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CRESCIMENTO IN VITRO E ESTABELECIMENTO EX VITRO DE
Shomburgkia crispa Lindl. e Cattleya walkeriana Gardner EM SISTEMAS
MODIFICADOS DE MICROPROPAGACAO

RESUMO GERAL

A produgdo de orquideas nativas ¢ um dos fatores que podem contribuir para a diminui¢ao
do extrativismo. Buscou-se com esse trabalho contribuir com a valorizagdo e preservagao
da flora nativa de orquideas, através de técnicas de cultivo in vitro e aclimatizagdo em
viveiro telado. Para alcangar o objetivo proposto foram realizados dois experimentos
independentes: I- com o intuito de avaliar a influéncia de dois sistemas de vedagao e oito
fontes de luz no crescimento in vitro e estabelecimento ex vitro de Shomburgkia crispa
Lindl. Para inicio do periodo experimental plantas com 120 dias de cultivo in vitro foram
subcultivadas em meio de cultura MS, sendo inoculadas quatro plantas por frasco de
cultivo. A seguir, metade dos frascos foram fechados em sistema de vedagdo
convencional (SVC) e outra metade em sistema de vedagao com trocas gasosas (SVTG).
As culturas entdo foram acondicionadas sob as fontes de luz: LED 100% branca; LED
100% azul; LED 100% vermelha; LED 50% branca + 25% vermelha + 25% azul; LED
50% vermelha + 50% azul; LED 25% vermelha + 75% azul; LED 75% vermelha + 25%
azul e como controle lampada fluorescente branca. Apds o periodo experimental (cultivo
in vitro = 120 dias e cultivo ex vitro = 180 dias), as plantas foram avaliadas quanto ao
numero de folhas, nimero de raizes, altura da planta, didmetro do pseudobulbo, nimero
de brotos, comprimento da maior raiz, comprimento da maior folha e massa fresca. A
utilizacao do sistema de vedagdo com trocas gasosas em conjunto com fontes de luz na
combinagdo dos comprimentos de onda azul e vermelho, em diferentes proporgdes,
favorece o cultivo in vitro de S. crispa. Para o estabelecimento ex vitro, plantas cultivadas
in vitro em sistema que permite trocas gasosas juntamente o com LED 50% branco +25%
vermelho + 25% azul, influencia positivamente a aclimatizacao das plantas; II - realizado
com o intuito de avaliar o efeito da formulagdo do meio de cultura, do sistema de vedacao
dos frascos e da irradiancia proporcionada por lampadas LEDs 3000K no crescimento in
vitro, na sobrevivéncia e no estabelecimento ex vitro de Cattleya walkeriana Gardner.
Como meio de cultura foram utilizados os meios: MS (controle); MS suplementado com
150 g L' de polpa de banana; MS com 300 g L' de polpa de banana; MS com 150 g L™!
de casca de banana; e MS com 300 g L! de casca de banana. Apds inoculagio das plantas
em ambiente asséptico, metade dos frascos foram vedados em SVC e outra metade em
SVTG, e alocados sob duas irradiancias fornecidas por lampadas LEDs de 3000K: 86
pumol m? s ou 128 umol m? s'. As caracteristicas avaliadas foram as mesmas do
experimento I, incluindo o nimero de pseudobulbos. A utilizacdo do meio acrescido de
polpa de banana em até 150 g L' em conjunto com a irradiancia de 128 umol m2 s e
SVC proporcionaram os maiores valores para o crescimento in vitro das plantas. Ja para
o cultivo ex vitro, o meio MS, juntamente com a irradidncia 86 umol m? s
proporcionaram a maior sobrevivéncia e estabelecimento de plantas dessa espécie. Com
os resultados obtidos em ambos experimentos, verificou-se que a suplementagdo do meio
de cultura com polpa da banana, diferentes sistemas de vedagdo dos frascos e condi¢des
de luz podem beneficiar a producdo, contribuindo com a valorizagdo e preservagao das
espécies estudadas.

Palavras-chave: Orchidaceae; Espécie nativa; LEDs; Polpa de banana
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IN VITRO GROWTH AND EX VITRO ESTABLISHMENT OF Shomburgkia
crispa Lindl. and Cattleya walkeriana Gardner IN MODIFIED
MICROPROPAGATION SYSTEMS

ABSTRACT

The production of native orchids is one of the factors that can contribute to the reduction
of extractivism. This work sought to contribute to the enhancement and preservation of
the native flora of orchids, through in vitro cultivation techniques and acclimatization in
a screened nursery. To achieve the proposed objective, two independent experiments
were carried out: I- with the aim of evaluating the influence of two sealing systems and
eight light sources on in vitro growth and ex vitro establishment of Shomburgkia crispa
Lindl. For the beginning of the experimental period, plants with 120 days of in vitro
culture were subcultured in MS culture medium, with four plants per culture flask being
inoculated. Then, half of the bottles were closed in a conventional sealing system (SVC)
and the other half in a gas exchange sealing system (SVTQG). The cultures were then
placed under the light sources: 100% white LED; 100% blue LED; 100% red LED; LED
50% white + 25% red + 25% blue; 50% red LED + 50% blue LED; LED 25% red + 75%
blue; 75% red LED + 25% blue LED and as a white fluorescent lamp control. After the
experimental period (in vitro cultivation = 120 days and ex vitro cultivation = 180 days),
the plants were evaluated for the number of leaves, number of roots, plant height, diameter
of the pseudobulb, number of shoots, length of the largest root , length of the largest leaf
and fresh mass. The use of the gas exchange sealing system in conjunction with light
sources in the combination of blue and red wavelengths, in different proportions, favors
the in vitro cultivation of S. crispa. For ex vitro establishment, plants grown in vitro in a
system that allows gas exchange together with the LED 50% white + 25% red + 25%
blue, positively influences the acclimatization of the plants; II - carried out in order to
evaluate the effect of the formulation of the culture medium, the sealing system of the
flasks and the irradiance provided by 3000K LED lamps on in vitro growth, survival and
ex vitro establishment of Cattleya walkeriana Gardner. As culture medium, the following
media were used: MS (control); MS supplemented with 150 g L' of banana pulp; MS
with 300 g L! of banana pulp; MS with 150 g L' of banana peel; and MS with 300 g L™!
of banana peel. After inoculation of the plants in an aseptic environment, half of the flasks
were sealed in SVC and the other half in SVTG, and placed under two irradiances
provided by 3000K LED lamps: 86 pmol m? s™' or 128 umol m? s™'. The characteristics
evaluated were the same as in experiment I, including the number of pseudobulbs. The
use of the medium plus banana pulp in up to 150 g L' together with the irradiance of 128
umol m™ s and SVC provided the highest values for the in vitro growth of the plants.
For ex vitro cultivation, the MS medium, together with the irradiance 86 umol m s,
provided the greatest survival and establishment of plants of this species. With the results
obtained in both experiments, it was verified that the supplementation of the culture
medium with banana pulp, different sealing systems of the flasks and light conditions can
benefit the production, contributing to the valorization and preservation of the studied
species.

Keywords: Orchidaceae; Native species; LEDs; Banana pulp



INTRODUCAO GERAL

Orchidaceae originou-se na Maldsia ha milhares de anos atras, durante o periodo
cretaceo, quando grande parte das familias das angiospermas tornava-se diferenciadas
(GARAY, 1972). Essa familia, atualmente compreende cerca de 899 géneros ¢ 27.801
espécies, sendo a segunda maior familia de plantas com flores (THE PLANT LIST,
2021). Entretanto, no Brasil s3o descritos 214 géneros, 2.450 espécies, das quais, 1.539
sdo endémicas do pais (BARROS et al., 2021).

A capacidade de combinagdes genéticas, beleza, diversidade de cor, durabilidade
e exuberancia de suas flores, faz com que as orquideas se destaquem no setor de plantas
ornamentais, sendo estas caracteristicas desejaveis e procuradas pelo mercado
consumidor (TEIXEIRA da SILVA et al., 2017a; ZAHARA et al., 2017), além de serem
utilizadas na producdo de flores de corte, plantas envasadas e como folhagens
(HUNHOFF et al., 2016). De certa forma, esses atributos tem abrilhantado o mercado
ornamental a cada ano, movimentando cerca de 8,6 bilhGes no decorrer de 2019 e
resultando num aumento de 7% a mais que o ano anterior (JUNQUEIRA e PEETZ, 2018;
ENFLOR, 2019).

