crescimento das mudas, uma intensidade ainda mais alta é recomendada
para a inducdo de caracteres florais (WANG, 1995).

De maneira geral, em todos os tratamentos a %PNC foi baixa, evidenciando
elevada sobrevivéncia dos propagulos, sendo seu maior valor 6,02% no T4. Os maiores
valores de %PC foram encontrados para T3 com 99,24%, entretanto sem diferenca
significativa de T1, T2 e T5, com 95,95; 97,36 e 97,15%, respectivamente (Figura 6).
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FIGURA 6. Propagulos clorofilados (%PC) e propagulos ndo clorofilados (%PNC) de Brassavola
tuberculata Hook. em diferentes condigdes de luz aos 90 dias de cultivo in vitro.
UFGD, Dourados-MS, 2020. T1- LED 3000 K (42 pumol m? st); T2- LED 3000 K
(86 pmol m2 s); T3- LED 6500 K (58 pumol m2 s™); T4- LED 6500 K (108 pumol
m2s?) e T5- fluorescente 6500 K (23 pmol m s). Barras seguidas da mesma letra
nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).

A irradiancia, comprimento de onda e o fotoperiodo influenciam diretamente a
morfogénese das plantas quando cultivadas in vitro (TEIXEIRA da SILVA et al., 2015;
TAIZ et al., 2017; ZHANG et al., 2018). As salas de crescimento geralmente utilizam
lampadas fluorescentes brancas (6500 K) que vém sendo substituidas por lampadas LEDs
brancas (6500 K). Porém, a eficiéncia do LED utilizado varia entre 0s espectros,
irradiancias, fotoperiodo e as espécies (HANUS-FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA,
2017; LAZZARINI et al., 2018).

Assim, considerando que Orchidaceae é uma familia com ampla variedade de
espécies, ndo é possivel generalizar os efeitos das fontes de luz tanto na germinacédo de
sementes quanto no estabelecimento inicial in vitro. Para a espécie B. tuberculata pode-
se inferir que irradiancia proporcionada pelos LEDs teve maior influéncia no

estabelecimento in vitro do que os comprimentos de onda utilizados.

4. CONCLUSAO

- As fontes de luz utilizadas ndo influenciaram a germinagdo das sementes de
Brassavola tuberculata Hook.;
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- A utilizagdo do LED 3000 K, com irradiancia de 42 e 86 umol m? se do LED
6500 K (58 umol m s) proporcionaram o desenvolvimento inicial de B. tuberculata em
menor periodo de tempo.
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CAPITULO Il - SUBSTRATOS NO CULTIVO EX VITRO DE
Brassavola tuberculata HOOK. APOS GERMINACAO
ASSIMBIOTICA

RESUMO

O experimento foi realizado para estudar a eficiéncia e viabilidade da utilizagdo de
diferentes substratos para a aclimatizacdo de plantas de B. tuberculata oriundas de
semeadura in vitro. Foram utilizadas plantulas com 20 meses de cultivo in vitro, sendo
avaliadas quanto ao numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), comprimento da
maior raiz (CR), altura de planta (AP) e massa fresca (MF). Na sequéncia, as plantulas
foram transferidas para recipientes de cultivo, sendo um terco do seu volume preenchido
com 0s seguintes substratos: S1) 100% pau de buriti; S2) 100% esfagno; S3) 100% chips
de coco; S4) 100% substrato comercial; S5) 50% pau de buriti + 50% esfagno; S6) 50%
pau de buriti + 50% substrato comercial; S7) 50% esfagno + 50% chips de coco; S8) 50%
esfagno + 50% substrato comercial; S9) 50% chips de coco + 50% substrato comercial e
S10) 50% chips de coco + 50% pau de buriti. Aos 180 (T1) e 365 (T2) dias apos a
aclimatizacdo as caracteristicas descritas inicialmente foram novamente avaliadas. Os
tratamentos foram arranjados em sub parcelas, onde as parcelas foram constituidas de dez
substratos e as sub parcelas de trés tempos de avaliacdo com dez repeti¢fes de uma planta
cada. Ao final do periodo experimental verificou-se maior porcentagem de sobrevivéncia
qguando as plantas foram cultivadas nos substratos S1 e S10, com médias de 86,66%.
Houve efeito significativo da interacdo sobre NF, NR, MF, com os melhores resultados
no S10 (18,44 folhas;10,11 raizes; 0,950 g) e para CR no S5 (63,62 mm), enquanto para
a caracteristica AP, houve efeito isolado do tempo de avaliagcdo, com o maior valor aos
365 dias de aclimatizagdo (60,52 mm). Os substratos compostos por pau de buriti, em
mistura ou ndo com chips de coco, foram os mais indicados para o desenvolvimento
vegetativo de Brassavola tuberculata Hook. durante a fase de aclimatizag&o.

Palavras-chave: Ochidaceae; Aclimatizagédo; Planta nativa
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ABSTRACT

The experiment was carried out to study the efficiency and viability of using different
substrates for the acclimatization of B. tuberculata plants from sowing in vitro. Seedlings
with 20 months of in vitro cultivation were used, being evaluated for the number of leaves
(NL), number of roots (NR), length of the largest root (LR), plant height (PH) and fresh
weight (FW). Then, the seedlings were transferred to cultivation containers, one third of
their volume being filled with the following substrates: S1) 100% pau de buriti; S2) 100%
sphagnum; S3) 100% coconut chips; S4) 100% commercial substrate; S5) 50% pau de
buriti + 50% sphagnum; S6) 50% pau de buriti + 50% commercial substrate; S7) 50%
sphagnum + 50% coconut chips; S8) 50% sphagnum moss + 50% commercial substrate;
S9) 50% coconut chips + 50% commercial substrate and S10) 50% coconut chips + 50%
pal de buriti. At 180 (T1) and 365 (T2) days after acclimatization, the characteristics
described initially were evaluated again. The treatments were arranged in sub plots, where
the plots consisted of ten substrates and the sub plots of three times of evaluation with ten
replicates of one plant each. At the end of the experimental period, a higher percentage
of survival was found when the plants were grown on substrates S1 and S10, with
averages of 86.66%. There was a significant effect of the interaction on NL, NR, FW,
with the best results in S10 (18.44 leaves; 10.11 roots; 0.950 g) and for LR in S5 (63.62
mm), while for the characteristic PH, there was an isolated effect of the evaluation time,
with the highest value at 365 days of acclimatization (60.52 mm). The substrates
composed of pau de buriti, mixed or not with coconut chips, proved to be the most suitable
for the vegetative development of Brassavola tuberculata Hook. during the
acclimatization phase.

Keywords: Orchidaceae; Acclimatization; Native plant



29

1. INTRODUCAO

O setor de flores e plantas ornamentais vem se destacando nos ultimos anos, com
grande perspectiva de crescimento econdémico, ganhando espaco notério no seguimento
do agronegacio brasileiro. Durante o0 ano de 2018 movimentou R$ 8,1 bilhdes e para 2019
a previsao é de um aumento de 7% (JUNQUEIRA e PEETZ, 2018; ENFLOR, 2019), com
destaque para a producdo de orquideas, tanto exoticas quanto nativas da flora brasileira,
como uma atividade crescente no mercado (FARIA et al., 2018).

A espécie Brassavola tuberculata Hook. também conhecida como “chuva de
prata, cebolinha, rabo de rato e orquidea dama-da-noite”, tem habito epifitico, ¢
unifoliada, apresentando folhas e caule teretes, cespitosa, que crescem formando densas
touceiras com inflorescéncias que podem ter duas a seis flores agrupadas e perfumadas,
de coloracdo creme a verde-claro, com sépalas e pétalas longo-lanceoladas e labelo largo,
com extremidade pontiaguda. Se destaca entre as orquideas nativas do Brasil por seu
elevado valor ornamental, rusticidade, floragdo abundante e duradoura, sendo esse
conjunto de caracteristicas responsavel pelo seu potencial ornamental (RECH et al., 2010;
SILVA et al., 2015).

A espécie é nativa dos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba, Parana, Rio Grande do
Sul, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Santa Catarina, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Sergipe, Rondbnia e
Tocantins (BARROS et al.,, 2020), e os limites que ela pode enfrentar ainda sé&o
considerados indeterminados, uma vez que, fatores bidticos e abiodticos determinam seu
crescimento, desenvolvimento e sucesso reprodutivo (HERMANN et al., 2011;
FAJARDO et al., 2017; GALE et al., 2018).

Como a exigéncia de mudas para suprir a demanda de mercado € elevada, a
utilizacdo de técnicas de propagacao in vitro é amplamente utilizada, principalmente em
géneros de maior comercializacdo (JUNQUEIRA e PEETZ, 2017). Também pode ser
utilizada em estudos para a conservacdo da biodiversidade, pois possibilita a obtengéo de
plantas em grande escala, em tempo relativamente curto e com alta qualidade, o que
contribui para diminuicdo do risco de extin¢cdo (CARDOSO, 2014; HANUS-FAJERSKA
e WOJCIECHOWSKA, 2017; FAY etal., 2018).

