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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Uma alternativa viavel para a producdo, multiplicagdo e conservagdo de plantas,
sobretudo de orquideas, ¢ a cultura de tecidos vegetais. As orquideas estdo entre as plantas mais
ameacgadas de extin¢do, ndo so pelo extrativismo excessivo e comércio ilegal, diante de seu
elevado potencial econdomico e ornamental, mas também pela baixa taxa de regeneragdo e
germinacdo de sementes na natureza. As técnicas de cultivo in vifro contribuem para a
multiplicag@o e conservagdo de orquideas, uma vez que possibilitam altas taxas de germinacao
e formacao de mudas em um curto periodo, que por sua vez podem ser utilizadas em programas
de reintrodugdo de espécies em areas naturais. Ademais, ¢ de fundamental importancia a
formagdo de bancos de germoplasma para a manutengdo da variabilidade genética dessas
espécies nativas, de modo a contribuir com a conserva¢do, com o estudo de processos
ecoldgicos, aspectos fisiologicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das espécies,
bem como colaborar com programas de melhoramento e de reintrodugdo em ambientes de

restauracdo ambiental, reduzindo assim, o risco de extingao.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

A viable alternative for the production, multiplication and conservation of plants,
especially orchids, is the culture of plant tissues. Orchids are among the plants most threatened
with extinction, not only due to excessive extraction and illegal trade, given their high economic
and ornamental potential, but also due to the low rate of regeneration and germination of seeds
in nature. In vitro cultivation techniques contribute to the multiplication and conservation of
orchids, since they allow high germination rates and formation of seedlings in a short period,
which in turn can be used in programs to reintroduce species into natural areas. Furthermore, it
is of fundamental importance to form germplasm banks to maintain the genetic variability of
these native species, in order to contribute to conservation, with the study of ecological
processes, physiological aspects related to the growth and development of species, as well as to
collaborate with breeding and reintroduction programs in environmental restoration

environments, thus reducing the risk of extinction.
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RESUMO

O Cerrado brasileiro abrange uma ampla diversidade vegetal, dentre a qual as orquideas sao
evidenciadas por sua exuberancia, sobretudo as pertencentes ao género Cattleya Lindl. As
orquideas apresentam elevado potencial ornamental e paisagistico, além de propriedades
medicinais e farmacoldgicas, sendo relevantes para o mercado de flores. A orquidea endémica
Cattleya nobilior var. amaliae Pabst ¢ uma subespécie de Cattleya nobilior Rchb.f., e ocorre
no Cerrado, dos estados de Tocantins, Bahia e Goids. A orquidea Cattleya cernua (Lindl.) Van
den Berg ¢ nativa dos biomas brasileiros como Cerrado, Floresta Atlantica, Pampa e Caatinga.
Diante da coleta extrativista de orquideas, bem como de suas caracteristicas singulares, ¢
fundamental a existéncia de estudos que visem o estabelecimento de protocolos de cultivo
in vitro especificos para cada espécie, contribuindo para a sua propagacgdo, conservagao e
aplicacdo no paisagismo. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito de
diferentes concentracdes de sais do meio MS (25, 50, 75 e 100%) e doses de sacarose (10, 20,
30 e 40 g L") no crescimento in vitro de ambas as espécies de orquideas, bem como investigar
o efeito da adi¢do (10, 20, 30, 40, e 50 g L") de diferentes farinhas naturais (baru, caju e coco)
aos meios de cultura; ¢ avaliar também, o efeito de diferentes doses de adubacgao (0; 0,5; 1; 1,5;
2 €2,5 g planta™!) e substratos (esfagno e p6 de coco) na aclimatagdo das espécies de orquideas
estudadas. Aos 120 dias foram avaliados o comprimento da parte aérea, o numero de folhas, de
pseudobulbos e de raizes € o comprimento da maior raiz, para o experimento com diferentes
concentragdes de sais do meio MS e doses de sacarose e para o experimento com adigdo de
farinhas naturais ao meio de cultivo. Em relagdo ao experimento realizado na fase de
aclimatacdo, avaliou-se aos 120 dias, a porcentagem de sobrevivéncia, o nimero de folhas, de
raizes e de pseudobulbos e a massa fresca. Desta forma, concluiu-se que houve influéncia das
concentracoes do meio MS e das doses de sacarose, assim como também das farinhas naturais
adicionadas aos meios de cultura no crescimento in vitro de Cattleya nobilior var. amaliae e
Cattleya cernua. Na aclimatacao de ambas as espécies ornamentais, também houve influéncia
dos substratos e das doses de adubacdo. Portanto, fica evidente que cada espécie de orquidea
apresenta demandas de nutrientes e de substratos especificas, sendo necessaria a obtencao de
protocolos de cultivo in vitro especificos e eficazes para cada espécie.