Além do apelo ornamental, bem como, o valor comercial na floricultura, atribuem
as plantas dessa familia botdnica um importante papel como elemento floristico de
diversos ecossistemas (SORGATO, 2013). Ainda, algumas dessas espécies tais como as
do género Dendrobium, por exemplo, sdo utilizadas na area medicinal em algumas partes
do mundo, espécies como a Vanilla planifolia Andrews sdao usadas como aromatizantes
de alimento como ¢ o caso da baunilha, dentre outras espécies que sdo destinadas para a
produgdo de cosméticos e na composic¢ao de alguns perfumes (FARIA, 2010; TEIXEIRA
DA SILVA et al., 2017b; BELOTTO et al., 2017; DIEZ et al., 2017; PAUDEL et al.,
2020).

Associar a produgdo em escala comercial com o potencial da diversidade nativa,
pode acarretar em uma oportunidade inovadora para os viveiros, uma vez que, esse fato
incentiva a cadeia produtiva da floricultura. Além disso, as perdas da biodiversidade, a
extracdo ilegal e irracional da natureza, podem ser minimizadas através da reintrodugao
de orquideas nativas no mercado (GALE et al., 2018; JUNQUEIRA e PEETZ, 2018).
Além da diminui¢do do extrativismo, outras vantagens de se produzir plantas nativas
entram em questao, tal como, a comercializagdo, divulgagdo, valorizagao e preservagao

da biodiversidade (STUMPF et al., 2015). Diante disso, o cultivo in vitro de espécies



nativas ¢ mais uma vez considerado uma importante estratégia para fins de conservagdo
e preservagdo dessas espécies.

As orquideas nativas brasileiras, além de possuirem um elevado potencial
ornamental, também podem apresentar importdncia farmacologica e medicinal
(SOARES, 2018). Um estudo fitoquimico realizado em Schomburgkia crispa Lindl.
possibilitou isolar um novo produto natural denominado acido crispdico que apresenta
um potencial anticarcinogénico (BELLOTO et al., 2017).

A espécie S. crispa esta entre as orquideas nativas que podem apresentar grande
potencial ornamental (SORGATO et al., 2021). Sua morfologia apresenta, pseudobulbos
bifoliados com comprimento de 8 & 10 cm, o comprimento das folhas sdo de 24 a 26 cm
e com largura de 5 a 7 cm. Suas inflorescéncias possuem, em média, de 95 a 110 cm, com
flores, pétalas e sépalas na cor castanho com margens amarelas e labelo na cor rosa claro
(SORGATO et al., 2021) (Figura 1). E uma planta de grande porte, com habito epifitico,
caracteriza um crescimento simpodial, com rizoma racemoso e robusto, apresentando

raizes grossas e cobertas por tecido velame (BARROS et al., 2021).

FIGURA 1. Plantas de Shomburgkia crispa Lindl. e seus aspectos florais e morfolégicos. Foto:
Sorgato, J. C. 2019.



S. crispa pode ser encontrada em matas ciliares e secas do bioma Cerrado
brasileiro, inclusive no estado do Mato Grosso do Sul (OSTETTO, 2015; BARROS et
al., 2018). No entanto, em janeiro de 2017, a espécie foi incluida no apéndice II da
Convencao sobre o Comércio Internacional das Espécies da Fauna e da Flora Silvestres
Ameagadas de Extingdo - CITES (CITES, 2017), onde se enquadram as espécies nao
necessariamente ameagadas de extingao, mas cujo comércio deve ser controlado a fim de
evitar usos incompativeis com sua sobrevivéncia. Porém, a ameaca a biodiversidade,
como o extrativismo e o comércio ilegal dentro das fronteiras nacionais ndo sdo garantidas
pelas normas da CITES, uma vez que, as normas sO6 se aplicam em transagdes
internacionais.

O género Cattleya Lindl. é considerado um dos mais importantes da familia
Orchidaceae, juntamente com Phalaenopsis € Dendrobium integram o grupo de espécies
mais comercializadas no Brasil (PINHEIRO, 2012; FREITAS, 2019). A espécie Cattleya
walkeriana Gardner esta entre as mais primitivas do género Cattleya, atualmente
encontra-se vulneravel de acordo com o grau de ameaga da Lista Vermelha proposta pelo
Centro Nacional de Conservagao da Flora - CNCFlora (PINHEIRO, 2012; FORZZA et
al., 2013), no entanto, essa espécie nao ¢ considerada em vias de extingdo, uma vez que,
desde 2003 houve uma reducao de sua populagdo em cerca de 30% (CNCFlora, 2013),
vale salientar que até o momento esses dados ainda ndo foram atualizados.

As plantas da espécie C. walkeriana sdo endémicas do pais e ocorrem em estados
como Tocantins, Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais e Sao Paulo. Apresentam habito epifitico e sdo provenientes de matas sombreadas,
podendo se desenvolver até mesmo sobre rochas (ZANENGA-GODOY e COSTA, 2003;
BARROS et al., 2021; FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021). Suas folhas
sao obovadas, de apice arredondado, base obtusa, paralelinérveas com apenas a nervura
central aparente, seus estdmatos sao do tipo anomocitico (SILVA et al., 2014) (Figura 2).

Apresentam epiderme uniestratificada em ambas as faces da lamina foliar,
ocorrendo estdmatos na face abaxial e deposi¢do de cera epicuticular em crostas, escamas,
flocos, plaquetas e o mesofilo apresenta parénquima clorofilico homogéneo (ZANENGA-
GODOY e COSTA, 2003; SILVA et al., 2014). As sépalas sao protetoras da parte floral
interna diferindo entre uma sépala dorsal e duas sépalas laterais. As trés pétalas
constituintes ndo sdo fundidas entre si e caracterizam diferengas morfologicas mais
visiveis: sendo duas pétalas laterais similares entre si, € a terceira, diferenciada em labelo,

onde esta tem como finalidade servir de atrativo para agentes polinizantes (ARAUJO,



2017). Os pseudobulbos sdo fusiformes e formados por trés entrenos, sendo que a parte
apical ocupa em torno de 64% da altura total da por¢do caulinar. Suas raizes sao longas,
relativamente grossas e por vezes ramificadas (SILVA e MILANEZE-GUTIERRE,
2004).

FIGURA 2. Plantas de Cattleya walkeriana Gardner e seus aspectos florais e morfologicos. Foto:
Araujo, R. 2017.

As sementes de orquideas apresentam endospermas extremamente reduzidos e
nao possuem o cotilédone, essas condigdes comprometem a nutri¢do do embrido durante
0 processo germinativo. Em vista disso, ¢ necessario a associagdo com fungos
micorrizicos especificos para completar o seu desenvolvimento (FERREIRA et al., 2010),
0 que torna a germinacgao natural a partir de suas sementes um processo lento e inviavel
(SOARES et al., 2012). Assim, a germinagdo assimbidtica ¢ uma das técnicas mais
utilizadas, com capacidade de promover elevados percentuais de germinacdo, ¢
considerada uma alternativa promissora e viavel para produ¢do de orquideas (TEIXEIRA
DA SILVA etal., 2015). Esse fato gera um rendimento muito superior quando comparado
ao observado na natureza, com cerca de 2% a 3% de germinagdo, isso porque, a
germinagdo sO ocorre se houver a associagdo simbidtica com fungos micorrizicos, que
por ventura, ocorre em baixa frequéncia (ARAUJO, et al. 2009).

Diversos fatores ambientais influenciam o metabolismo, crescimento e
desenvolvimento das plantas. E para garantir o sucesso da propagacao in vitro, é essencial

a acao de alguns desses fatores, dentre eles destacam-se o meio de cultura, a condi¢do de



luz e o sistema de vedacao (TEIXEIRA da SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2016;
SOARES et al., 2018; DA CUNHA et al., 2019).

Um dos meios mais utilizados no cultivo in vitro ¢ o MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), no entanto, sua formulac¢do tem sido modificada por pesquisadores ao
longo do tempo. Dessa forma, a suplementa¢do dos meios de cultura com polpa de banana
consegue suprir a auséncia de minerais que ndo se encontram em produtos comerciais
como os fertilizantes, assim como vitaminas e outros compostos organicos (FAVETTA
et al., 2014). Além disso, alguns autores apontam a adi¢cdo de banana ao meio de cultivo
como intensificadora do crescimento da parte aérea e estimuladora de enraizamento de
plantulas de orquideas obtidas através de explante in vitro.