Um dos maiores obstaculos para a aplicacdo pratica do cultivo in vitro é obter
sucesso na transferéncia de mudas da condigé&o in vitro para ex vitro (CHANDRA et al.,
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2010; DEB e IMCHEN, 2010). O cultivo ex vitro (aclimatizacdo) é um processo
importante nos protocolos de multiplicacdo, uma vez que as plantas micropropagadas
podem ndo sobreviver a transferéncia para condicbes heterotréficas (LEMES, 2015;
MENGARDA et al., 2017).

Dessa maneira, a aclimatizacdo ¢é definida como a adaptacdo climatica de um
organismo, especialmente uma planta, que é transferido para um novo ambiente, sendo
este processo realizado de forma artificial (FARIA et al., 2012). Esta etapa é um passo
importante dentro do sistema de cultivo in vitro, pois ha necessidade de controlar os
fatores que possam limitar o seu desenvolvimento, tais como temperatura, luminosidade,
umidade, substrato e nutrientes (COLOMBO et al., 2005).

Assim, durante a fase de aclimatizacdo das orquideas, torna-se essencial a
utilizacdo de substratos que permitam o estabelecimento vegetativo dessas plantas, uma
vez que influenciam a qualidade do produto final, principalmente como suporte ao
sistema radicular (COLOMBO et al., 2005; FARIA et al., 2018). Ainda, a escolha de um
substrato deve envolver sua disponibilidade regional, a garantia de sua aquisi¢do
permanente, a conservacgdo dos recursos naturais e seu custo (ALVES et al., 2012).

Dentre os substratos usualmente empregados no cultivo de orquideas destacam-
se os oriundos do processamento industrial da casca de coco e o esfagno (FARIA et al.,
2010). Uma alternativa de substrato para essas plantas é o pad de buriti, um produto
originado do caule decomposto do buriti (Mauritia flexuosa Lin. Fil), uma palmeira do
Cerrado que apresenta potencial para compor substratos organicos (SOUZA e VIANA,
2018). Na familia Orchidaceae temos a Vanilla palmarum Lindl., entre algumas das
epifitas que ocorrem naturalmente no buriti (PANSARIN et al., 2012). Este substrato
também é empregado no cultivo de castanheira-do-gurgueia (Dipteryx lacunifera Ducke),
helicdnia (Heliconia rostrata Ruiz & Pav.), maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Deg), mamoeiro (Carica papaya L.) e também para a orquidea
Schomburgkia crispa Lindl., entre outros (CALVACANTE et al., 2011; BECKMAM-
CAVALCANTE et al., 2011; SILVA, 2012; SOARES, 2018).

Diante da busca de um substrato adequado para minimizar o estresse causado pela
aclimatizacdo, objetiva-se avaliar a eficiéncia e viabilidade da utilizagdo de diferentes
substratos para a aclimatizacédo de plantas de Brassavola tuberculata Hook. oriundas de

semeadura in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na area de Jardinocultura da Faculdade de Ciéncias
Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) (22°11°S,
54°56°0, altitude 446 m), de maio de 2018 a junho de 2019. O clima ¢ do tipo Am de
Kdppen (Tropical Mongénico), com temperatura média no més mais frio inferior a 18°C
e no mais quente superior a 22°C e precipitacdo total anual entre 1.250 e 1.500 mm
(FIETZ et al., 2017).

Para o estudo, foram utilizadas plantulas de Brassavola tuberculata obtidas a
partir da germinagdo assimbiotica das sementes oriundas dos matrizeiros do orquidario
da FCA-UFGD. Essas matrizes séo cultivadas em viveiro coberto pela sobreposicéo de
duas telas de sombreamento de 50%, propiciando irradiancia de 235 pmol m? s, sob
condi¢cdes médias de temperatura e umidade relativa de 22,6 + 5 °C e 73,9 £ 10%,
respectivamente, com irrigagdo realizada por microaspersores tipo bailarina,
posicionados a um metro acima das plantas, totalizando uma lamina de 4gua de 1 mm dia”
! Essas plantulas foram cultivadas in vitro no Laboratério de cultivo in vitro de Flores e
Plantas Ornamentais da FCA-UFGD por 20 meses.

Foram utilizados 0,1 g de sementes da espécie, as quais foram desinfestadas com
15 mL de soluc¢do de hipoclorito de sddio a 0,8%, por 5 minutos, e em seguida receberam
triplice lavagem com agua destilada para a realizacdo da semeadura in vitro. O meio de
cultura utilizado foi o de Murashige e Skoog (1962), na metade da sua concentracdo (MS
1), solidificado com a utilizacdo de 6,0 g L™ de agar bacterioldgico e suplementado com
30 g L de sacarose. As culturas foram semeadas em setembro de 2016 e acondicionadas
em sala de crescimento com temperatura, luminosidade e fotoperiodo controlados (25°C
+2; 18,9 umol m2 s; 16 h, respectivamente), permanecendo nessas condi¢des por 20
meses, com subcultivos a cada seis meses.

Apos este periodo, as plantulas foram retiradas dos frascos e lavadas em agua
corrente para total remocdo do excesso de meio de cultura. Posteriormente, foram
avaliadas quanto ao numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), comprimento da
maior raiz (CR), altura de planta (AP) e massa fresca (MF), para o inicio do periodo
experimental, sendo estes valores considerados como iniciais (TO).

Na sequéncia, conjuntos de dez plantulas (5,23 £ 1,53 cm) foram transferidos
para recipientes de polipropileno transparente com capacidade para 1000 mL (20 x 10 x

5 cm), providos de furos na base para drenagem e na tampa para trocas gasosas, sendo
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um terco do seu volume preenchido com o0s seguintes substratos
(S): S1) 100% pau de buriti; S2) 100% esfagno; S3) 100% chips de coco; S4) 100%
substrato comercial; S5) 50% pau de buriti + 50% esfagno; S6) 50% pau de buriti + 50%
substrato comercial; S7) 50% esfagno + 50% chips de coco; S8) 50% esfagno + 50%

substrato comercial; S9) 50% chips de coco + 50% substrato comercial e S10) 50% chips

de coco + 50% pau de buriti (Figura 1).

o B . L LD N & B - - s —

FIGURA 1. Plantulas de Brassavola tuberculada Hook. oriundas de cultivo in vitro aclimatizadas
nos seguintes substratos: S1) 100% pau de buriti; S2) 100% esfagno; S3) 100% chips
de coco; S4) 100% substrato comercial; S5) 50% pau de buriti + 50% esfagno; S6)
50% pau de buriti + 50% substrato comercial; S7) 50% esfagno + 50% chips de coco;
S8) 50% esfagno + 50% substrato comercial; S9) 50% chips de coco + 50% substrato
comercial e S10) 50% chips de coco + 50% pal de buriti. UFGD, Dourados-MS,
2020.

Os substratos utilizados como tratamentos foram submetidos a fervura por 30
minutos e esterilizados em autoclave (121 °C e 1,1 atm), por 20 minutos. A caracteriza¢ao

fisica de cada substrato utilizado é mostrada no Quadro 1.

QUADRO 1. Caracterizacdo das propriedades fisicas dos materiais utilizados na
formulacdo dos substratos para aclimatizacdo de Brassavola tuberculata
Hook. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Ma (%) Mi(%) Ptotal (%) CMRA (%) De (kg m®)

Chips de coco - - 95,0 13,5 680
Esfagno 10,92 71,47 82,4 71,5 280
Substrato Comercial - - - 35,0 130
*Pau de Buriti 35,0 57,0 92,0 57,0 670

Ma = Macroporosidade, Mi = Microporosidade, P total = Porosidade total, CMRA = Capacidade
méaxima de retengdo de &gua; De = densidade do substrato.
*Valores das propriedades fisicas do substrato pad de buriti conforme Brito et al. (2017).
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Ap0s o transplantio, as plantas foram mantidas em viveiro telado, permanecendo
por 365 dias nas mesmas condi¢fes citadas para plantas matrizes, sendo todos 0s
recipientes fechados durante os primeiros 15 dias de aclimatizagdo para minimizar o
estresse.

Foram realizadas adubagdes, via foliar, a cada 15 dias, com 2,0 mL L™ de NPK
10-10-10, acrescido dos micronutrientes: 0,025% de magnésio, 0,02% de boro, 0,05% de
cobre, 0,10% de ferro, 0,05% de manganés, 0,0005% de molibdénio e 0,05% de zinco,
com teor maximo de cloro de 0,025%. Ao zero, 30 e 60 dias, as plantas foram
pulverizadas, preventivamente, com O-S-dimetil-N-acetil-fosforoamidotioato (4 mg L)
e Mancozeb (4 mg L7). Tanto para a adubagdo foliar, quanto para o controle
fitossanitario, foi utilizado pulverizador costal com capacidade para 5 L.