Palavras-chave: Cattleya spp.; plantas propaga¢do; aclimatacio (plantas); orquideas; plantas
ornamentais.



ABSTRACT

The Brazilian Cerrado encompasses a wide diversity of plants, among which orchids stand out
for their exuberance, especially those belonging to the genus Cattleya Lindl. Orchids have high
ornamental and landscaping potential, in addition to medicinal and pharmacological properties,
and are relevant to the flower market. The endemic orchid Cattleya nobilior var. amaliae Pabst
1s a subspecies of Cattleya nobilior Rchb.f., and occurs in the Cerrado, in the states of
Tocantins, Bahia and Goids. The orchid Cattleya cernua (Lindl.) Van den Berg is native to
Brazilian biomes such as the Cerrado, Atlantic Forest, Pampa and Caatinga. Given the
extractive collection of orchids, as well as their unique characteristics, it is essential to have
studies aimed at establishing specific in vitro cultivation protocols for each species, contributing
to their propagation, conservation and application in landscaping. Therefore, the present study
aims to evaluate the effect of different concentrations of MS medium salts (25, 50, 75 and
100%) and sucrose doses (10, 20, 30 and 40 g L!) on the in vitro growth of both orchid species,
as well as to investigate the effect of the addition (10, 20, 30, 40, and 50 g L") of different
natural flours (baru, cashew and coconut) to the culture medium; and also to evaluate the effect
of different fertilizer doses (0; 0.5; 1; 1.5; 2 and 2.5 g plant™) and substrates (sphagnum and
coconut powder) on the acclimatization of the studied orchid species. At 120 days, the length
of the aerial part, the number of leaves, pseudobulbs and roots and the length of the largest root
were evaluated for the experiment with different concentrations of salts in the MS medium and
sucrose doses and for the experiment with the addition of natural flours to the culture medium.
Regarding the experiment carried out in the acclimation phase, at 120 days, the survival
percentage, the number of leaves, roots and pseudobulbs and the fresh mass were evaluated.
Thus, it was concluded that there was an influence of the concentrations of the MS medium and
the sucrose doses, as well as of the natural flours added to the culture medium on the in vitro
growth of Cattleya nobilior var. amaliae and Cattleya cernua. In the acclimation of both
ornamental species, there was also an influence of the substrates and fertilizer doses. Therefore,
it is evident that each orchid species has specific nutrient and substrate demands, and it is

necessary to obtain specific and effective in vitro cultivation protocols for each species.

Keywords: Cattleya spp.; plant propagation; acclimatization (plants); orchids; ornamental
plants.
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1 INTRODUCAO

1.1 CLASSIFICACAO, DESCRICAO BOTANICA, ORIGEM E DISTRIBUICAO
GEOGRAFICA

O Cerrado possui uma grande diversidade vegetal, dentre a qual destacam-se as
orquideas. As orquideas sdo consideradas importantes plantas ornamentais, de grande interesse
econdmico e botanico, devido a sua beleza, exuberiancia de suas flores, bem como sua
diversidade de formas, tamanhos, cores e fragrancias. Desse modo, sdo relevantes para o
mercado de flores, sendo bastante comercializadas na atualidade e representando cerca de 10%
do comércio internacional. Além de seu elevado potencial ornamental, varias espécies de
orquideas também possuem propriedades medicinais e farmacologicas. Ademais, espécies
epifitas podem atuar como bioindicadoras do estagio sucessional da floresta, uma vez que
comunidades em fases secundarias apresentam menor diversidade epifita do que aquelas em
equilibrio dindmico, podendo, desta forma, contribuir com estudos de processos ecoldgicos e
de reintrodu¢do em ambientes em restauracdao (Paula; Silva, 2006; Schneiders et al., 2012;
Tejeda-Sartorius et al., 2018; Lemes et al., 2020; Lemos et al., 2020; Mercado; Delgado, 2020;
Magalhaes, 2021; Oliveira ef al., 2021; Paulino et al., 2021; Nongdam et al., 2023).

As orquideas sdo encontradas em varios habitats, em sua maioria, cerca de 70%, presas
a troncos de arvores em florestas como epifitas, crescendo a sombra e compreendendo quase
dois tercos da flora epifita do mundo. Os 25% restantes sdo terrestres e os 5% sao encontrados
em varios sistemas de suporte (Utami; Hariyanto, 2020). As orquideas sdo plantas pertencentes
a familia Orchidaceae A. Juss., maior grupo dentre as angiospermas, que conta com cerca de
800 géneros, 35 mil espécies e mais de 120 mil hibridos naturais e artificiais (Aquino; Couto;
Araujo, 2021). No Brasil, ha registros de cerca de 235 géneros e ja foram identificadas em torno
de 3,5 mil espécies (Aquino; Couto; Aratjo, 2021; Silva et al., 2021). Em especial, destaca-se
o género Cattleya Lindl., que esta entre os géneros mais comercializados no Brasil, e que agrupa
cerca de 70 espécies e milhares de hibridos naturais e artificiais. Este género vem se destacando
por suas espécies muito vistosas que apresentam flores grandes e coloridas, e t€ém despertado o
interesse de orquidicultores nacionais e internacionais (Hsu, 2003; Paula; Silva, 2006;
Schneiders et al., 2012; Nardelli et al., 2020; Utami; Hariyanto, 2020; Aquino; Couto; Araujo,
2021; Freitas et al., 2021; Silva et al., 2021; Nongdam et al., 2023).