As substancias oferecidas pela polpa de banana como, potassio, fosforo e
magnésio podem promover diferentes efeitos no cultivo in vitro, dependendo diretamente
do material genético e da concentragdo da polpa de banana utilizada (TORRES et al.,
2001; GEORGE et al., 2008; FERREIRA et al., 2010; FARIA et al., 2012; SEON et al.,
2018). Entretanto, pesquisas referentes a adigdo da casca da banana ao meio de cultura,
que pode ser uma alternativa viavel para micropropagagdo de mudas, ainda ndo foram
descritas na literatura cientifica.

Outro fator que esta diretamente ligado ao desenvolvimento da planta € a luz que
estd intimamente ligada em varios processos metabolicos dos vegetais, promovendo o
crescimento da planta, a fotoestimulacdo da biossintese de compostos essenciais,
alteragdes estruturais necessarias para obtencao de maior rusticidade e consequentemente
uma melhor adaptacdo ao ambiente externo (LARCHER 2000). Sendo assim, como
forma de otimizar as técnicas de propagagdo de plantas cultivadas in vitro, diferentes
comprimentos de onda, fotoperiodos e irradiancia vem sendo estudados (TSUTSUMI et
al., 2011; TEIXEIRA DA SILVA et al., 2015).

As fontes de luz comumente utilizadas em salas de crescimento, sdo as lampadas
fluorescentes brancas de amplo espectro (350 — 750 nm) e irradidncia em torno de 20
pumol m? s™! (KAMPF, 2005; CID e TEIXEIRA, 2010). No entanto, essa fonte de energia
propaga baixa irradiincia e picos de comprimento de onda pouco efetivos que atuam no
crescimento e desenvolvimento das plantas (REZENDE et al., 2008). Com isso, os diodos
emissores de luz (LED), tem como objetivo potencializar o cultivo de plantas in vitro.

Com a utilizagdo do LED como fonte de luz, é possivel controlar cada
comprimento de onda separadamente em uma faixa extremamente estreita com cerca de

40 nm de precisao para cada largura de banda (LOCONSOLE et al., 2019). Por meio



dessa tecnologia € possivel reduzir o consumo de energia nas salas de crescimento em até
70% quando comparadas com as fontes de luz tradicionais (SINGH et al., 2015), assim,
as lampadas LED operam a uma temperatura mais baixa, gerando menos um impacto no
ambiente de cultivo (LOCONSOLE et al., 2019).

As luzes LED mais comumente utilizadas na micropropagacdo de diversas
espécies de plantas sdo: luz branca (W, 420 nm), vermelha (R, 660 nm), azul (B, 460 nm)
e uma combinagdo de LEDs azul e vermelho (B:R, 1:1), contudo, vale ressaltar que todos
os LEDs citados acima, dependendo da espécie em questdo produzem diferentes efeitos
na morfologia, fisiologia e morfogénese das plantas (RAMIREZ-MOSQUEDA et al.,
2017).

O sistema de vedagdo pode influenciar a germinagdo, o crescimento € o
desenvolvimento in vitro da planta. Isso porque, o microambiente criado dentro dos
frascos pode ser definido de acordo com o tamanho e tipo de frasco e do sistema de
vedacao utilizado no cultivo (CALVETE et al., 2002). No entanto, hd uma formulagao
do meio de cultura para cada espécie de orquidea, uma vez que, para espécies nativas
ainda hd uma necessidade de ajustes em sua composi¢do, a fim de suprir a caréncia
nutricional das plantas (FREITAS, 2019; GALDIANO JUNIOR et al., 2013).

Outra condigdo importante necessaria para garantir o €xito do cultivo in vitro é o
ajuste da planta a condi¢do ex vitro, durante a aclimatizacdo. As condi¢des in vitro
dependendo do sistema de vedacdo dos frascos utilizados podem necessitar de uma fonte
de carboidrato no meio de cultura. Assim, a sobrevivéncia e€ o crescimento e
estabelecimento das plantas, ap6s a transferéncia para casa de vegetacao, pode ser afetada
negativamente por deficiéncias fisioldgicas e anatdmicas decorrentes do cultivo in vitro
(TEIXEIRA DA SILVA et al., 2017a).

A aclimatizacdo ¢ um periodo de transicao onde as plantas necessitam ajustar sua
fisiologia das condig¢des in vitro para ambientes ex vitro, sendo este determinante para o
sucesso ou ndo do cultivo in vitro. Na aclimatizag@o, as plantas sdo suscetiveis a variagdes
de umidade, evapotranspiracao, alta intensidade de luz, infec¢des por microrganismos e
dificuldade de absor¢do de nutrientes, uma vez que, algumas estruturas ainda ndo se
desenvolveram completamente. Para reduzir o estresse das plantas e aumentar a
porcentagem de sobrevivéncia, ha dois fatores importantes a serem considerados, que sdo
a formulagdo do meio de cultivo e o microclima do ambiente de cultivo (NASUTION et

al., 2020).



Dessa forma, os protocolos de propagacdo devem ser estudados, uma vez que, os
dados da literatura ainda nao sdo consistentes para espécies nativas. Assim, utilizacao de
banana, diferentes sistemas de vedagdo e as condi¢cdes de luz podem influenciar a
propagacao in vitro das espécies estudadas.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho contribuir com a valorizacao e
preservacao das espécies de Schomburgkia crispa Lindl. e Cattleya walkeriana Gardner,

mediante técnicas de cultivo in vitro € estabelecimento ex vitro.
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CAPITULO I- PRODUCAO IN VITRO E EX VITRO DE . crispa Lindl.
UTILIZANDO DOIS SISTEMAS DE VEDACAO SOB CONDICOES DE LUZ

RESUMO

A extragdo de orquideas nativas constitui um fator relevante para a diminui¢ao das
populacdes do Bioma Cerrado, tornando-se necessario estabelecimento de praticas
visando sua produc¢do. Objetivou-se avaliar as fontes de luz e o sistema de vedacao no
crescimento in vitro e ex vitro da orquidea Shomburgkia crispa Lindl. nativa do Mato
Grosso do Sul. Para inicio do periodo experimental, plantas com 120 dias de cultivo in
vitro foram subcultivadas em meio de cultura MS. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x8 (dois sistemas de vedagdo; oito
condi¢des de luz), com cinco repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida de
um frasco, contendo quatro plantulas, sendo metade dos frascos fechados em sistema de
vedagdo convencional (SVC) e outra metade em sistema de vedagdo com trocas gasosas
(SVTG). Também foram avaliadas as fontes de luz (FL): FL1 - lampada LED 100%
branca; FL2- lampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha; FL4-
lampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- lampada LED 50%
vermelha + 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7- lampada LED
75% vermelha + 25% azul. Apos 120 de cultivo in vitro e ap6s 180 dias de cultivo ex
vitro, as plantas foram avaliadas quanto ao numero de folhas, nimero de raizes, altura da
planta, didmetro do pseudobulbo, nimero de brotos, comprimento da maior raiz,
comprimento da maior folha e massa fresca total. Para o crescimento in vitro, a utilizagdo
do SVTG em conjunto com fontes de luz na combinagdo dos comprimentos de onda azul
e vermelho, em diferentes propor¢des, favoreceu o cultivo de S. crispa. Para o
crescimento ex vitro dessa espécie, o cultivo in vitro em SVTG em conjunto com FL4,
influenciou positivamente a aclimatizacio das plantas.