As caracteristicas NF, NR, CR, AP e MF foram avaliados no inicio da
aclimatizacdo (TO) e aos 180 (T1) e 365 (T2) dias ap0s a aclimatizacdo (DAA). Foi
utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC) e os tratamentos foram arranjados
em sub parcelas, onde as parcelas foram constituidas de dez substratos e as sub parcelas
de trés tempos de avaliacdo com dez repeti¢cGes de uma planta cada. A porcentagem de
sobrevivéncia das plantas (% SOB) foi avaliada apenas no T2. Foi utilizado DIC com 10
tratamentos (S) e 20 repeticdes de uma planta cada. Os dados foram transformados para
\(x+1) para diminuir o coeficiente de variagdo e, a seguir, submetidos a anélise de

variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a sobrevivéncia das plantas de Brassavola tuberculata houve efeito

significativo na analise de variancia entre os tratamentos (p<0,05) (Quadro 2).

QUADRO 2. Tabela de Anélise de Variancia da sobrevivéncia das plantas de Brassavola
tuberculata Hook. em diferentes substratos UFGD, Dourados-MS, 2020.

Quadrado Médio

Fator de Variagdo GL

SOB
Trat 9 867,13*
Erro 18 23,70
Total 299 867,03
Média Geral 59,00
C.V. (%) 3,92

* significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Skott-Knott. SOB = sobrevivéncia.

Ao final do periodo experimental verificou-se maior %SOB quando as plantas
foram cultivadas nos substratos S1 e S10 com média de 86,66% de plantas vivas em
ambos (Quadro 3).

QUADRO 3. Sobrevivéncia de plantas de Brassavola tuberculata Hook. apos 365 DAA
em funcdo de diferentes substratos: S1) 100% pal de buriti; S2) 100%
esfagno; S3) 100% chips de coco; S4) 100% substrato comercial; S5) 50%
pal de buriti + 50% esfagno; S6) 50% pau de buriti + 50% substrato
comercial; S7) 50% esfagno + 50% chips de coco; S8) 50% esfagno + 50%
substrato comercial; S9) 50% chips de coco + 50% substrato comercial e
S10) 50% chips de coco + 50% pau de buriti. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Substratos %S0OB
S1: PB 86,66 a
S2: ES 53,33 ¢
S3: CC 53,33 ¢
S4:SC 53,33 ¢

S5: PB + ES 53,33 ¢
S6: PB + SC 33,33¢e
S7: ES+ CC 66,33 b
S8: ES + SC 66,33 b
S9: CC +SC 43,33 d
S10: CC + PB 86,66 a
MEDIA 59,60
C.V. (%) 3,92

Médias seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem pelo teste de Scott-Knott.
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E possivel observar que o substrato pad de buriti, com a segunda maior capacidade
de retencdo de agua (57%), mesmo em conjunto com os chips de coco que apresenta a
menor capacidade de retencdo de dgua (13,5%) dentre os substratos utilizados, favoreceu
a sobrevivéncia das plantas (Quadros 1 e 3). No cultivo comercial, para a aclimatizacdo
de muitas orquideas epifitas, sdo utilizados substratos com elevada retencdo de agua,
dentre os quais 0 mais comum € o esfagno (FARIA, et al., 2018). Para B. tuberculata,
uma espécie epifita nativa, que ocorre em matas ciliares (RECH et al., 2010), um substrato
com maior porosidade total e menor retencao de agua em relacéo ao esfagno, como o pau
de buriti, contribuiu para a elevada porcentagem de sobrevivéncia das plantas.

A porcentagem de sobrevivéncia é uma caracteristica determinante na escolha do
substrato (ZANDONA et al., 2014). De acordo com os resultados deste trabalho pode-se
observar que o pau de buriti aumentou significativamente a sobrevivéncia das plantas,
porém quando misturado com esfagno ou substrato comercial apresentou 0s menores
resultados (%SOB = 53,3 e 33,3 respectivamente), possivelmente causados pelo aumento
da capacidade de retencdo de agua proporcionado por estas misturas, 0 que pode ter
contribuido para a alta mortalidade das plantas.

O uso do pau de buriti como substrato para o cultivo de orquideas é relatado por
Soares (2018) na espécie nativa Schomburgkia crispa Lindl. Neste trabalho a autora
observou 41,6% de sobrevivéncia em pau de buriti. Em estudos com outras familias
botanicas, o pal de buriti também se mostrou eficiente. Para a producdo de mudas do
mamoeiro formosa (cv. Caliman), resultados satisfatérios foram encontrados com a
mistura de caule decomposto de buriti + solo e areia (1:1) (ALBANO et al. 2014). Para
Lactuca sativa L. resultados positivos na germinacdo e crescimento vegetativo foram
observados quando utilizado paud de buriti sem mistura (VASCONCELOS et al., 2018).

Os resultados obtidos também podem estar relacionados com a densidade dos
substratos, uma vez que Kampf (2000) afirma que quanto menor a densidade, mais poroso
é o substrato, fato que pode ter favorecido as plantas de B. tuberculata, aumentando a
superficie de contato da raiz com o substrato, e quando aliado a CMRA resultou em uma
alta porcentagem de sobrevivéncia.

Para as demais caracteristicas, a analise de variancia revelou que para 0 nimero
de folhas (NF), nimero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR) e massa fresca (MF)
houve efeito significativo (p>0,05) do tempo de avaliacdo, dos tratamentos e da interagdo
entre esses dois fatores, enquanto que para a altura de planta (AP) houve efeito isolado

do tempo de avaliacdo (Quadro 4).
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QUADRO 4. Tabela de Anélise de Variancia das caracteristicas avaliadas em plantas de
Brassavola tuberculata Hook em diferentes substratos e tempos. UFGD,
Dourados-MS, 2020.

Quadrado Médio

Fator de Variacédo GL

NF NR CR AP MF
T 2 1484,22* 110,46* 5787,89* 1728,87* 1,474*
Erro 18 18,71 6,59 115,78 160,06 0,069
S 9 288,62*  54,90* 901,67 284,78  0,465*
TXxS 18 98,00* 22,82*  455,62*  262,84™  0,178*
Erro 243 39,76 10,89 132,45 219,86 0,086
Total 299 18595,10 4046,55 62968,96 68854,50 34,36
Média Geral 11,06 6,43 32,95 56,14 0,58
C.V. (%) 24,05 22,52 17,35 13,67 12,64

* significativo a 5% de probabilidade; ™= ndo significativo, pelo teste de Skott-Knott. T = tempo
de avaliacdo; S = substrato; NF = numero de folhas; NR = numero de raizes; CR = comprimento
da raiz; AP = altura de planta; MF = massa fresca.

No que se refere ao NF, a interacdo T x S demonstrou que os maiores valores, de
maneira geral, ocorreram em TO (15,51 folhas) e os menores em T2 (8,84 folhas) (Figura
2A). Verificou-se que os valores de NR e CR reduziram entre os tempos TO (NR = 7,45
raizes; CR = 32,36 mm) e T1 (NR = 5,93 raizes; CR = 25,65 mm), com incremento no
T2 aos 365 dias (NR= 6,48 raizes; CR= 40,83 mm) (Figura 2B e 2C). Com relacdo a MF,
observou-se 0,669 g em TO, decrescendo para 0,450 g em T1 e aumentando para 0,648 g
em T2 (Figura 2D).
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FIGURA 2. Namero de folhas, nimero de raizes, comprimento de raizes e massa fresca em

relacdo ao tempo de avaliacdo (TO, T1=180 DAA e T2=360 DAA) e tipos de
substratos: S1) 100% pau de buriti; S2) 100% esfagno; S3) 100% chips de coco; S4)
100% substrato comercial; S5) 50% paud de buriti + 50% esfagno; S6) 50% pau de
buriti + 50% substrato comercial; S7) 50% esfagno + 50% chips de coco; S8) 50%
esfagno + 50% substrato comercial; S9) 50% chips de coco + 50% substrato
comercial e S10) 50% chips de coco + 50% pau de buriti em plantas de Brassavola
tuberculata Hook. Letras mailsculas comparam os diferentes tempos dentro do
mesmo substrato e letras mindsculas comparam 0 mesmo tempo em substratos
diferentes. Letras iguais, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). UFGD,
Dourados-MS, 2020.
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Aos 365 dias ap6s a aclimatizacdo, os maiores valores para NF foram (15,22 e
14,44 folhas) ocorreram nas plantas cultivadas nos substratos S1 e S10, respectivamente.
Para o NR, o maior valor (10,11 raizes) ocorreu no S10, ndo diferindo estatisticamente de
S1, S3, S8 e S7 (9,55; 7,60; 7,16 e 7,00 raizes, respectivamente). Por outro lado,
observou-se maiores valores de CR no S5, isto &, o substrato composto de pau de buriti +
esfagno, apresentando raizes com 63,62 mm. A massa fresca de B. tuberculata aos 365
dias de aclimatizacéo, apresentou maiores valores nos substratos S10 e S1 (0,950 e 0,938
g, respectivamente), ndo diferindo significativamente dos substratos S5, S7 e S2 (0,833
0; 0,830 g; 0,681 g, respectivamente).