A espécie Cattleya nobilior Rchb.f. apresenta habito epifitico e rupicola, folhas elipticas

ou oblongas, e seus pseudobulbos possuem comprimento variando de 5 a 10 cm ou de 10 até
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30 cm. Cada inflorescéncia apresenta de uma a trés flores, que podem apresentar diversas
coloragdes, indo do rosa escuro ao rosa claro, ou lilas (Van Den Berg, 2024a). A
Cattleya nobilior var. amaliae Pabst ¢ uma subespécie que se diferencia pela floragdo mais
tardia, labelo mais claro com veias mais marcadas e longas, e com pétalas e sépalas também
mais claras (Figura 1). Essa subespécie ¢ endémica do Brasil, ocorrendo no bioma Cerrado dos

estados de Tocantins, Bahia e Goias (Figura 2) (Van Den Berg, 2024b).

Figura 1 — Taxonomia (A) e imagem de campo da Cattleya nobilior var. amaliae (B)

Fonte: adaptado de Van Den Berg (2024b).

Figura 2 — Distribui¢do geografica da Cattleya nobilior var. amaliae

]

Fonte: Van Den Berg (2024b).
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A Cattleya cernua (Lindl.) Van den Berg ¢ uma espécie de ampla distribuicdo,
ocorrendo nos biomas Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga ¢ Pampa; dos estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Goias e Distrito Federal (Figura 3). Esta espécie ¢
uma erva epifita, que possui folhas obovadas, e pseudobulbos com comprimento variando de
0,1 a 5 cm. Cada inflorescéncia apresenta de uma a até mais de dez flores, que podem apresentar

coloracdo laranja ou laranja amarelado (Figura 4) (Van Den Berg, 2024c).

Figura 3 — Distribuicdo geografica da Cattleya cernua

Fonte: Van Den Berg (2024c).

Figura 4 — Taxonomia (A) e imagem de campo da Cattleya cernua (B)
B3 - ‘
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A exuberancia das espécies de orquideas nativas e endémicas do Brasil contribui para o
seu relevante potencial ornamental e paisagistico. A utilizagdo de espécies nativas ¢ um
diferencial em projetos paisagisticos e tem-se expandido em virtude de sua praticidade e
sustentabilidade em comparacdo com as espécies exoticas, adaptando-se melhor as condigdes
ambientais e atendendo as demandas e expectativas dos projetos de paisagismo, além de ser
também uma estratégia para a conservagao dessas espécies (Soares ef al., 2020; Castro et al.,
2022; Ribeiro et al., 2024).

Devido ao seu elevado potencial ornamental e comercial, bem como a coleta comercial
ndo regulamentada, o desmatamento e a destruicdo maciga de habitats; que por sua vez, tém se
agravado com o crescimento urbano, aumento das atividades agricolas e extrativismos
predatdrios, a populagdo de orquideas teve uma acentuada redugdo em seus habitats naturais
(Soares et al., 2012; Paulino et al., 2021; Nongdam et al., 2023). Ademais, o interesse por
orquideas nativas brasileiras tem sido elevado, ndo apenas por parte dos colecionadores, mas
também em funcdo dos programas de melhoramento e de reintroducdo das espécies em seus
habitats. Desse modo, a preocupante redug¢ao da populagdo de orquideas propiciou que toda a
familia fosse coberta pelo Apéndice II da Convengdo sobre o Comércio Internacional de
Espécies Ameagadas de Fauna e Flora Selvagens (CITES — Convention on International Trade
in Endangered Species of Wild Fauna and Flora). Assim como, elas também estdo entre os
grupos taxondmicos mais ameagados, com mais de 600 espécies de orquideas listadas como
ameacadas na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN —
International Union for Conservation of Nature) (Soares et al., 2012; Paulino et al., 2021,
Nongdam et al., 2023).