Palavras-chave: Fontes de luz; Orchidaceae; Espécie nativa
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IN VITRO AND EX VITRO PRODUCTION OF 8. crispa Lindl. USING TWO
SEALING SYSTEMS UNDER LIGHT CONDITIONS

ABSTRACT

The extraction of native orchids is a relevant factor for the reduction of populations in the
Cerrado Biome, making it necessary to establish practices aimed at their production. The
objective was to evaluate the light sources and the sealing system in the in vitro and ex
vitro growth of the orchid Shomburgkia crispa Lindl. native to Mato Grosso do Sul. For
the beginning of the experimental period, plants with 120 days of in vitro cultivation were
subcultured in MS culture medium. The experimental design used was completely
randomized in a 2x8 factorial scheme (two sealing systems; eight light conditions), with
five replications. Each experimental unit consisted of a flask, containing four seedlings,
half of the flasks closed in a conventional sealing system (SVC) and the other half in a
gas exchange sealing system (SVTG). The light sources (FL) were also evaluated: FL.1 -
100% white LED lamp; FL2- 100% blue LED lamp; FL3- 100% red LED lamp; FL4-
LED lamp 50% white + 25% red + 25% blue; FL5- LED lamp 50% red + 50% blue; FL6-
LED lamp 25% red + 75% blue; FL7- LED lamp 75% red + 25% blue. After 120 in vitro
cultivation and after 180 days of ex vitro cultivation, the plants were evaluated for number
of leaves, number of roots, plant height, diameter of the pseudobulb, number of shoots,
length of the largest root, length of the largest leaf and total fresh mass. For in vitro
growth, the use of SVTG in conjunction with light sources in the combination of blue and
red wavelengths, in different proportions, favored the cultivation of S. crispa. For the ex
vitro growth of this species, the in vitro cultivation in SVTG together with FL4, positively
influenced the acclimatization of the plants.

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

Orchidaceae é composta por um amplo nimero de géneros e espécies sendo o
segundo maior grupo entre as Angiospermas, distribuidas em todos os continentes, com
maior concentracdo e diversidade nas regides tropicais e subtropicais (BARROS et al.,
2021b). No Brasil, sdo encontradas cerca de 2.772 espécies de orquideas, sendo que 1.553
sio endémicas (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021). Essas plantas
destacam-se no setor de flores e plantas ornamentais, devido as combinagdes genéticas e
exuberancia de suas flores, além do apelo para fins alimenticios e farmacoldgicos
(FARIA, 2010; TEIXEIRA DA SILVA et al., 2015; BELLOTO et al., 2017).

A Schomburgkia crispa Lindl. ¢ uma espécie de habito epifitico e encontrada tanto
em florestas de galeria quanto em matas secas do Cerrado, inclusive no estado de Mato
Grosso do Sul (OSTETTO, 2015; BARROS et al., 2021a). Morfologicamente, apresenta
pseudobulbos bifoliados com comprimento de 8 a 10 cm, comprimento das folhas de 24
a 26 cm e largura de 5 a 7 cm. Suas inflorescéncias possuem, em média, de 95 a 110 cm,
com flores, pétalas e sépalas castanho com margens amarelas e labelo na cor lilas
(SORGATO et al., 2021b) (Figura 1). Em janeiro de 2017, a espécie foi incluida no
apéndice II da CITES (CITES, 2017), onde se enquadram as espécies nao
necessariamente ameagadas de extingdo, mas cujo comércio deve ser controlado a fim de

evitar usos incompativeis com sua sobrevivéncia.

FIGURA 1. Plantas de Shomburgkia crispa Lindl. e seus aspectos florais e morfoldgicos. Foto:
Sorgato, J. C. 2019.
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Como alternativa para uma multiplicagdo rapida e eficiente de orquideas, visando
a pesquisa ¢ a produgdo em escala comercial, bem como a conservagdo das espécies,
utiliza-se técnicas de cultivo in vitro (CARDOSO, 2014; SORGATO et al., 2020;
RIBEIRO et al., 2019; SOARES et al., 2020). Dentre as técnicas, destaca-se a germinagao
assimbidtica de sementes de orquideas, uma vez que, esse tipo de semeadura apresenta
elevados percentuais de germina¢do quando comparada a germinacdo em condigdes
naturais, a qual ocorre somente na presenga de fungos micorrizicos (FARIA et al., 2012;
SOARES et al., 2020). Nesse sentido, a producdo de orquideas por esse método ¢
importante, pois possibilita um grande nimero de mudas em pequeno espago fisico,
pouco tempo de cultivo com elevada qualidade sanitaria (FARIA et al.,, 2012;
CARDOSO, 2014a; TEIXEIRA DA SILVA et al., 2015; TEIXEIRA DA SILVA et al.,
2017a).

Diversos fatores influenciam o crescimento € desenvolvimento do cultivo in vitro,
dentre eles destaca-se o meio de cultivo, o sistema de vedacao e a luz. Os meios de cultura
devem suprir as necessidades das plantas quanto a nutricdo mineral. Assim, pode haver
mudancas nas formulagdes para atender as exigéncias de cada espécie cultivada in vitro
(GALDIANO JUNIOR et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Ainda, o sistema de vedacao convencional propicia, dentro dos frascos de cultivo
in vitro, alta umidade relativa e reduzidas trocas gasosas, fatores que colaboram para
desordens anatdmicas e metabolicas das plantas submetidas a esse sistema (SILVA et al.,
2016). Diante disso, diferentes estratégias podem ser usadas na vedacgdo, tais como a
ventilagdo natural dos frascos (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2016; RIBEIRO et al.,
2019; SANTOS et al., 2020).

A tecnologia do diodo emissor de luz (LED — light-emitting diode) oferece
inimeras possibilidades na iluminagao horticola, devido a sua capacidade de misturar e
separar diversos espectros de luz, permitindo ajustes de irradiancia adequada aos
fotorreceptores das plantas, além de reduzir o consumo de energia em salas de
crescimento e gerar menos impacto ao ambiente (SINGH et al., 2015; LOCONSOLE et
al., 2019). Além desses beneficios € possivel regular pardmetros de plantas cultivadas in
vitro como variagdes anatomicas, morfologicas e atributos fisiologicos como
alongamento, formacdo de brotos axilares, rizogénese, anatomia foliar e habilidades
fotossintéticas (GUPTA e JATOTHU, 2013).

Os protocolos de cultivo in vitro também podem influenciar a sobrevivéncia e o

estabelecimento ex vifro. Assim, para o sucesso desse cultivo ¢ importante garantir o
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ajuste da planta a condigdo ex vitro, durante a aclimatizacao, uma vez que, essas plantas
precisam completar seu autotrofismo apds a transferéncia (TEIXEIRA DA SILVA et al.,
2017b).

Entretanto, ainda sdo poucos os estudos cientificos sobre o sistema de vedacao e
a utilizagdo de lampadas LEDs, como fonte de energia luminosa, no cultivo in vitro e sua
influéncia na aclimatizacdo de espécies nativas, tais como S. crispa. Dessa forma,
objetivou-se avaliar o sistema de vedacao e as fontes de luz no crescimento in vitro € ex

vitro da orquidea S. crispa nativa do Mato Grosso do Sul.

2. MATERIAL E METODOS

Condicoes gerais

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultivo in vitro de Flores e Plantas
Ornamentais, da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD).

Como material de estudo, foram utilizados frutos maduros de Shomburgkia
crispa, ortundos da polinizagdo manual e provenientes de matrizes com mais de dez anos,
cultivadas no Orquidario da Faculdade de Ciéncias Agrarias (22°11°53.2”S;
54°56°02.3”W). O orquidario € coberto pela sobreposi¢do de duas telas de sombreamento
de 50%, propiciando irradiancia de 235 pmol m? s sob condicdes médias de
temperatura e umidade relativa de 22,6+5 °C e 73,9 + 10%, respectivamente. A irrigagdao
foi realizada por microaspersores tipo bailarina, posicionados a um metro acima das

plantas, totalizando uma lamina de 4gua de 1 mm dia™.

Cultivo in vitro — 120 dias

Foi pesada uma amostra de 0,005 g de sementes e realizado teste de tetrazolio
segundo metodologia de Soares et al. (2014). Apds a confirmagao da viabilidade, outra
amostra de 0,005g de sementes foi levada para ambiente asséptico e desinfestada
conforme metodologia descrita por Soares et al. (2020), para a obtencao da solugdo de
sementes. Para a semeadura in vitro, inoculou-se 1,0 mL da suspensdo de sementes
desinfestadas por frasco de cultivo. Foram utilizados 60 mL de meio de cultura Murashige

e Skoog (1962), na metade da concentragdo de sais (MS %) por frasco com capacidade
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para 600 mL. Em seguida, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento com
temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h) e irradiancia de 22 pmol m? s’
propiciada por duas lampadas fluorescentes brancas (6.500K), permanecendo nessas
condigdes por até 120 dias, sendo realizados trés subcultivos.