Em relacdo ao nimero de folhas, observou-se que as plantas quando aclimatizadas
nos substratos S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 e S9 podem ter passado por situacéo de estresse
durante os primeiros 180 dias de aclimatizacdo. Esse estresse pode ser decorrente do fato
das folhas das plantas cultivadas in vitro serem modificadas para a forma de crescimento
heterotréfico, ndo sendo, assim fotossinteticamente competentes quando transferidas para
0 ambiente ex vitro, sem suprimentos de carboidratos, menor umidade e maior incidéncia
luminosa (PASQUAL, 2001; CHANDRA et al., 2010; SORGATO et al., 2015), o que
em conjunto com um substrato que ndo atendeu as necessidades das plantas, culminou
nos menores valores para as variaveis. Essas plantas ndo retomaram o crescimento mesmo
depois de 365 dias de aclimatizagéo.

De maneira geral, os substratos contendo pal de buriti, em mistura ou nao,
propiciaram os maiores valores para todas as caracteristicas, incluindo a %SOB, uma vez
que o sucesso da aclimatizacdo implica em elevada sobrevivéncia das plantulas
(CALVETE et al., 2002). E possivel notar que os substratos S1 e S10 amenizaram 0
estresse causado pelo processo de aclimatizacdo, uma vez que ndao houve reducdo tdo
consideravel dos valores, com destaque para S1, que superou seus valores iniciais e
mostrou potencial como substrato alternativo para o cultivo de B. tuberculata.

Os residuos de coco tém sido bastante utilizados no cultivo de orquideas e tém se
mostrado eficientes para epifitas, tais como Dendrobium nobile Lindl., (ASSIS et al.,
2005), Oncidium baueri Lindl. (ASSIS et al., 2008) e Cattleya intermedia (LONE et al.,
2008). Embora Macedo et. al (2014), ao estudarem residuos de coco na aclimatizacdo de
B. tuberculata, tenham constatado que substratos derivados de coco apresentaram
condigdes necessarias ao crescimento e desenvolvimento da parte aérea das plantas, os

resultados encontrados nesse trabalho sugerem que os residuos de coco podem ser
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utilizados para B. tuberculata quando misturados com pau de buriti, pois proporcionou
0s maiores valores para a maioria das caracteristicas avaliadas.

Esses resultados podem ser decorrentes das caracteristicas do pau de buriti, uma
vez que Sousa et al. (2010) verificaram que a adicdo de composto organico pau de buriti
melhorou a fertilidade dos substratos estudados, aumentando o pH, os teores de P, K, Ca,
Mg e matéria organica.

A maior altura das plantas de B. tuberculata foi de 60,52 mm aos 365 dias de
aclimatizacdo, independente dos substratos avaliados (Quadro 5), indicando crescimento

continuo.

QUADRO 5. Altura da planta (AP) em relacéo ao tempo de avaliagdo (T0, T1=180 DAA,
T2=365 DAA) em plantas de Brassavola tuberculata Hook. UFGD,
Dourados-MS, 2020.

DAA AP (mm)

TO 52,25 b

T1 55,65b

T2 60,52 a
Média Geral 56,14
C.V. (%) 13,44

Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem pelo teste de Scott-Knott. DAA = dias
apos aclimatizacéo.

Assim, pode-se inferir que mesmo em situacao de estresse, as caracteristicas dos
substratos ndo interferiram no crescimento em altura de plantas dessa espécie. A
aclimatizacdo por si constitui evento gerador de estresse para as plantas, o qual pode ser
atenuado ou aumentado dependendo das caracteristicas do substrato utilizado (SILVA et
al., 2006; VILLA et al., 2007).

O pal de buriti quando utilizado sozinho ou em conjunto com chips de coco
apresentou 0s maiores resultados em quase todos os parametros avaliados. Assim pode-
se inferir que as caracteristicas desse substrato se mostraram ideais para o

desenvolvimento das plantas de B. tuberculata (Figura 3).
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FIGURA 3. Plantas de Brassavola tuberculata Hook. aos 365 DAA em fungdo dos diferentes
substratos utilizados: S1) 100% pau de buriti; S2) 100% esfagno; S3) 100% chips
de coco; S4) 100% substrato comercial; S5) 50% pau de buriti + 50% esfagno; S6)
50% pal de buriti + 50% substrato comercial; S7) 50% esfagno + 50% chips de
coco; S8) 50% esfagno + 50% substrato comercial; S9) 50% chips de coco + 50%
substrato comercial e S10) 50% chips de coco + 50% pau de buriti. UFGD,
Dourados-MS, 2020.

As caracteristicas fisicas sdo importantes na escolha de um bom substrato para
produgdo de plantas ornamentais, especialmente orquideas, considerando que a essas
plantas apresentam desenvolvimento lento. Existe ainda, a necessidade de avaliar
substratos de diferentes regides do pais de maneira que seja possivel torna-los
disponiveis, pois, além de ser uma alternativa para reducdo de os custos de producao,
também sdo sustentaveis pelo uso de residuos acumulados (FARIAS, et al., 2012; LIMA
etal., 2019)

De maneira geral, o trabalho mostrou novas possibilidades de substrato para o
cultivo de orquideas. O pau de buriti apresentou potencial para ser utilizado como
substrato, tanto sozinho quanto em mistura, sendo necessario novas pesquisas sobre suas
caracteristicas quimicas e fisicas e quais espécies da familia Orchidaceae podem ser

favorecidas com o0 seu uso.

4. CONCLUSAO

Os substratos compostos de pau de buriti em mistura ou ndo com chips de coco
(1:1, v/v) mostraram ser os mais indicados para 0 desenvolvimento vegetativo de

Brassavola tuberculata Hook. durante a fase de aclimatizagéo.
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CAPITULO 111 - Brassavola tuberculata HOOK.:~ POTENCIAL
ORNAMENTAL E REINTRODUCAO

RESUMO

O estudo foi realizado para descrever os aspectos morfoldgicos de B. tuberculata, visando
avaliar seu potencial ornamental e a sua reintrodugdo em ambiente natural para o uso no
paisagismo. Para atingir o objetivo proposto, este estudo foi dividido em dois
experimentos. No experimento I, para avaliar o potencial ornamental foram utilizados trés
individuos que apresentavam botdes florais e as caracteristicas avaliadas foram: nimero
de inflorescéncia por planta, nimero de flores por inflorescéncia, nimero de folhas,
diametro da folha, diametro da touceira, altura da planta, durabilidade da flor e
comprimento da haste floral. As medidas das flores foram obtidas no eixo horizontal e
vertical, e foi mensurado o comprimento do labelo. No experimento Il, para a
reintroducdo, foram utilizados 20 individuos com cerca de 10 cm de altura, fixados com
malha sintética de nailon em cinco forofitos de Jatoba. Foi utilizado como substrato uma
mistura de pau de buriti e chips de coco (1:1, v/v). As plantas foram submetidas a dois
tratamentos: metade recebeu 12 g de adubo de liberacdo controlada (NPK 15-15-15) e a
outra metade ndo recebeu tratamento com adubacdo. No dia da reintroducgéo (dia zero) e
aos sete, 14, 21 e 30 dias apos a reintroducao, foi avaliada a sobrevivéncia semanalmente
e, apods esse periodo, mensalmente até completar seis meses, ainda foi realizada uma nova
avaliacdo aos 360 dias apos a reintroducdo. As plantas também foram avaliadas quanto
ao ajuste no fordfito, uma vez ao més, totalizando seis meses e ap0Os seis meses,
totalizando um ano. As variaveis avaliadas foram comprimento da folha (CF) e diametro
da folha (DF). Aos 360 dias ap0s a reintroducéo, as malhas de nailon foram retiradas para
avaliacdo do sistema radicular das plantas. As caracteristicas mensuradas foram namero
de raizes, comprimento e diametro da maior raiz. Foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, arranjado em parcela subdividida, sendo nas
parcelas os dois tratamentos de adubacéo e nas subparcelas os sete periodos de avaliagéo,
com dez repeticdes de uma planta cada. Ao final do periodo experimental a sobrevivéncia
foi de 50% no tratamento com adubacgdo e de 80% sem adubacdo. Para as demais
caracteristicas houve efeito isolado do tempo de avaliacdo para DF, com 2,3 mm aos 360
dias de reintroducéo, e da interacdo entre tempo e adubac&o para CF, apresentando 116,45
mm, para o tratamento com adubacao, também ao final do periodo experimental. Com os
resultados obtidos nos dois experimentos, verificou-se que os aspectos morfoldgicos de
B. tuberculata atribuem a espécie potencial ornamental e seu uso no paisagismo e a
reintroducédo é recomendada sem a utilizag&o de adubo.