A conservagao das orquideas tem despertado elevado interesse e importancia no cenario
mundial diante das diversas ameagas sofridas por sua exuberancia, caracteristicas ornamentais,
relevancia econdmica e consequente retirada excessiva da natureza. As técnicas de cultivo
in vitro desempenham um papel de destaque, ndo somente na propagacao para fins comerciais,
mas também na conservacdo de plantas ameagadas, uma vez que promovem altas taxas de
germinagdo e formagao de mudas em um curto periodo. A produgdo comercial de orquideas por
meio da multiplicagdo seminifera nem sempre € eficaz, pois ¢ lenta e trabalhosa. Sendo assim,
as técnicas de cultivo in vitro t€m sido utilizadas para a propagagao de orquideas, estudo de
aspectos fisiologicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento, bem como um método
de conservagao ex situ para a redugdo do risco de extingdo (Mercado; Delgado, 2020; Simioni et

al., 2021; Nongdam et al., 2023).
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Desse modo, pesquisas com plantas ornamentais nativas sdo cada vez mais essenciais
para a sua propagagdo e conservacao. Além disso, ¢ importante compreender as demandas
nutricionais ¢ de substrato, de modo a obter protocolos especificos e eficazes, diante das
especificidades da grande quantidade de espécies de orquideas (Soares et al., 2020; Castro et

al., 2022; Ribeiro et al., 2024).

12 METODOS DE MULTIPLICACAO E CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

E sabido que as orquideas estdio entre as plantas mais ameagas, cujas principais causas
da reducdo de suas populacdes naturais sdo a coleta excessiva, o comércio ilegal, a pressao da
populagdo humana e a consequente destruicdo de seu habitat. Ademais, a baixa taxa de
regeneracdo, o crescimento lento e a baixa germinagdo das sementes, também contribuem para
que a conservagdo das orquideas seja motivo de preocupacao global (Maharjan et al., 2020).
Uma alternativa que pode contribuir com a restauragao de populagdes naturais € a formagao de
bancos de germoplasma com manutengao da variabilidade genética. Desse modo, a germinagao
in vitro de orquideas se apresenta como um meio de produzir plantas para serem utilizadas em
programas de reintrodugdo de espécies em areas naturais (Lemes et al., 2020; Maharjan et al.,
2020).

A propagacao de orquideas, em condi¢des naturais, ¢ dada pelo desenvolvimento de
gemas laterais que vao formando clones ou pela disseminagdo das sementes que, por serem
desprovidas de endosperma, dependem da associacdo com fungos micorrizicos especificos de
cada espécie para germinacdo e desenvolvimento inicial. Além da falta de endosperma, o
tamanho diminuto da semente e os baixos teores de lipidios e proteinas a serem consumidos no
processo de germinagao, também contribuem para dificultar a sua multiplicacdo em condigdes
naturais. Ademais, embora sejam produzidas em grandes quantidades por céapsulas, a baixa
reserva nutricional torna a sua taxa de germinagao relativamente baixa na natureza (menor que
5%) (Soares et al., 2012; Assis et al., 2020; Mercado; Delgado, 2020; Utami; Hariyanto, 2020).

As orquideas também se destacam por apresentar um desenvolvimento vegetativo lento,
tendo em vista que a divisdo da muda necessita de dois anos, no minimo, dificultando a
producao comercial de mudas. Sendo assim, o cultivo de sementes em meio de cultura ¢ uma
ferramenta biotecnoldgica que possibilita a elevacao da taxa de germinagdo, permitindo que o
processo de multiplicagdo de orquideas seja comercialmente vidvel. Além disso, sementes
cultivadas in vitro podem se desenvolver em mudas completas sem a dependéncia de fungos

(Utami; Hariyanto, 2020). Portanto, ao viabilizar a producdo comercial de orquideas, ha
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também uma contribuicdo para a preservacao de espécies em extingdo, bem como para a
multiplicagdo de grande numero de plantas com elevada qualidade e em um curto periodo.
Sendo assim, a germinacao in vitro de sementes de orquideas torna-se um aspecto fundamental
nos programas de conservacdo e propagacao (Assis et al., 2020; Utami; Hariyanto, 2020;
Simioni et al., 2021).

A multiplicagdo de orquideas pode ocorrer por meio de duas vias, sendo elas a sexuada
e a assexuada. A reproducao por sementes (via sexuada) ¢ utilizada quando se necessita obter
a variabilidade genética, crucial em programas de conservagdo. A propagagao (via assexuada)
¢ tradicionalmente utilizada para producdo de clones de plantas melhoradas, para fins
ornamentais e comerciais, € leva em consideragdo os principios da totipotencialidade e da
regeneragao celular, permitindo, assim, a formag¢ao de plantas provenientes de uma matriz em
comum (Herrmann; Freitas; Périco, 2011; Ferreira ef al., 2019; Mercado; Delgado, 2020).