Apos esse periodo as plantulas foram padronizadas quanto ao tamanho (1,5 cm) e
subcultivadas para inicio do periodo experimental. Foi utilizado o meio de cultura MS
solidificado com 7,0 g L' de agar bacterioldgico (Himedia®, India) e acrescido com 30 g
L' de sacarose. O pH do meio foi aferido e ajustado para 5,8 utilizando-se KOH (0,1M)
antes da esterilizagdo em autoclave (121 °C e 1,1 atm de pressao), por 20 minutos e,
distribuidos 60 mL do meio em frascos com capacidade para 600 mL, sendo inoculadas
em ambiente asséptico quatro plantulas por frasco de cultivo. Na sequéncia, metade dos
frascos foi vedada hermeticamente com filme de policloreto de vinila (PVC) (sistema de
vedagdo convencional — SVC) e a outra metade com PVC com filtro de algodao (sistema
de vedacgao permitindo trocas gasosas - SVTQG).

As culturas, entdo, foram acondicionadas em sala de crescimento com temperatura
e fotoperiodo controlados (25+2°C; 16h), sob as seguintes fontes de luz: FL1 - lampada
LED 100% branca; FL2- lampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha;
FL4- 1ampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- lampada LED 50%
vermelha + 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7- 1ampada LED

75% vermelha + 25% azul e como controle FL8- [ampada fluorescente branca (Figura 2).
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FIGURA 2. Distribui¢do espectral de energia relacionada aos LEDs e a lampada
fluorescente. UFGD, Dourados-MS. 2021.
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As medidas de distribuigcdo espectral foram realizadas no espectrometro portatil
Ocean Optics (Modelo MMO com fibra otica), a temperatura ambiente com tempo de
integragdo de 10 ms.

Apods 120 dias de cultivo, os frascos foram retirados da sala de crescimento,
abertos e as plantulas removidas e lavadas em dgua corrente até total remoc¢ao do meio de
cultivo, sendo avaliadas, com auxilio de paquimetro digital e balanga de precisdo, quanto
as seguintes caracteristicas: sobrevivéncia (%SOB), nimero de folhas (NF), numero de
raizes (NR), altura da planta (AP) (mm), comprimento da maior folha (CF) (mm),
comprimento da maior raiz (CR) (mm) e massa fresca (MFT) (g). Apds as avaliagdes, as

plantulas foram fotografadas com camera acoplada em mini estidio fotografico.

Cultivo ex vitro — 180 dias

Para a avaliacdo do crescimento ex vitro, as plantas foram transferidas para
recipientes descartaveis de polipropileno transparente com capacidade para 1000 mL (20
x 10 x 5 cm), providos de furos na tampa, para trocas gasosas, € na base para drenagem
do substrato, sendo '5 de seu volume preenchido com esfagno rosa (Agrolink, Holambra-
SP) + fibra de coco (Golden-Mix Chips, Amafibra) (1:1, v:v'!).

Ap0s o transplantio, foram acondicionadas em viveiro telado, permanecendo por
180 dias nas mesmas condic¢des citadas para plantas matrizes, sendo que nos primeiros
15 dias os recipientes permaneceram com as tampas fechadas a fim de minimizar o
estresse proporcionado pela mudanca de ambiente (in vifro para ex vitro), € apos esse
periodo os mesmos foram abertos. A irrigacdo durante o periodo experimental foi
realizada por micro aspersores tipo bailarina, posicionados a um metro acima das plantas,
totalizando uma 1amina de 4gua de 1 mm dia™'.

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%. Aos zero, 30 ¢ 60 dias as plantas foram
desinfestadas, preventivamente, com O-S-dimetil-N-acetil-fosforamidotioato (4 mg L)
e Mancozeb (4 mg L). Tanto para a adubacio foliar, quanto para a desinfestacdo, foi

utilizado pulverizador costal com capacidade para 5 L.
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Ap6s esse periodo, as plantas foram retiradas dos recipientes e lavadas em agua
corrente até total remog¢do do substrato. Em seguida, foram avaliadas quanto as mesmas
caracteristicas iniciais (NF, AP, NR, CR, CF, MFT ¢ %SOB).

Com intuito de investigar a hipotese de aumento no crescimento das plantas
durante a fase ex vitro, de acordo com os tratamentos a que foram inicialmente expostas,
foram calculados seus incrementos (I) em relagdo aos valores iniciais por meio da
expressao I = (VF - VI), onde VI é o valor da caracteristica antes da planta ser
aclimatizada e VF ¢ o valor da mesma variavel apds o periodo ex vitro, sendo seus valores

expressos em porcentagem e submetidos a analise de variancia.

Desenho experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x8 (dois sistemas de vedagao; oito condi¢des de luz), com cinco repetigdes sendo
que cada unidade experimental foi constituida de um frasco, contendo quatro plantulas.
Os dados de sistema de vedacdao foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo Teste de F e os dados de condig¢ao de luz pelo Teste Scott-Knott, ao
nivel de 5 % de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico SISVAR (Programa

de Analises Estatisticas v.5.3 Universidade Federal de Lavras, MG) (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento in vitro — 120 dias

Houve efeito isolado das fontes de luz e do sistema de vedagdo sobre numero de
folhas (NF) e nimero de raizes (NR). Foi observado efeito significativo da interagao entre
fontes de luz x sistema de vedacdo para as caracteristicas altura de planta (AP),
comprimento da maior folha (CF), comprimento da maior raiz (CR), massa fresca total
(MFT) e porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) aos quatro meses de cultivo in vitro

(Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo da analise de variancia do nimero de folhas (NF), nimero de raizes
(NR), altura de planta (AP mm), comprimento da maior folha (CF mm),
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comprimento da maior raiz (CR mm), massa fresca total (MFT) (g) e
porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) de Schomburgkia crispa Lindl. em
diferentes fontes de luz e sistema de vedagdao aos 4 meses de cultivo.
UFGD, Dourados-MS, 2021.

.......................................... Quadrado MmeEdio ......ccecvvvvirviriiriirieeiens

F. V. GL

NF NR AP CF CR MFT %SOB
Luz 7 297,06% 30,50* 394,66* 253,54* 801,23* 0,25ns 52,04*
Vedagdo 1 346,69* 56,33* 1969,15* 2454,88* 1291,90* 0,84* 52,04*
LxV 7  66,59ns 12,57ns 871,02* 782,83* 1180,22* 0,63* 52,04*

Erro 165 49,99 8,34 165,69 117,45 197,86 0,12 0,11
Total 191 11783,25 1826,31 40327,31 30566,82 50801,41 28,08 800,63
Média Geral 12,81 7,09 37,88 26,56 38,79 0,64 99,48

C.V. (%) 24,26 18,69 16,64 20,19 17,65 1447 0,18

* ns; significativo e ndo significativo, pelo teste de F a 5% de probabilidade.
GL.: grau de liberdade. F.V: fator de variacdo. L: Luz. V: vedagao.

Para o efeito isolado das fontes de luz sobre a variavel NF, plantas de S. crispa
quando cultivadas em FL7, apresentaram maior nimero de folhas (18,67), porém sem
diferenca significativa de FL8 e FL6 com médias de 16,17 e 14,46 folhas,
respectivamente (Figura 3). Quanto ao sistema de vedacao, as plantas quando cultivadas
sob o SVC apresentaram o maior NF com 14,16 folhas. O maior NR (8,71) ocorreu
quando as plantas foram submetidas a lampada LED 100% branca, apresentando média
de 8,71 raizes, porém sem diferenca significativa de FL8 e FL7 com 7,88 e 8,33
respectivamente. O NR foi maior nas plantas cultivadas em sistema de vedagao
convencional com médias de 7,64 raizes (Figura 3).

Neste trabalho S. crispa apresentou aumento tanto no nimero de folhas quanto no
numero de raizes quando cultivada sob lampadas que contem em sua composi¢do o
comprimento de onda vermelho em até 75%. Hung et al. (2016) relatam que o
comprimento de onda presente na luz vermelha € responsavel por promover o crescimento
foliar, altera¢des anatdmicas e acimulo de carboidratos do material vegetal. No entanto,
outros autores ressaltam que, cada espécie cultivada reage de uma maneira diferente a
condicao de luz fornecida e isso afeta diretamente o crescimento e desenvolvimento da

planta (KURILCIK et al., 2008; TAIZ et al., 2017).
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FIGURA 3. Numero de folhas (NF) e nimero de raizes (NR), de Schomburgkia crispa
Lindl. em fungdo: A) das diferentes fontes de luz e B) do sistema de vedagao
ap6s 4 meses de cultivo in vitro. FL1- lampada LED 100% branca; FL2-
lampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha; FL4- lampada
LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- lampada LED 50%
vermelha + 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7-
lampada LED 75% vermelha + 25% azul e como controle FL8- lampada
fluorescente branca; SVC = sistema de vedacdo convencional; SVTG =
sistema de vedagao com trocas gasosas. Letras iguais sdo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott (p < 0,05) (A) e teste F (p < 0,05) (B).