Palavras-chave: Orchidaceae; Planta nativa; Paisagismo
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ABSTRACT

The study was carried out to describe the morphological aspects of B. tuberculata, aiming
to evaluate its ornamental potential and its reintroduction in a natural environment for use
in landscaping. To achieve the proposed objective, this study was divided into two
experiments. In experiment I, to evaluate the ornamental potential, three individuals with
flower buds were used and the evaluated characteristics were: number of inflorescences
per plant, number of flowers per inflorescence, number of leaves, leaf diameter, clump
diameter, plant height, flower durability and floral stem length. The measurements of the
flowers were obtained on the horizontal and vertical axis, and the length of the lip was
measured. In experiment Il, for reintroduction, 20 individuals of about 10 cm in height
were used, fixed with synthetic nylon mesh in five phorophytes from Jatoba. A mixture
pau de buriti and coconut chips (1: 1, v / v) was used as substrate. The plants were
subjected to two treatments: half received 12 g of controlled release fertilizer (NPK 15-
15-15) and the other half did not receive treatment with fertilization. On the day of
reintroduction (day zero) and at seven, 14, 21 and 30 days after reintroduction, survival
was assessed weekly and, after that period, monthly until completing six months, a further
evaluation was carried out at 360 days after reintroduction. The plants were also evaluated
for adjustment in the phorophyte, once a month, totaling six months and after six months,
totaling one year. The variables evaluated were leaf length (LL) and leaf diameter (LD).
At 360 days after reintroduction, the nylon meshes were removed to evaluate the root
system of the plants. The characteristics measured were number of roots, length and
diameter of the largest root. A completely randomized experimental design was used,
arranged in a subdivided plot, with the two fertilization treatments in the plots and in the
subplots the seven evaluation periods, with ten replications of one plant each. At the end
of the experimental period, survival was 50% in the treatment with fertilization and 80%
without fertilization. For the other characteristics, there was an isolated effect of the
evaluation time for LD, with 2.3 mm at 360 days of reintroduction, and of the interaction
between time and fertilization for LL, presenting 116.45 mm, for the treatment with
fertilization, also at the end of the trial period. With the results obtained in both
experiments, it was found that the morphological aspects of B. tuberculata attribute to the
potential ornamental species and its use in landscaping and reintroduction is
recommended without the use of fertilizer.

Keywords: Orchidaceae; Native plant; Landscaping
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1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é a segunda maior familia de plantas com flores,
constituida de aproximadamente 899 géneros e 27.801 espécies com nomes aceitos (THE
PLANT LIST, 2020). O bioma Cerrado é composto por 670 espécies de orquideas
distribuidas em 114 géneros, e no Mato Grosso do Sul sdo encontradas 90 espécies e 41
géneros (BARROS et al., 2020).

Esse grupo tem distribuicdo cosmopolita, embora ndo homogénea, com maior
abundancia de espécies nas regifes tropicais e subtropicais, comumente apresentando
porte herbaceo. De acordo com o habitat podem ser, aquaticas, saproéfitas, rupicolas,
terricolas, mas em sua maioria sdo epifitas (BARROS et al., 2020).

Dentro das orquidaceas, o género Brassavola é encontrado ao longo do continente
latino americano, desde 0 México até a Argentina e devido ao seu elevado valor floristico
e rusticidade € amplamente utilizado na producdo de hibridos duplos e triplos com
Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum (BELLONE, 2006; SOARES et al., 2012;
SOUSA et al., 2015). A espécie Brassavola tuberculata Hook. é nativa de varios estados
do Brasil, incluindo o Mato Grosso do Sul (RECH et al., 2011; BARROS et al., 2018). E
uma planta facilmente reconhecida pelas folhas de coloragéo verde, cilindricas e sulcadas
ao longo de todo o seu comprimento e por possuir sistema radicular aéreo e volumoso.
Sua inflorescéncia terminal e simples, apresenta pedunculo verde com maculas roxas. As
flores sdo pediceladas longas, com pétalas e sépalas branco-amareladas, filiformes, labelo
arredondado com uma mancha amarela central, exalando odor levemente adocicado
(RECH et al., 2010; SILVA et al. 2015).

Dentre as plantas ornamentais cultivadas, a producdo de orquideas é uma atividade
em crescente expansdo tanto no mercado nacional quanto no internacional, tornando-se
evidente a necessidade de informagdes que permitam a otimizacdo do seu cultivo
(LORENZI e SOUZA, 2001; JUNQUEIRA e PEETZ, 2017). Para a comercializagdo
dessas plantas, os caracteres ornamentais mais utilizados sdo: o tamanho da
inflorescéncia; tamanho, nimero, coloracéo e durabilidade das flores; alem da indicacéo
para uso na producéo de flores de corte, vaso e como folhagem. (HUNHOFF et al., 2016)

No paisagismo, 0 uso de espécies nativas da flora do Brasil tem ganhado espago,
podendo substituir espécies exoticas, por conta da praticidade e sustentabilidade
envolvida. A utilizacdo de plantas nativas em projetos paisagisticos busca integrar o

ambiente com compromisso de preservacao ecoldgica, dentre suas vantagens destaca-se
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a reducao dos custos na implantacdo e manutencéo do jardim, a reducdo da utilizacdo de
agua, fertilizantes e produtos quimicos, além da valorizacdo da identidade regional,
servindo como abrigo para uma numerosa fauna e flora, reducédo da introducgédo de novos
patdgenos e baixo impacto ambiental (ZILLER, 2001; FARIA, 2018; ZUCCHI et al.,
2019).

Estudos sobre a insercao de espécies nativas no paisagismo se fazem necessarios,
uma vez que, esse material deve ser aproveitado economicamente sem prejudicar a
variabilidade genética e ocasionar perdas de espécies com alto potencial ornamental, além
de ser uma oportunidade de crescimento e autossuficiéncia brasileira na producdo de
cultivares e mudas (CARDOSO et al., 2014). Por meio de um planejamento adequado,
utilizando a flora mais adaptavel a regido, é possivel incluir e preservar espécies nativas
por meio de projetos de paisagismo, visando a sua manutencdo no conjunto do
ecossistema e dos individuos representativos da vegetacdo nativa local, trazendo o
fortalecimento de identidades regionais e a construcdo das cadeias produtivas dos
agricultores e comunidades locais (CORADIN e SIMINSKI, 2011; FARIA, 2018).

Além disso, para a familia Orchidaceae, tratos culturais relacionados as diferentes
espécies podem variar de acordo com a forma de vida e o local geografico no qual as
plantas sdo cultivadas. Desta maneira, um desafio para a inser¢cdo dessas plantas no
paisagismo é entender a fisiologia de cada espécie, bem como adaptacdes e estratégias
para aquisicdo e utilizacdo de nutrientes em diferentes condi¢des de cultivo (ZHANG et
al., 2018).

Ainda, h& pouca informacdo sobre os ajustes morfofisioldgicos de orquideas
germinadas assimbidticamente e cultivadas in vitro quando inseridas em areas verdes.
Assim, conhecer 0s requerimentos nutricionais e de substratos é importante para definicdo
de protocolos de insercdo e cultivo dessas plantas em foro6fitos. Diante disso, o objetivo
deste estudo foi descrever os aspectos morfolégicos de B. tuberculata Hook., visando
avaliar seu potencial ornamental e a sua reintrodugdo em ambiente natural para o uso no

paisagismo
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2. MATERIAL E METODOS

Potencial Ornamental

Este estudo foi realizado em plantas de Brassavola tuberculata Hook. com cinco
anos, obtidas a partir do cultivo in vitro e alocadas em viveiro telado coberto pela
sobreposicdo de duas telas de sombreamento de 50% (PAR= 235,1 pumol m? s?)
localizado no orquidario da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Grande Dourados (FCA/UFGD) (22°11°53.2”S; 54°56°02.3”W), no més de agosto de
2018 e julho de 2019.

O clima da regido de acordo com a classificagdo climéatica de Koppen € Cwa
(clima mesotérmico umido, verdes quentes e invernos secos) com precipitacéo total anual
entre 1.250 e 1.500 mm, registrando os maiores valores de temperatura nos meses de
dezembro e janeiro, enquanto as menores temperaturas ocorrem nos meses de julho e
junho (FIETZ et al., 2017).

Para a avaliacdo do potencial ornamental da especie, foram utilizados trés
individuos que apresentaram bot6es florais, dos quais os caracteres quantitativos foram
avaliados, totalizando trés plantas e cinco flores.

As caracteristicas avaliadas foram: nimero de inflorescéncia por planta, nimero
de flores por inflorescéncia, nimero de folhas, diametro da folha (cm), didmetro da
touceira (cm). A altura da planta (cm) foi obtida desde a base da folha/pseudobulbo até o
apice da lamina foliar. A durabilidade da flor (dias) foi registrada enquanto permanecia
na planta. O comprimento da haste floral (cm) foi obtido em inflorescéncias totalmente
desenvolvidas e em plena floracdo. As medidas das flores foram obtidas no eixo
horizontal e vertical, e também foi mensurado o comprimento do labelo (cm). Todas as
medidas foram obtidas com a utilizagdo de um paquimetro digital.

As flores foram acompanhadas desde a antese até a senescéncia. Ao final do
periodo experimental foram calculadas as médias e o desvio padrdo para cada um dos

caracteres avaliados.

Reintroducgéo

Para o estudo, foram utilizadas plantas de Brassavola tuberculata Hook. obtidas

a partir de germinacdo assimbiética de sementes oriundas de matrizes do orquidario da
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FCA/UFGD e aclimatizadas durante 12 meses, em viveiro telado coberto pela
sobreposicdo de duas telas de sombreamento de 50% (PAR = 235,1 pmol m2s?).