A cultura de tecidos vegetais ¢ considerada uma alternativa para a producdo e
multiplicagdo de plantas, bem como para a conservacao de espécies em cultivo asséptico e
condi¢gdes controladas de temperatura, luminosidade, fotoperiodo e nutri¢do, trazendo
beneficios para a conservacao in vitro, em fungdo da maior prote¢do contra acdes ambientais e
otimizagdo do espago fisico. Dentre as técnicas de multiplicagdo vegetal via assexuada
encontram-se a cultura de protoplasmas, a cultura de material desorganizado, a cultura de
anteras e a micropropagacao. A micropropaga¢do, também denominada propagacdo in vitro, €
considerada a aplicacdo mais pratica da cultura de tecidos, bem como a de maior impacto,
objetivando o abastecimento do mercado e a preservagdo de espécies ameacgadas de extingdo
(Grattapaglia; Machado, 1998; Herrmann; Freitas; Périco, 2011; Mercado; Delgado, 2020).

Todavia, ¢ importante salientar que este método tem como desvantagem a variagao
somaclonal, a perda de caracteres devido a intensa multiplicacdo, o elevado custo de produgao
e as dificuldades técnicas de aclimatagdo (Soares et al., 2017; Corréa et al., 2021; Silva et
al.,2021).

A cultura de tecidos divide-se em trés etapas, sendo elas: a selegdo, a desinfestacdo e o
estabelecimento do explante em meio nutritivo; a fase de multiplicagdo por meio de sucessivas
subculturas em meio especifico para a multiplicagdo; e a fase de enraizamento e transferéncia
das plantas obtidas para o ambiente externo. Vale destacar que, estes estdgios podem ser
alterados de acordo com as especificidades de cada espécie, ndo necessitando ser
necessariamente seguidos. E, sabe-se que varios fatores podem influenciar o crescimento e o
desenvolvimento das plantas durante essas etapas, como o meio de cultivo utilizado, a

orientagao dos explantes e as condi¢des do ambiente de cultivo (Grattapaglia; Machado, 1998).
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1.3  MEIOS DE CULTIVO

O resultado satisfatério do cultivo in vitro é frequentemente determinado pela origem
do explante e meio nutritivo onde sdo cultivados. Os meios de cultivo utilizados para a cultura
de células, tecidos e orgdos de plantas sdo responsaveis pelo fornecimento das substancias
essenciais para o crescimento dos tecidos e, em grande parte, controlam o padrio de
desenvolvimento in vitro. A compreensao das exigéncias nutricionais da espécie em cultivo ¢é
determinante para o seu sucesso no desenvolvimento in vitro. Sendo assim, a formula¢do do
meio de cultura é essencial para a planta, de modo que o mesmo pode ser formulado com
diferentes combinagdes conforme as demandas de cada espécie (Caldas; Haridasan; Ferreira,
1998; Faria et al., 2002; Assis et al., 2020).

Dentre os meios de cultivo tradicionalmente utilizados em orquideas, pode-se citar o
meio Knudson (1946), o meio Vacin e Went (1949) e o meio MS de Murashige e Skoog (1962),
de modo que cada meio ¢ identificado por sua concentracdo e composi¢do especifica de sais
minerais, vitaminas, reguladores de crescimento, entre outros suplementos organicos (Knudson,
1946; Vacin; Went, 1949; Murashige; Skoog, 1962; Assis ef al., 2020; Aquino; Couto; Aragjo,
2021; Nongdam et al., 2023).

O meio MS de Murashige e Skoog (1962) ¢ um dos meios mais utilizados no cultivo
in vitro de orquideas. Embora, cada espécie de orquidea demande um método especifico de
producdo rapida e em larga escala, o meio MS tem sido amplamente utilizado para a germinagao
e crescimento de diversas espécies dessa familia, possibilitando resultados satisfatérios por
conter sais inorganicos, vitaminas, aminodcidos, carboidratos e altas concentracdes de
nutrientes (Tabela 1) (Caldas; Haridasan; Ferreira, 1998; Mercado; Delgado, 2020; Aquino,
Couto; Aratjo, 2021; Nongdam et al., 2023).



Tabela 1 — Composi¢do do meio MS para macronutrientes, micronutrientes € compostos
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COMPONENTES MEIO MS
MACRONUTRIENTES mg L!
CaCl2.2H20 440,00
KH2PO4 170,00
KNOs3 1900,00
MgS04.7H20 370,00
NH4NO3 1650,00
MICRONUTRIENTES mg L!
CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
H3BO:3 6,20
KI 0,83
MnSO4.4H20 22,30
H2Mo04.H20 0,25
NazMo004.2H20 8,60
ZnS04.7H20 27,80
Fe(S04).7H20 37,20
ORGANICOS mg L!
Acido nicotinico 0,50
Glicina 2,00
Mio-inositol 100,00
Piridoxina 0,50
Tiamina 0,10

Fonte: adaptado de Caldas, Haridasan e Ferreira (1998).