Tanto o maior NR quanto o NF foram observados quando foi utilizado o SVC,
uma vez que, as condigdes estabelecidas por esse sistema estdo relacionadas com o
perfilhamento das plantas, influenciado pelo maior niimero de brotacdes (RIBEIRO et al.,
2019). Resultado semelhante foi observado no trabalho de Freitas (2019), para a espécie
Cattleya nobilior Rchb.f. cultivada in vitro, onde apresentou maior nimero de folhas e
massa fresca de plantas cultivadas sob sistema convencional, devido ao perfilhamento
destas. Esse sistema interfere nas trocas gasosas, visto que a vedagao hermética dos

frascos resulta num aumento do CO» e gas etileno, e isso pode ocasionar alteracdes
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fisiologicas das plantas, crescimento dos tecidos, indug¢do e diferenciagdo de orgaos
vegetais (SILVA et al., 2014; TEIXEIRA DA SILVA et al., 2017a).

Para a interagdo entre as fontes de luz e os sistemas de vedagdo, as plantas
cultivadas em SVTG e submetidas a FL6 apresentaram maior AP (54,37 mm) sem
diferenca significativa da FL7 (47,01 mm). As plantas de S. crispa apresentaram maior
CF (40,51 mm) quando cultivadas em FL6 com a utilizagdo do SVTG, no entanto sem
diferenca significativa para FL5 e FL7 com (32,54) e (35,85) respectivamente. Com
relacdo ao CR (57,14 mm) as maiores médias foram observadas quando as plantas foram

cultivadas sob a FL4 utilizando o SVC (Quadro 2).

QUADRO 2. Altura de planta (AP mm), comprimento da maior folha (CF mm) e
comprimento da maior raiz (CR mm), de Schomburgkia crispa Lindl. em
funcdo do sistema de vedagdo (SVC = sistema de vedagdo convencional;
SVTG = sistema de vedacdo com trocas gasosas) e diferentes fontes de luz
apods 4 meses de cultivo in vitro. UFGD, Dourados-MS, 2021.

. AP CF CR
raseo SVC  SVIG  SVC  SVIG  SVC  SVIG
FL1 20.48bB 40.88bA 19,63 bA 2846bA 3435bA 44.82 aA
FL2 3593bA 38,64bA 23,89bA 28.83bA 2838bA 30,84 bA
FL3 33,57bB  40,67bA 18,91 bB 28,06bA 31,78bA 31,48 bA
FL4 50.45aA 30,12bB  39,58aA 2040bB 57,14aA 32,13 bB
FL5 28.88bB 42,95bA 1973bB  32,54aA 27,93bB 5038 aA
FL6 34.62bB 5437aA 21,83bB 40,51aA 39.02bB 5248 aA
FL7 3570 bB 47,01 aA  2223bB  3585aA 37.17bA 47,64 aA
FL8 28.83bA 34,05bA 18,03bA 2642bA 33.77bA 4127 aA

Média Geral  34.68 41,09 2298 3013 3619 41738

C.V. (%) 16,64 20,19 17,65

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha dentro das variaveis,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott e teste F respectivamente (p > 0,05).
SVC: sistema de vedagdo convencional; SVTG: sistema de vedagao com trocas gasosas. FL1 -
lampada LED 100% branca; FL2- 1ampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha;
FLA4- lampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- lampada LED 50% vermelha
+ 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7- lampada LED 75% vermelha
+ 25% azul e como controle FL8- 1ampada fluorescente branca.

Os maiores valores de MF (0,999 g) foram observados quando as plantas foram
cultivadas sob FL1 utilizando o SVTG, embora sem diferenga significativa para o
tratamento FL6 (0,939 g). Quanto a porcentagem de sobrevivéncia todos os tratamentos
demonstraram resultados satisfatorios com 100% de sobrevivéncia, no entanto a FLS sob

SVTG que apresentou 91,67% de plantas vivas (Quadro 3).
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QUADRO 3. Massa fresca total (MFT) (g) e porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) de
Schomburgkia crispa Lindl. em fung¢do do sistema de vedacdo (SVC =
sistema de vedagao convencional; SVTG = sistema de vedagao com trocas

gasosas) e diferentes fontes de luz apds 4 meses de cultivo in vitro. UFGD,
Dourados-MS, 2021.

Frasco MFT %SOB
SVC SVTG SVC SVTG
FL1 0,488 bB 0,999 aA 100,00 aA 100,00 aA
FL2 0,381 bA 0,586 bA 100,00 aA 100,00 aA
FL3 0,733 aA 0,584 bA 100,00 aA 100,00 aA
FL4 0,960 aA 0,431 bB 100,00 aA 100,00 aA
FL5 0,404 bA 0,681 bA 100,00 aA 91,67 bB
FL6 0,630 bB 0,939 aA 100,00 aA 100,00 aA
FL7 0,491 bA 0,704 bA 100,00 aA 100,00 aA
FLS 0,498 bA 0,718 bA 100,00 aA 100,00 aA
Média Geral 0,573 0,705 100,00 98,96
C.V. (%) 14,47 0,18

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha dentro das variaveis,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott e teste F respectivamente (p > 0,05).

SVC: sistema de vedagdo convencional; SVTG: sistema de vedagdo com trocas gasosas. FL1-
lampada LED 100% branca; FL2- lampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha;
FL4- lampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- lampada LED 50% vermelha
+ 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7- 1ampada LED 75% vermelha
+ 25% azul e como controle FL8- 1ampada fluorescente branca.

Ao observar os resultados encontrados nessa pesquisa, de maneira geral o SVTG
e a fonte de luz FL6 foram benéficos para a sobrevivéncia e o crescimento in vitro de S.
crispa.

Este fato pode estar relacionado com a utilizagdo do SVTG, uma vez que, esse
sistema permite trocas gasosas entre o meio interno e o externo do frasco, o que resulta
numa diminui¢do do acimulo de gés etileno e CO», contribuindo para o crescimento da
planta durante o cultivo in vitro (SILVA et al., 2016).

Além disso, de acordo com Silva et al. (2014), as condi¢des de trocas gasosas no
cultivo in vitro de plantas permitem um cultivo aproximado do fotoautotroéfico,
promovendo mudangas nos tecidos favorecendo o crescimento dos 6rgaos vegetais.

Quanto as fontes de luz os melhores resultados observados nas combinagoes entre
azul e vermelho podem estar relacionados, a capacidade desses comprimentos de onda
desenvolverem melhor excitacdo dos fotorreceptores (fitocromos, fototropinas e

criptocromos) aumentando a atividade fotossintética (DOU et al., 2017). Ainda, a maior
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propor¢ao do comprimento de onda azul em relagao ao vermelho (3:1), absorvida por
fototropina e criptocromos, pode estar associada a expansdo foliar, uma vez que a
fototropina esta relacionada a esta funcdo (MACEDO et al. 2011; CUNHA et al., 2019).

Taiz et al. (2017) relatam que a qualidade de luz fornecida ao material vegetal ¢
considerada importante pois possui a fungao de regular a morfogénese e o crescimento da
planta. Contudo, a luz branca ¢ uma mistura de baixas intensidades de luzes vermelhas e
azuis e outros comprimentos de onda de luz de baixa eficiéncia (CUNHA et al., 2019),
isso pode estar relacionado com os maiores valores serem observados nos tratamentos de
luz branca ¢ nas combinacoes de azul e vermelho.

Os resultados encontrados nesse trabalho evidenciam que a condi¢do de luz da
sala de cultivo para as espécies de Orchidaceae sdo, além de espécie especificas, também
relacionadas a fase de desenvolvimento do vegetal, uma vez que, os resultados
encontrados na literatura divergem de acordo com o estadio das plantulas utilizadas
(FREITAS, 2019; SORGATO et al, 2021a).