Plantas de B. tuberculata foram reintroduzidas, em marco de 2019, na area da
FCA/UFGD, em Dourados — MS (22°11'48.3"S 54°56'03.1"W) (Figura 1). Para
reintroducdo, foram escolhidos, aleatoriamente, 20 individuos com cerca de 10 cm de
altura. Em seguida, foram fixados em cinco foréfitos de Jatoba (Hymenaea courbaril L.)
com malha sintética de nailon, na altura de aproximadamente 3 m do solo, na face leste
do caule, de forma que a incidéncia de luz sobre as plantas ndo fosse direta nos periodos
mais quentes do dia. Foi utilizado como substrato uma mistura de pau de buriti e chips de
coco (Amafibra®) (1:1, v/v).
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FIGURA 1. Cidade universitaria de Dourados. Em destaque a area de reintroducdo de Brassavola
tuberculata Hook. na Universidade Federal da Grande Dourados. Imagem: Google
Earth, 2020. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Apds a reintroducdo, as plantas foram submetidas a dois tratamentos: metade
recebeu 12 g de adubo de liberagdo controlada (NPK 15-15-15), alocado em trouxinha
feita com malha sintética de nailon e fixada no forofito logo acima do individuo; e a outra
metade ndo recebeu tratamento com adubacdo. Cada forofito recebeu de trés a cinco
individuos, de tratamentos distintos, sendo identificado por foto, para posterior

monitoramento (Figura 2).
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FIGURA 2. Plantas de Brassavola tuberculata Hook 180 dias apos a reintrodugéoem ambiente
natural. A - com adubo, B - sem substrato; C - com adubo, D - sem substrato e apds
360 dias da reintroducdo em ambiente natural. UFGD, Dourados-MS, 2020.

No momento da reintroducdo, também foram coletadas amostras das cascas de
cada forofito e em seguida colocadas na estufa por 24 horas a 60 °C. Apo6s este periodo,
as amostras foram trituradas e padronizadas quanto a massa (0,320 g), sendo imersas em
50 mL de agua destilada para afericdo do seu potencial hidrogenionico (pH), que foi
realizada nos intervalos de 0, 4, 24, 48 e 72 horas, com 0 auxilio de um peagametro de
bancada. A partir dos valores observados foram obtidos as médias e os desvios padrdo
para esse parametro.

No dia da reintroducéo (dia zero) e aos sete, 14, 21 e 30 dias apos a reintroducéo,
foi avaliada a sobrevivéncia (presenca ou auséncia da parte aérea, uma vez que o rizoma
e sistema radicular estavam cobertos com a malha sintética de nailon), semanalmente e,
apos esse periodo, mensalmente até completar seis meses, ainda foi realizada uma nova
avaliacdo aos 360 dias apés a reintroducao.
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As plantas também foram avaliadas quanto ao ajuste no foréfito de reintroducéo,
uma vez ao més, totalizando seis meses e ap0s seis meses, totalizando um ano. As
variaveis avaliadas foram comprimento (cm) da folha (CF) e diametro (cm) da folha (DF).
Aos 360 dias apds a reintroducao, as malhas de nailon foram retiradas para avalia¢éo do
sistema radicular das plantas. Os parametros mensurados foram numero de raizes (NR),
comprimento (cm) (CR) e didametro (cm) da maior raiz (DR). Todas as medidas foram
obtidas com a utilizagdo de um paquimetro digital.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, arranjado em
parcela subdividida, sendo nas parcelas os dois tratamentos de adubacéo e nas subparcelas
os sete periodos de avaliagdo, com dez repeti¢fes de uma planta cada. As variaveis foram
avaliadas mediante analise de variancia e quando significativas (teste F, p<0,05), as

médias foram comparadas pelo teste Tukey até o nivel de 5% de probabilidade.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Potencial Ornamental
Em relagdo aos aspectos morfolégicos, as plantas de Brassavola tuberculata
apresentaram em média altura de 17,67 cm e didmetro da touceira de 26,00 cm. Cada

individuo apresentou cerca de 18 folhas com didmetro em torno de 2,23 + 0,12 mm
(Quadro 1).

QUADRO 1. Caracteristicas morfologicas de Brassavola tuberculata Hook. Valores
médios (VM) e desvio padrao (DP). UFGD, Dourados-MS, 2020.

CARACTERISTICAS (VM + DP)
Altura da planta (pseudobulbos + folha) (cm) 17,67 + 2,89
Diametro da touceira (cm) 26,00 + 0,87
Numero de folhas 18,00 + 1,73
Diametro da folha (cm) 2,23+0,12

Os valores de altura da planta corroboram com Azevedo e VVan Den Berg (2007);
Cunha e Forzza (2007) e Silva et al. (2015) que, ao descrever a espécie relatam que esta
apresenta altura de planta variando entre 12 e 30 cm. Os autores descrevem folhas

cilindricas, viscosas, ranhuradas ao longo de todo o seu comprimento, &pice agudo e cor



53

verde arroxeada, entretanto, com didmetro de 4 a 6 mm de espessura, enquanto que nesse
trabalho o didmetro foi inferior (2,23 cm).

Embora ndo tenham estudado as caracteristicas ornamentais de B. Tuberculata,
MOREIRA et al. (2014) relatam, que entre as espécies nativas encontradas em seu
levantamento botanico no estado do Rio de Janeiro, a espécie estd no grupo das que
possuem elevado valor ornamental. Ainda, em projetos paisagisticos é essencial conhecer
0 habitat da espécie a ser utilizada. Segundo Brustulin e Shimitt (2008) e OSTETTO
(2015), B. tuberculata é uma espécie que prefere ou tolera ambientes mais sombreados.

Quanto aos caracteres florais, a espécie, de modo geral, apresentou 1,67
inflorescéncias, em racemo terminal, por planta, com haste floral simples e verde,
medindo 13,00 cm de comprimento. Cada haste apresentou, em média, 1,33 flores,
medindo 6,10 cm de diametro transversal e 5,67 cm de didmetro longitudinal. As flores
apresentaram pétalas brancas levemente amareladas, lanceoladas e com apice agudo. Foi
observado labelo com 2,17 cm de comprimento, articulado ao pé da coluna, branco com
regido central amarelada e margens ligeiramente onduladas (Figura 3) (Quadro 2).

FIGURA 3: Ficha de diagnose floral elaborada a partir de imagens de flores frescas de Brassavola
tuberculata Hook. A= sépala dorsal; B= pétalas laterais; C= sépalas laterais; D=
labelo (pétala mediana); E= antera; F= polineas; G= opérculo; H e I= coluna; J=
ovario; K= pedunculo. Foto: José Carlos Sorgato, 2020. UFGD, Dourados-MS,
2020.
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QUADRO 2. Valores médios de caracteristicas de florescimento de Brassavola
tuberculata Hook. Valores médios (VM) e desvio padréo (DP). UFGD,
Dourados-MS, 2020.

CARACTERISTICAS (VM = DP)
Numero de inflorescéncia/planta 1,67 £0,58
Comprimento da haste floral (cm) 13,00 £ 1,32
Numero de flores/inflorescéncia 1,33+£0,58
Durabilidade da flor (dias) 16,67 £ 0,58
Diametro transversal da flor (cm) 6,10 £ 0,96
Diametro longitudinal da flor (cm) 5,67 £0,76
Comprimento labelo (cm) 2,17 £0,29

Rech et al. (2010) descrevem em seu trabalho que as plantas dessa espécie
produzem inflorescéncias contendo cinco a sete flores, de coloracdo branca levemente
amarela, que exalam odor adocicado ao anoitecer. Ainda, devido a sua coloragdo, nimero
e/ou tamanho de suas flores, Barberena et al. (2019) citam que, entre as espécies
encontradas em seu levantamento botanico na APA Abaeté, B. tuberculata é uma
orquidea altamente ornamental.

As caracteristicas morfologicas de B. tuberculata aliadas ao conhecimento de seu
habitat sugerem que essas plantas podem ser utilizadas no paisagismo, tanto
ornamentando troncos de arvores, como sendo utilizadas em jardins verticais, pois, além
da preferéncia por espécies epifitas nesse estilo de projeto, a espécie ainda apresenta
raizes aéreas que crescem simbioticamente sobre outras plantas e superficies sem
necessitar de grande manutencao.

A durabilidade das flores desta orquidea foi de aproximadamente 16 dias (Quadro
2). O periodo de floracao de B. tuberculata no ano de 2018 foi iniciado na Gltima quinzena
de agosto e finalizado no ultimo dia do mesmo més, enquanto que em 2019 teve inicio na
ultima quinzena de julho e foi finalizado no comeco de agosto, dentro da época esperada
(CUNHA e FORZZA, 2007). O periodo de floragdo dessa planta também corrobora com
RECH et al. (2010), que relata que o potencial ornamental da espécie esta associado a sua
florada abundante e duradoura, que se estende de junho até setembro, com o pico de
floragdo em agosto.