A composi¢do bésica dos meios integra: agua, macronutrientes, micronutrientes,
carboidratos, vitaminas, mio-inositol, podendo conter também reguladores de crescimento,
misturas complexas como extratos vegetais e agua de coco e outros aditivos, como 0s
antibidticos, aminoacidos, antioxidantes e, se for preparado solido, acrescenta-se agar. Os
macronutrientes sao fornecidos ao meio de cultivo na forma de sais, contendo nitrogénio (N),
fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg) e enxoftre (S). Os micronutrientes contém
ferro (Fe), manganés (Mn), boro (B), cobre (Cu), zinco (Zn) e molibdénio (Mo), além do
cobalto (Co) e o iodo (I). As vitaminas mais utilizadas s@o tiamina (vitamina B1), piridoxina,
acido nicotinico (niacina), vitamina B6 e o mio-inositol que ¢ considerado um estimulador de
processos de crescimento in vitro e pode servir como fonte de carboidratos para a propagacao
de culturas in vitro (Caldas; Haridasan; Ferreira, 1998).

A fonte comum de carbono ¢ a sacarose, que pode ser total ou parcialmente hidrolisada
em glucose ou frutose; além de outros carboidratos, como a maltose, galactose, amido e lactose.
A sacarose ¢ o carboidrato mais utilizado em meios de cultivo voltados para a propagacao

in vitro de plantas ornamentais, atuando como fonte de energia e carbono para a biossintese de
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componentes estruturais e funcionais. Ademais, ¢ também o carboidrato mais comum
encontrado na seiva do floema e envolvido no controle de varios processos de desenvolvimento.
Na composi¢do dos meios de cultura sua concentragdo pode chegar a 40 g L!; sendo ainda,
indicado as concentragdes de 10 e 20 g L! para a propagagdo in vitro de hibridos similares do
género Cattleya Lindl. (Caldas; Haridasan; Ferreira, 1998; Zahara et al., 2017; Aquino, Couto;
Araujo, 2021; Paulino et al., 2021; Sasamori et al., 2021).

O uso do carvao ativado no meio de cultivo possibilita um melhor crescimento e
desenvolvimento da planta in vifro, uma vez que ¢ um estimulador de enraizamento e
diminuidor da intoxicagdo da planta por compostos fendlicos. Desse modo, ao ser adicionado
ao meio nutritivo tem a capacidade de absorver substancias toxicas liberadas pelos explantes
ou impurezas de outros componentes, sendo comumente utilizado na propagagao de orquideas
in vitro (Machado; Zamarian, 2020).

A utilizagdo de meios alternativos por meio da adi¢do de suplementos organicos no meio
de cultura, como por exemplo, banana homogeneizada, batata homogeneizada, suco de abacaxi
e agua de coco, tem sido promissora na germinacao de sementes e no crescimento in vitro de
algumas espécies de orquideas. Essa alternativa tem o intuito de simplificar as técnicas de
cultura de tecidos vegetais, tornando a propagacao mais acessivel aos produtores e orquidoéfilos.
Apesar das informagdes limitadas sobre os efeitos dos aditivos organicos, bem como da
complexidade em analisar precisamente as suas composicgoes, tais aditivos possibilitam uma
variedade de componentes que favorecem as culturas in vitro, como por exemplo o “Hibrido
Flor Grande” (HFG) (Cattleya labiata rubra x Cattleya labiata semi alba) e o
hibrido Laeliocattleya Richard Muller (Mercado; Delgado, 2020; Aquino; Couto; Aratjo,
2021; Nongdam et al., 2023).

Por conseguinte, ¢ importante destacar que, a composi¢ao do meio de cultivo ndo possui
efeito apenas nutritivo, ela também influencia o crescimento celular e a morfogénese por meio
de propriedades osmoticas. Sendo assim, o €xito na geracdo e disseminagdo de plantas no
cultivo in vitro depende nao somente das condi¢des fisicas de germinagdo ¢ do estado da
semente, como sua maturidade e origem da capsula; mas, sobretudo, da composi¢do do meio

de cultivo (Ferreira et al., 2019; Mercado; Delgado, 2020).

14 ACLIMATACAO

A aclimatagdo, ultima fase da propagacao in vitro, é considerada uma etapa critica,

tendo em vista que representa, em muitos casos, as maiores perdas no cultivo de varias espécies.
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Nesta etapa, as plantulas sdo transferidas das condi¢des controladas para o ambiente ex vitro,
comumente para condi¢des de casa de vegetacdo, controlando os fatores que possam limitar o
seu desenvolvimento e interferir na sua sobrevivéncia, como temperatura, umidade,
luminosidade, nutrientes e substrato (Colombo et al, 2005; Vicente; Araujo, 2020;
Magalhaes, 2021).