A variagdo nos aspectos morfoldgicos das plantas em func¢do dos sistemas de
vedacgdo e das irradiancias pode ser visualizada na Figura 4. Como pode ser observado
visualmente, que as plantas cultivadas em SVC aparentam ser menores do que aquelas
cultivadas sob o SVTG, as quais apresentam maior comprimento, além de folhas e raizes

mais desenvolvidas.
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FIGURA 4. Plantas de Schomburgkia crispa Lindl., com 120 dias de cultivo in vitro em
funcao das fontes de luz e sistema de vedacdo. FL1- lampada LED 100%
branca; FL2- lampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha;
FL4- lampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- lampada
LED 50% vermelha + 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75%
azul; FL7- lampada LED 75% vermelha + 25% azul e como controle FL8-
lampada fluorescente branca. SVC = sistema de vedacdo convencional;
SVTG = sistema de vedagdo com troca gasosa.

Crescimento ex vitro - 6 meses

Para os 180 dias de cultivo ex vitro de S. crispa, houve interagao entre as condigoes
de luz e o sistema de vedacao previamente utilizadas no cultivo in vitro (p<0,05) para

todas as caracteristicas avaliadas (Quadro 6).



27

QUADRO 6. Resumo da analise de variancia da porcentagem de sobrevivéncia (%SOB)
nimero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), altura de planta (AP mm),
comprimento da maior folha (CF mm), comprimento da maior raiz (CR
mm) e massa fresca total (MFT) (g) de Schomburgkia crispa Lindl. em
diferentes fontes de luz e sistema de vedacao apds 180 dias de cultivo ex
vitro. UFGD, Dourados-MS, 2021.

............. Quadrado médio

kv %SOB NF NR AP CF CR MFT
L 7 10327,65% 30,59* 29,23*% 2485,98* 1002,09* 1510,63* 1,038*
\Y% 1 29997,00% 109,51% 48,00% 9530,76* 8489,79* 5511,05% 3,08%
LxV 7 22738,90% 91,55% 79,37* 4479,38% 3469,33* 3421,42*% 2,19%
Erro 165 0,64 3,94 387 146,99 101,48 161,33 0,13
Total 191  261576,9 167512 1532,67 89204,66 59241,32 70552,09 49,89
Média Geral 73,96 3,57 3,58 2842 21,57 2392 05
C.V. (%) 1,08 2228 222 26,38 27,9 29,79 11,01

*_ ns; significativo e ndo significativo, pelo teste de F a 5% de probabilidade.
GL.: grau de liberdade. F.V: fator de variag@o. L: Luz. V: vedagao.

Quanto a %SOB os melhores resultados foram observados quando as plantas

foram previamente cultivadas sob sistema SVTG sob as fontes de luz FL1, FL3, FL4,

FL5, FL6, FL8 proporcionando 100% de sobrevivéncia (Quadro 7).

QUADRO 7. Incrementos (%) porcentagem de sobrevivéncia (%SOB), de Schomburgkia
crispa Lindl. em fung¢do do sistema de vedacao (SVC = sistema de vedacao
convencional; SVTG = sistema de vedagdo com trocas gasosas) e
diferentes fontes de luz ap6s 6 meses de cultivo ex vitro. UFGD, Dourados-

MS, 2021.
Frasco %508
SVC SVTG
FL1 100,00 aA 100,00 aA
FL2 100,00 aA 8,33 cB
FL3 66,67 bB 100,00 aA
FL4 58,33 cB 100,00 aA
FL5 100,00 aA 100,00 aA
FL6 0,00 dB 100,00 aA
FL7 66,67 bB 83,33 bA
FL8 0,00 dB 100,00 aA
M. G. 61,46 86,46
C.V. (%) 1,08

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha dentro das variaveis,
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott e teste F respectivamente (p > 0,05).
SVC: sistema de vedacao convencional; SVTG: sistema de vedagao com trocas gasosas. FL1 -
lampada LED 100% branca; FL2- 1ampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha;
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FL4- lampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- 1ampada LED 50% vermelha
+ 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7- lampada LED 75% vermelha
+ 25% azul e como controle FL8- 1ampada fluorescente branca.

Ao final do periodo experimental ex vitro, os maiores valores de AP foram
encontrados quando foi previamente utilizado o SVTG em conjunto com a fonte de luz
FL4 apresentando 62,48% de incremento. Para o NF, foram observados incrementos
superiores em SVTG sob LED branca (FL1) apresentando 6,17%, diferindo somente de
FL2 (0,17%) e FL7 (1,75%). Com relagcdo ao NR foi observada a maior porcentagem de
incremento (6,50%) quando as plantas foram previamente submetidas a SVC + FL2.

(Quadro 8).

QUADRO 8. Incrementos (%) em altura de planta (AP mm), de nimero de folhas (NF) e
nimero de raizes (NR), de Schomburgkia crispa Lindl. em fungdo do
sistema de vedacdo (SVC = sistema de vedacdo convencional; SVTG =
sistema de vedagdo com trocas gasosas) e diferentes fontes de luz apds 6
meses de cultivo ex vitro. UFGD, Dourados-MS, 2021.

AP NF NR
Frasco
SVC SVTG SVC SVTG SVC SVTG
FL1 36,73 aA 27,77 cA 5,25 aA 6,17 aA 4,83 bA 5,83 aA
FL2 38,69 aA 2,28 dB 5,41 aA 0,17 bB 6,50 aA 0,33 cB
FL3 14,03 cB 43,96 bA 2,42 cB 5,25 aA 3,08 cB 3,74 aA
FL4 17,47 cB 62,48 aA 1,00 dB 6,08 aA 2,67 cB 5,25 aA
FL5 38,15 aB 49,12 bA 5,08 aA 4,25 aA 4,92 bA 4,92 aA
FL6 0,00 dB 39,43 bA 0,00 dB 5,42 aA 0,00 dB 5,83 aA
FL7 25,94bA 30,61 cA 3,33 bA 1,75 bA 2,67 cA 2,25 bA
FL8 0,00 dB 28,10 cA 0,00 dB 5,50 aA 0,00 dB 4,50 aA
M. G. 21,4 35,47 2,81 4,32 3,08 4,08
C.V. (%) 26,38 22,28 22,20

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maiuscula na linha dentro das variaveis,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott e teste F respectivamente (p > 0,05).
SVC: sistema de vedagao convencional; SVTG: sistema de vedacao com trocas gasosas. FL1-
lampada LED 100% branca; FL2- 1ampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha;
FL4- 1ampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- 1ampada LED 50% vermelha
+ 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7- 1ampada LED 75% vermelha
+ 25% azul e como controle FL8- 1ampada fluorescente branca.

Para CF os maiores resultados ex vitro foram constatados com o cultivo prévio
sob SVTG + FL4 (49,74%). Com relagdo ao CR os maiores valores foram observados
apods o cultivo in vitro sob SVTG sob FL4 com 45,23%, sem diferenca significativa de

FL3 (35,22%), FL5 (38,78%) e FL6 (39,21%) no mesmo sistema de vedag¢do. Paraa MFT
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os maiores resultados foram verificados com a utilizagdo de SVTG + FL4 (1,11%), sem

diferencga significativa para FL6, no mesmo sistema de vedacao (1,06%) (Quadro 9).

QUADRO 9. Incrementos (%) da maior folha (CF), do comprimento da maior raiz (CR)
e da massa fresca total (MFT) de Schomburgkia crispa Lindl. em funcdo
do sistema de vedagao (SVC = sistema de vedagdo convencional; SVTG =
sistema de vedagdo com trocas gasosas) e diferentes fontes de luz apds 6
meses de cultivo ex vitro. UFGD, Dourados-MS, 2021.

CF CR MFT
SVC SVTG SVC SVTG SVC SVTG
FL1 29,87 aA 22,42 cA 41,03aA 27,90bB 0,90aA 0,73 bA
FL2 30,35aA 0,70dB 33,87aA 1,67dB 0,85aA 0,02¢cB

Frasco

FL3 11,33¢cB 3890bA 14,99¢B 3522aA 0,17c¢B 0,64 bA
FL4 7,78cB  49,74aA 17,68cB 4523aA 028cB  1,11aA
FLS 23,80 aB 34,00bA 2556bB 38,72aA 0,55bA 0,75 bA
FL6 0,00dB 36,32bA 0,00dB 3921aA 0,00cB  1,06aA
FL7 1625bA 19.81cA 1537¢cA 17,71cA  026cA 0,19 cA
FL8 0,00dB 23,89¢cA 0,00dB 28,58bA  0,00cB 0,54 bA

M. G. 14,92 2822 18,56 29,28 0,38 0,63

CV.(%) 27,90 29,79 11,01

M¢édias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maiuscula na linha dentro das variaveis,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott e teste F respectivamente (p > 0,05).
SVC: sistema de vedacao convencional; SVTG: sistema de vedagao com trocas gasosas. FL1 -
lampada LED 100% branca; FL2- 1ampada LED 100% azul; FL3- lampada LED 100% vermelha;
FL4- 1ampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- 1ampada LED 50% vermelha
+ 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75% azul; FL7- 1ampada LED 75% vermelha
+ 25% azul e como controle FL8- 1ampada fluorescente branca.