Leal e Biondi (2006) ao estudarem 25 espeécies nativas de plantas quanto ao seu
potencial ornamental verificaram que apenas uma espécie (Aspilia setosa) apresentou
florescimento durante o inverno. Durante os dois anos em que as plantas de B. tuberculata

foram avaliadas, o florescimento acorreu durante o inverno, atribuindo a essa espécie a
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vantagem na ornamentacdo de um jardim, trazendo a beleza de suas flores em épocas
onde o florescimento das demais espécies € minimizado.

O uso de espécies nativas é um diferencial nos projetos modernos de paisagismo
e tem sido muito utilizado, principalmente, para reducdo do uso de espécies exoticas. As
plantas nativas sdo mais bem adaptadas, diminuindo os custos de implantacdo e
manutencdo dos projetos (HEIDEN, et al., 2006; TURCHETT]I, 2016), além de ser uma
estratégia primordial da conservagéo ex situ dessas espécies.

Assim, caracteristicas como altura de planta, tamanho da inflorescéncia, nimero
de flores e sua durabilidade sdo essenciais para definir o manejo e o potencial ornamental
das plantas nativas, principalmente de Orchidaceae (HUNHOFF et al., 2016). Além disso,
na escolha das plantas que serdo usadas em projetos de paisagismo, algumas
caracteristicas devem ser consideradas, tais como, cores, volumes, texturas, formas e
perfumes. A disposicdo das folhas de B. tuberculata na touceira, projetadas para frente
de maneira elegantemente desordenada, bem como a delicadeza e perfume de suas flores,

atribuem a planta um diferencial em seu uso como ornamental (Figura 4).

— fmwﬁm S. Do 23.00.2020

FIGURA 4. Aspectos gerais de Brassavola tuberculata Hook. llustragdo Botanica. Autor: Isabella
Ribeiro. UFGD, Dourados-MS, 2020.
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Reintroducéo

Em geral, pouco se sabe sobre o uso correto de adubos e fertilizantes balanceados
para o desenvolvimento de plantas nativas (EMER et al., 2020). Aos 180 dias ap0s a
reintroducédo de B. tuberculata, as plantas que receberam adubo de liberacéo controlada
apresentaram em geral sobrevivéncia de 60% e, aos 360 dias 50% de sobrevivéncia.
Enquanto que as plantas do tratamento sem adubo apresentaram 70% de sobrevivéncia
aos 180 dias e 80% aos 360 dias, devido a rebrota de uma planta que havia perdido toda
a parte aérea, demonstrando que a adubacdo ndo contribuiu no estabelecimento dessa
espécie nessas condicdes.

Foi possivel verificar que, em ambos os tratamentos, a maior variacdo da
sobrevivéncia ocorreu durante os primeiros 30 dias de reintroducdo, apresentando-se
estavel dos 60 aos 150 dias (Figura 5). Isto pode indicar que as plantas passaram por
estresse no periodo inicial (O até 60 dias) até se adaptarem as condi¢des do ambiente
natural, conseguindo reorganizar seu metabolismo, que de acordo com Avadhani et al.

(1982), é do tipo crassulaceo (CAM).
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FIGURA 5. Sobrevivéncia de plantas de Brassavola tuberculata Hook em funcdo dos dias ap6s
reintroducdo, com e sem adubacdo de liberagdo controlada. UFGD, Dourados-MS,
2020.

A sobrevivéncia é baseada no vigor aparente das plantas, e fornece pouca

informacdo sobre o real estado fisioldgico dos organismos implantados (SOARES, 2018).
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A sobrevivéncia de orquideas dessa espécie, ainda que sob condicdes sub 6timas, pode
estar relacionada ao seu metabolismo CAM, caracterizado por se adaptar ao estresse
hidrico e a altas temperaturas, apresentando fechamento dos estdmatos durante o dia,
minimizando a perda de agua, e abertura durante a noite para absorcdo de CO2 (ZHANG
et al., 2018), o que favoreceu sua adaptabilidade a partir dos 60 dias.

Por conta da baixa habilidade das orquideas de transportarem a 4gua da raiz para
as folhas, essas plantas possuem diversos mecanismos para reduzir a perda de &gua.
Algumas orquideas utilizam seus pseudobulbos para armazenamento de nutrientes e &gua
durante periodos de seca (ZHANG et al., 2018). Entretanto, plantas de B. tuberculata
possuem pseudobulbos em menor diametro, podendo armazenar menor quantidade de
fotoassimilados, caracteristica que pode ter influenciado a sobrevivéncia no periodo
inicial da reintroducéo.

Segundo Brustulin e Shimitt (2008) e OSTETTO (2015), B. tuberculata é uma
espécie que prefere ou tolera ambientes mais sombreados. Orquideas epifitas
reintroduzidas em ambiente com &rvores isoladas estdo expostas a um microclima mais
intenso, caracterizado por maior incidéncia luminosa e maiores condicdes de seca. Dessa
maneira, o estabelecimento dessas plantas pode ser limitado quando comparado aquelas
que crescem em arvores em uma floresta com dossel fechado (WERNER e GRADSTEIN,
2008; ZHANG et al., 2018).

Além disso, sugere-se que o fato de as plantas terem sido produzidas por meio da
semeadura assimbiotica e aclimatizadas em ambiente de iluminacéo controlada pode estar
relacionado a dificuldade para se adaptar ao ambiente natural durante os primeiros 60
dias, ocasionando perdas. Plantas cultivadas in vitro possuem alteragdes morfoldgicas e
fisiolégicas tais como baixa eficiéncia radicular, reduzida competéncia vascular,
estdmatos pouco ou nao funcionais e ma formacéo da cuticula (CHANDRA et al, 2010;
SORGATO et al., 2015).

Mesmo assim, a aclimatizacdo prévia em viveiro pode ndo ser suficiente para
eliminar os efeitos do estresse durante a reintroducdo, requerendo das mudas ou das
plantas novas respostas de ajuste (SOARES et al. 2020). O ajuste compreende a
capacidade da planta de se adequar as novas condi¢cbes ambientais, expressando
mudangas de cunho fisioldgico e/ou morfolégico em resposta ao estresse (LARCHER,
2006).
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Embora os valores médios de pH obtidos das cascas dos forofitos tenham
apresentado variacdo de 0,356, sendo o menor valor 5,834 e o maior 6,190 (Quadro 3),

ndo houve relagéo entre esses valores e a sobrevivéncia das plantas reintroduzidas.

QUADRO 3. Média dos valores de pH obtidos de cada foréfito e o desvio padrdo. UFGD,
Dourados-MS, 2020.

F1 F2 F3 F4 F5
Média pH 6,190 6,184 6,082 5,834 6,042
Desvio Padrao 0,184 0,196 0,298 0,164 0,114

A sobrevivéncia ap6s 180 dias de reintroducdo variou entre os forofitos. Os
foréfitos 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram porcentagem de sobrevivéncia de 80%, 0%, 100%,
100% e 50%, respectivamente (Figura 6A). Dorneles e Trevelin (2011) ao reintroduzir C.
intermedia, oriunda de semeadura assimbiltica, verificaram porcentagem geral de
sobrevivéncia de 83% apds 180 dias, havendo variacdo entre os diferentes foréfitos da
mesma espécie. Comportamento semelhante foi observado em B. tuberculata e pode estar
relacionado com a incidéncia de luz que cada forofito recebeu, pH da casca, que mesmo
sendo da mesma espécie pode variar, e a presenca de insetos cortadores, além de outros

animais.
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FIGURA 6. Sobrevivéncia de plantas de Brassavola tuberculata Hook. em cada forofito de Jatoba
(Hymenaea courbaril L.) aos 180 dias (A) e aos 360 dias (B) apds a reintrodugdo.
UFGD, Dourados-MS, 2020.
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A sobrevivéncia apds 360 dias de reintrodugdo também variou entre os fordfitos.
Os forofitos 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram porcentagem de sobrevivéncia de 80%, 25%, 75%,
100% e 50%, respectivamente (Figura 6B).

A presenca de raizes fixadas aos foréfitos indicam que, apds 180 dias, as plantas
de B. tuberculata demonstraram bom ajuste do aparelho fotossintético as condi¢des do
ambiente de reintroducdo. Fatores abioticos como umidade e luminosidade, assim como
caracteristicas fisicas dos foréfitos podem influenciar no tempo de fixacao das raizes de
epifitas (BENZING, 1990).

A menor porcentagem de sobrevivéncia foi observada no forofito 2, onde ao longo
do periodo experimental foi verificada a presenca de insetos cortadores. Destaca-se que
apos 180 dias apenas uma planta fixada nesse foréfito apresentou formacdo de folhas
rebrotou, sendo contabilizada como sobrevivente aos 360 dias. Mesmo em estadio
juvenil, evidéncias da retomada da atividade metabdlica das plantas puderam ser
observadas pelo surgimento de novas folhas em resposta aos ataques de insetos, aos 360
dias apds a reintroducéo no fordéfito 2.