A fase de aclimatagdo ¢ tratada como critica em fun¢ao do estresse hidrico, resultante
da elevada taxa de transpiragdo das plantas durante a transferéncia para a condicao ex vitro; a
taxa fotossintética, que ¢ normalmente limitada nas plantas in vitro pela reduzida intensidade
luminosa, baixa concentragdo de gas carbonico (COz2) no recipiente de cultivo e presenca de
sacarose no meio de cultura; a absor¢do de nutrientes, uma vez que na condi¢do in vitro a planta
possui uma alta disponibilidade de nutrientes no meio e ao passar para a condigdo ex vitro a
mesma necessita incrementar a absor¢ao de sais; e fitossanidade, visto que a planta passa de um
ambiente asséptico (in vitro) para outro (ex vitro), estando neste, suscetivel a microrganismos
saprofiticos e, porventura, patogénicos (Grattapaglia; Machado, 1998; Vicente; Araujo, 2020).

Vale ressaltar que, na aclimatagdo, as plantas passam por adaptacdes anatomicas,
morfologicas e bioquimicas, alterando os processos fisioldgicos até entdo adaptados para as
condi¢des de sobrevivéncia in vitro (Colombo et al., 2005; Vicente; Araujo, 2020). Desse
modo, ¢ fundamental que a plantula esteja em um substrato que permita o seu estabelecimento
vegetativo e que lhe proporcione condigdes satisfatorias para o seu melhor desenvolvimento
(Colombo et al., 2005; Santos et al., 2014; Zandona et al., 2014).

O substrato deve apresentar caracteristicas apropriadas quanto a aeracao;
permeabilidade; poder de tamponamento para valores de pH; economia hidrica, de modo a reter
agua sem encharcar; e capacidade de reter nutrientes, possibilitando condi¢des favoraveis ao
crescimento e florescimento das plantas. Além disso, também ¢ desejavel que o substrato seja
isento de propagulos de plantas daninhas, microrganismos nocivos e substancias toxicas; que
apresente propriedades fisicas e quimicas estaveis quando submetido a tratamentos de
esterilizacdo; e que ndo altere suas propriedades ao ser armazenado por tempo prolongado
(Colombo et al., 2005; Santos et al., 2014; Zandona et al., 2014).

No cultivo de orquideas, principalmente as epifitas e rupicolas, ¢ primordial o uso de
substratos, posto que o uso do solo pode propiciar problemas fitossanitarios e condigdes
desfavoraveis de umidade e arejamento para o desenvolvimento e crescimento. Ademais, para
essa cultura, o substrato desempenha também a fung¢@o de suporte para o sistema radicular das
plantas, regulando a disponibilidade de agua e nutrientes para as raizes. Um dos substratos mais

utilizados por viveiristas na aclimatacdo de orquideas sdo: o esfagno, casca de pinus, fibra de
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coco (desfibrada ou prensada), p6 de coco, fibra de piagava e casca de arroz carbonizada, que
sdo de origem vegetal; a vermiculita, carvao vegetal, argila expandida rigida, pedra brita e tijolo,
que sao de origem mineral; e os sintéticos como o poliestireno expandido e a espuma fendlica;
entre outros substratos (Colombo et al., 2005; Santos et al., 2014; Zandona et al., 2014).

Cabe destacar que, o desenvolvimento das plantas também depende da composi¢do
quimica e fisica do substrato e estd relacionado com a fisiologia e demanda de cada espécie,
bem como o tipo de ambiente que se pretende cultiva-la. Em locais com umidade e temperatura
controlados, por exemplo em casas de vegetacdo, o substrato ndo exerce tanta influéncia no
desenvolvimento das plantas se comparado aos locais onde ndo se tem o controle desses fatores,
€ que por sua vez, seja importante se atentar ainda mais para a capacidade de retencao dgua do
substrato, sobretudo em locais de clima quente (Colombo et al., 2005; Rolon et al., 2021).

Na etapa de aclimatagdo, com o intuito de suprir as demandas iniciais da planta, ¢
comum a utilizagdo de adubo granulado ao substrato, como por exemplo, os de liberagao
controlada. A depender do periodo requerido para o crescimento da cultura, podem ser feitas
também adubacdes com solugdes nutritivas em cobertura por aplicagdes foliares ou via
irrigacdo. Dessa forma, o uso desses aditivos pode ser considerado uma alternativa para a
produgdo de plantas, pois sdo soluveis e agrupados em granulos recobertos por resina organica
ou elastica (Paula ef al., 2020; Cunha et al., 2021).