Alguns autores, no entanto, relatam que a reintroducdo em ambiente de ocorréncia
natural ndo assegura a sobrevivéncia de algumas espécies de Orchidaceae, sendo
necessario 0 estabelecimento da associagdo simbiodtica prévia a reintroducao
(AGGARWAL et al., 2012). Porém ao reintroduzir de plantas de Schomburgkia crispa
Lindl. oriundas de germinacéo assimbi6tica SOARES et al. (2020), observaram 100% de
sobrevivéncia depois de 21 dias de reintroducdo, que corrobora com os dados
apresentados no presente trabalho que foi de 80% e 90% de sobrevivéncia considerando
todos os tratamentos utilizados.

De maneira geral, B. tuberculata apresentou elevada porcentagem de
sobrevivéncia. Ao utilizar o tratamento sem adubacao, as plantas produzidas in vitro e
aclimatizadas, apresentaram sobrevivéncia de 80% decorridos os 360 dias apés a
reintroducdo, mesmo sem propagacdo simbidtica, permitindo inferir que este seja o
melhor tratamento para a sobrevivéncias das plantas no fordfito.

Quanto as caracteristicas quantitativas, na analise de variancia houve efeito
significativo da interacdo entre os fatores estudados apenas para o comprimento da folha
(CF) (p>0,05). Para a variavel diametro da folha (DF) houve efeito significativo (p>0,05)

somente do tempo de avaliagdo (Quadro 4).
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QUADRO 4. Tabela de Analise de Variancia das plantas de Brassavola tuberculata Hook
em funcdo dos dias apds a reintroducdo e uso de adubo de liberagdo
controlada. UFGD, Dourados-MS, 2020.

..Quadrado médio..

Fator de variacdo GL CE DF
Tempo de avaliacéo 6 1051,16* 0,71*
Adubo 1 13,58™ 0,02"
Tempo de avaliagdo x Adubo 6 563,74* 0,17™
Erro 78 251,03 0,12
Total 97 60342,20 20,55
Média Geral 100,93 1,95
C.V. (%) 8,16 7,07

* significativo a 5% de probabilidade; ™ ndo significativo, pelo teste de Tukey. CF= comprimento
da folha e DF= didametro da folha.

O comprimento das folhas de B. tuberculata no tratamento com adubacéo
apresentou valor crescente durante os 30 (86,06 mm), 60 (92,95 mm) e 90 dias (100,64
mm), diminuindo aos 120 dias (95,98 mm) e retomando o crescimento posteriormente,
até chegar no maior valor observado de comprimento de folha de 116,45 mm apds 360
dias de reintroducdo, diferindo estatisticamente dos 30 dias e dos 360 dias sem adubagéo
Para as plantas sem adubacdo nao houve diferenca significativa no comprimento de folhas
entre os dias 30 (87,72 mm), 60 (90,00 mm), 90 (106,67 mm), 120 (106,82 mm), 150
(111,25 mm) e 180 (112,00 mm), sendo o menor valor observado aos 360 dias o que pode
indicar que as plantas tiveram maior dificuldade de ajuste fotossintético (Quadro 5).

Na perspectiva da reintroducdo de orquideas, devido a cobertura da copa das
arvores, forma-se um ambiente heterotrofico, que esta relacionado a diferentes condicdes
de luz sob o mesmo fordfito, criando micro-habitats. Alem disso, a influéncia dos efeitos
das mudancas de estacdes, é um fator importante para o estabelecimento das espécies
dessa familia (SOARES et al., 2020). Este fato pode ser comprovando para a
caracteristica comprimento de folha, uma vez que o uso da adubacdo de liberagdo
controlada fez com que as plantas de B. tuberculata respondessem melhor as essas

condigdes ambientais heterotroficas.
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QUADRO 5: Comprimento da folha das plantas de Brassavola tuberculata Hook em
funcdo dos dias apds reintrodugdo, com e sem adubo. UFGD, Dourados-

MS, 2020.
Comprimento da folha
Dia Com adubo Sem adubo
30 86,06 bA 88,72 Aa
60 92,95 abA 90,00 aA
90 100,64 abA 106,67 aA
120 95,98 abA 106,82 aA
150 108,44 abA 111,25 aA
180 108,65 abA 112,00 aA
360 116,45 aA 88,48 aB
Média Geral 101,31 100,56
C.V. (%) 8,16

Letras minasculas comparam os diferentes dias dentro do mesmo tratamento e letras maitsculas
comparam 0 mesmo dia em tratamentos diferentes. Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey
e teste t.

O diametro das folhas, de maneira geral, diminuiu ao longo dos 180 dias de
reintroducdo, retomando seu crescimento e apresentando seu maior valor (2,3 mm) aos
360 dias. Esse resultado pode ser decorrente da queda de temperatura registrada nos
meses de junho, julho e agosto (Figura 7), correspondente aos dias 120 (2,1 mm), 150
(1,7 mm) e 180 (1,79 mm), uma vez que, a temperatura considerada ideal para o cultivo
de espécies de Orchidaceae seja de 25 °C (MULLER et al., 2007) (Figura 7).

Diametro da folha (mm)
2,5

a
abc abe ab
2 bc c bc
15
1
0,5
0
30 60 90 120 150 180 360

Dias ap0s a reintroducédo

FIGURA 7. Diametro da folha (mm) durante o periodo de reintroducéo de Brassavola tuberculata
Hook. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Temperaturas em torno de 25 °C foram observadas em média apenas durante 0s
meses iniciais marco, abril e maio, que corresponde aos dias 30, 60 e 90 do periodo
experimental (Figura 8).
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FIGURA 8. Dados climéaticos da CEMTEC/MS-Semagro para a cidade de Dourados — MS, entre
marco de 2019 a fevereiro de 2020, durante a reintroducéo de Brassavola tuberculata
Hook. UFGD, Dourados-MS, 2020.

As caracteristicas ambientais tais como temperatura, umidade relativa do ar (UR),
precipitacdo e velocidade do vento, assim como a cobertura da copa e captacdo de agua
da chuva (ZHANG et al., 2018) podem ter influenciado nas varidveis avaliadas na
reintroducdo de B. tuberculata. As variagdes termicas registradas durante o periodo
experimental, como minima de 12,92 °C e maxima de 31,76 °C, assim como a umidade
relativa do ar (UR) e precipitacdo eram esperadas para cidade de Dourados, onde o0 verdo

é quente e imido e o inverno, frio e seco (Figura 8).
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Aos 360 dias da reintroducdo foram avaliadas as caracteristicas do sistema
radicular e a analise de variancia mostrou que ndo houve diferenca significativa entre 0s

tratamentos para nenhuma das variaveis avaliadas (Quadro 6).

QUADRO 6. Tabela de Analise de Variancia para as raizes das plantas de Brassavola
tuberculata Hook. UFGD, Dourados-MS, 2020.
..Quadrado médio..

Fator de variacdo GL CR DR NR
Adubo 1 2,337™ 0,0445M™ 12,071"™
Erro 6 229,02 0,493 3,238
Total 13 33591,68 2,382 1115
Média Geral 107,89 2,08 6,5
C.V. (%) 7,69 5,75 11,98

"s: ndo significativo (p>0,05), pelo teste de Tukey. CR= comprimento da raiz, DR= didmetro da
raiz e NR= nUmero de raiz.

Todas as plantas que sobreviveram durante os 360 dias apds a reintroducéo
apresentavam todas as suas raizes fixadas ao forofito (Figura 9). O fato de as plantas de
B. tuberculata, ao serem reintroduzidas, ja apresentarem raizes estabelecidas no substrato
durante a fase de aclimatizacdo, sem que estas fossem danificadas no momento da
reintroducdo, pode ter contribuido para o crescimento continuado, uma vez que as
extremidades de raizes danificadas prejudicariam o estabelecimento dos individuos
(ENDRES JUNIOR et al., 2015).

FIGURA 9. Aspectos radiculares de Brassavola tuberculata Hook fixadas ao forofito 360 dias
apos a reintroducdo em ambiente natural. UFGD, Dourados-MS, 2020.

Heiden et al. (2006) salientam que para a introducdo de novas espécies

ornamentais na cadeia produtiva ha a necessidade de investimentos em pesquisas e
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maneiras de viabilizar a producédo. Diante dos resultados apresentados, pode se inferir que
B. tuberculata apresenta caracteristicas que permitem seu desenvolvimento frente as
limitagcGes do ambiente, como suculéncia foliar e raizes com velame, as quais conferem
as plantas maior resisténcia a seca (GONCALVES e WAECHTER 2003; ZHANG et al.,
2018).

No Brasil, diversos estudos com espécies nativas e endémicas para uso no
paisagismo tém mostrado resultados positivos que evidenciam perspectivas de novidades
para a floricultura nacional (CAVALCANTE et al., 2017). Como nao ha informaces a
respeito da expressdo méaxima do seu potencial ornamental, bem como em quais
ambientes paisagisticos essa espécie pode ser utilizada, sugere-se o0 uso de B. tuberculata
em touceira, que além de oferecer uma florada mais abundante, cria um microclima

favoravel para que a planta se desenvolva.

4. CONCLUSAO

- Os aspectos morfoldgicos de B. tuberculata atribuem a espécie potencial
ornamental e seu uso no paisagismo.
- E recomendada a reintroducéo de plantas de B. tuberculata em ambiente natural

sem a utilizacdo de adubo.
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