Em comparacdo com os adubos convencionais, os adubos de liberacao lenta ou
controlada apresentam uma eficiéncia superior em func¢ao de caracteristicas como: a retardagao
da disponibilidade de nutrientes para a planta, fato que diminui suas perdas para o ambiente e
eleva o sincronismo com a sua demanda pela planta, mantendo as plantas nutridas
constantemente durante todo o seu periodo de desenvolvimento; a minimizagdo de problemas
com a queima das raizes por excesso de adubagdo; e a diminuicdo da salinidade do substrato
(Paula et al., 2020; Cunha et al., 2021).

O adubo de liberagdo controlada ¢ produzido em diferentes formulagdes, composto
principalmente por nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K); e também ¢ possivel encontrar
em sua composi¢do, em menores quantidades, enxofre (S), magnésio (Mg), ferro (Fe),
manganés (Mn), cobre (Cu), zinco (Zn), boro (B) e molibdénio (Mo). Esses sdo caracterizados
como adubos inteligentes, com capacidade de liberacao de nutrientes para a planta por um longo
periodo e com um elevado nivel de tecnologia. Ademais, podem ser utilizados em diversas
culturas agricolas, em jardins e plantios florestais, € na produ¢do de mudas de plantas
ornamentais, frutiferas e olericolas. Em orquideas, por exemplo, foi verificado um

favorecimento do uso de Osmocote® no cultivo e desenvolvimento da espécie
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Laelia pulcherrima, além da importancia da escolha de um substrato adequado (Wang, 2010;

Figueiredo; Kolb, 2013; Paula et al., 2020; Cunha et al., 2021).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Em relagao ao efeito de diferentes concentragdes de sais do meio MS e doses de sacarose
no crescimento in vitro da orquidea endémica Cattleya nobilior var. amaliae Pabst,
considerando a menor demanda de insumos, constata-se que o meio MS com 25% de sais
suplementados com 20 g L' de sacarose proporciona maior comprimento da parte aérea e da
maior raiz. Entretanto, recomenda-se para as variaveis nimero de folhas, de pseudobulbos e de
raizes, o cultivo em 25% de meio MS acrescido de 10 g L' de sacarose.

Para a espécie nativa Cattleya cernua (Lindl.) Van den Berg, houve influéncia da
interagao entre as concentracdes dos meios ¢ das doses de sacarose no seu crescimento in vitro,
com excecdo da varidvel comprimento da maior raiz, que ndo apresentou diferenga estatistica
entre os tratamentos. Levando em consideragdao a menor demanda de insumos, recomenda-se
cultivar as plantulas em meio MS com 25% de sais suplementados com 10 g L' de sacarose,
priorizando as varidveis comprimento da parte aérea, nimero de folhas e de pseudobulbos.
Contudo, para a varidvel niimero de raizes, recomenda-se o cultivo em 25% de meio MS
acrescido de 30 g L' de sacarose.

No que diz respeito a utilizacao de meios alternativos no cultivo in vitro, concluiu-se
que houve influéncia das farinhas naturais adicionadas aos meios de cultura em ambas as
espécies de orquidea, de forma que visando o crescimento in vitro e priorizando a redu¢do do
uso de insumos, recomenda-se para a espécie Cattleya nobilior var. amaliae a utilizagao de
farinha de coco na dose de 40 g L™! e, para a espécie Cattleya cernua, utilizar a adigdo de farinha
de caju na dosagem de 10 g L' de meio.

Ao avaliar o efeito de diferentes doses de adubagdo e substratos na aclimatagdo das
espécies de orquideas estudadas no presente trabalho, verificou-se que houve influéncia dos
substratos e das doses de adubacao na etapa de aclimatacao. De modo que, ambas as espécies
ndo necessitam de adubacdo complementar, favorecendo a porcentagem de sobrevivéncia e o
crescimento das plantas. Contudo, a Cattleya nobilior var. amaliae apresentou melhor
desempenho com o uso do substrato de esfagno, enquanto na espécie Cattleya cernua a
aclimatagdo foi melhor com a utilizagao do p6 de coco como substrato.

Portanto, fica claro que cada espécie de orquidea apresenta demandas de nutrientes e de
substratos especificas, sendo necessaria a obtengdo de protocolos de cultivo in vitro especificos
e eficazes para cada espécie, sobretudo as nativas e endémicas do Brasil de elevado potencial
ornamental e paisagistico, contribuindo, desse modo, com a produgdo, multiplicagdo,

conservagao de plantas e reduzindo o risco de extingdo.
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Ademais, vale ressaltar que durante o levantamento bibliografico constatou-se que ha
demanda por pesquisas relacionadas a essas espécies, o que evidencia a necessidade de estudos
direcionados e aprofundados em multiplicagdo, fisiologia, conservagdo (in vitro e ex vitro),

adaptacdo ex vitro e reintroducdo dessas espécies na natureza.