Os resultados para o crescimento e estabelecimento ex vitro de S. crispa, de
maneira geral, demonstraram que quando previamente utilizado o SVTG e a fonte de luz
FL4 todas caracteristicas obtiveram o melhor desempenho.

Essas caracteristicas de crescimento podem estar relacionadas com a maior
aeracdo que o SVTG permite. Esses resultados corroboram com os de Silva et al. (2014)
e com os de Ribeiro et al. (2019) onde plantas de Cattleya walkeriana Gardner e Denphal,
respectivamente, quando cultivadas com tampas que permitiam trocas gasosas
apresentaram, quando transferidas para ambiente ex vitro, atributos de crescimento
superiores aquelas cultivadas em ambiente hermético.

Além disso, os resultados deste trabalho sugerem que a utilizacdo do SVTG em
conjunto com a utilizagdo da mistura de luz LED branca + azul e vermelho, podem ter
proporcionado condi¢des que favoreceram o crescimento ex vitro de S. crispa, uma vez

que esses tratamentos podem ter influenciado a fisiologia da planta para que esta iniciasse
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sua rustifica¢ao ainda no cultivo in vitro, resultando no melhor desempenho no cultivo ex
vitro. Silva et al. (2016) explicam que os beneficios do cultivo em SVTG, sdo decorrentes
da diminui¢do da umidade in vitro e aumento da aeracdo, proporcionando posterior
rusticidade para as plantas quando transferidas para a condigdo ex vitro.

Lazzarini et al. (2017), relatam ainda que, nas plantas, a absorc¢ao de luz azul e
vermelha emitidas por lampadas LED, estd em torno de 90% da luz emitida, indicando
que o desenvolvimento das plantas e a sua fisiologia sdo fortemente influenciados por
esses comprimentos de onda especificos. Assim, tanto a luz vermelha, quanto a luz azul
podem ser efetivas na inducdo de respostas fotomorfogénicas tal como ocorreu nas
plantas de S. crispa.

Além disso, as plantas necessitam de amplo espectro luminoso para otimizar os
processos fotossintéticos, e essa necessidade varia com a espécie vegetal. Para S. crispa,
os maiores resultados encontrados, demonstram que além da utilizagao dos LEDs azul e
vermelho, a adicdo de LED branco contribuiu para o crescimento ex vitro das plantas. O
LED branco (460 — 560nm) apresenta em seu espectro uma maior propor¢ao de azul e
verde e menor relagdo vermelho e vermelho extremo quando comparado as lampadas
fluorescentes (FRASZCZAK et al., 2014). A utilizacdo desse LED nos cultivos pode
aumentar o crescimento das plantas, uma vez que, permite que a luz penetre melhor nas
folhas, do que as luzes monocromaticas azul e vermelha, como observado para Lactuca
sativa hidroponica (LIN et al., 2013).

As pesquisas com LED evidenciam que os vegetais necessitam de amplo espectro
luminoso para otimizar os processos fotossintéticos, sendo que essa necessidade pode
variar de acordo com a espécie cultivada. Com base nos resultados obtidos para S. crispa,
pode se observar que a combinacdo dos comprimentos de onda azul e vermelho foram
benéficos para o cultivo in vitro, porém para o crescimento e estabelecimento ex vitro
dessas plantas € necessario o cultivo em LED branco associado ao vermelho e azul. Sendo
assim, ¢ necessario um incentivo maior nos estudos com as espécies ornamentais e a
utilizagdo de LEDs, uma vez que, a utilizagcdo dessa tecnologia tem promovido beneficios
em varios aspectos fisioldgicos das plantas cultivadas.

Esta afirmativa ¢ ainda mais importante em estudos com espécies nativas, pois as
novas tecnologias utilizadas na produgdo de flores e plantas ornamentais requerem o
aprimoramento das técnicas e melhores condi¢des de cultivo in vitro, que sdo ferramentas
biotecnolodgicas essenciais na produgdo e propagacdo de plantas, uma vez que, busca-se

na horticultura ornamental a obtengdo de mudas de melhor qualidade e produgao em larga
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escala em menor tempo, visando tanto a comercializagcdo, quanto a conservagao dessas
espécies.

Ao observar a Figura 4, pode-se notar que as condi¢des de cultivo in vitro foram
limitantes para o crescimento das plantas durante o periodo ex vitro. De maneira geral, o
SVTG apresentou os maiores resultados em quase todos os parametros avaliados,
permitindo inferir que esse sistema de vedagdo pode ser o apropriado para o cultivo dessa
espécie.

Fontes de Luz

FL1 FL2 FL3 FL4

SvC

FL5 FL6 FL7 FL8

50 mm

FIGURA 5. Plantas de Schomburgkia crispa Lindl., com 180 dias de cultivo ex vitro em
funcdo das fontes de luz e sistema de vedagdo. FL1- lampada LED 100%
branca; FL2- 1ampada LED 100% azul; FL3- 1lampada LED 100% vermelha;
FL4- lampada LED 50% branca + 25% vermelha + 25%azul; FL5- lampada
LED 50% vermelha + 50% azul; FL6- lampada LED 25% vermelha + 75%
azul; FL7- lampada LED 75% vermelha + 25% azul e como controle FL8-
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lampada fluorescente branca. SVC = sistema de vedag¢do convencional,
SVTG = sistema de vedagdo com troca gasosa.

4. CONCLUSAO

Para o crescimento in vitro, a utilizagdo do sistema que permite trocas gasosas em
conjunto com fontes de luz na combinacdo dos comprimentos de onda azul e vermelho,
em diferentes propor¢des, favorece o cultivo de Shomburgkia crispa.

Para o crescimento ex vitro dessa espécie, o prévio cultivo in vitro em sistema que
permite trocas gasosas em conjunto com LED 50% branco + 25% vermelho + 25% azul,

influencia positivamente a aclimatizag¢do das plantas.
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CAPITULO Il - CRESCIMENTO E ESTABELECIMENTO IN VITRO E EX
VITRO DE Cattleya walkeriana Gardner EM FUNCAO DO MEIO DE CULTIVO,
SISTEMA DE VEDACAO E IRRADIANCIA

RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia dos meios de cultivo, irradiancia e sistema de vedagao
no crescimento in vitro e ex vitro de Cattleya walkeriana Gardner. Foi utilizado como
meio de cultura o meio MS, suplementado com 30 g L' de sacarose e geleificado com
7,0 g L' de 4gar bacterioldgico. Este meio foi utilizado como controle e, para os demais
tratamentos os meios foram suplementados da seguinte forma: 2) MS suplementado com
150 g L de polpa de banana= P150; 3) MS com 300 g L' de polpa de banana = P300; 4)
MS com 150 g L de casca de banana= C150; e 5) MS com 300 g L' de casca de banana
= C300. As irradiancias foram fornecidas por 1ampadas LEDs de 3000K: 86 pmol m™ s’
! (Irradiancia 1) e 128 umol m™ s™! (Irradiancia 2) e os sistemas de vedacdo convencional
(SVC) e de vedagao com trocas gasosas (SVTG). Aos 120 (in vitro) e 180 dias (ex vitro),
a partir do periodo experimental, foram avaliadas quanto ao numero de pseudobulbo,
nimero de folhas, numero de raizes, altura da planta, diametro do pseudobulbo,
comprimento da maior raiz, comprimento da maior folha, massa fresca e sobrevivéncia.
Houve interagao significativa para todas as caracteristicas analisadas. A interagdo dupla
MC x SV apresentou significancia para AP, CF e CR. A interacdo MC x I x SV foi
significativa para as caracteristicas NP, NF, NR, DP, MFT e %SOB de C. walkeriana
cultivadas in vitro. Para o cultivo ex vitro, houve interacao significativa entre MC x [ x
SV para todos as caracteristicas de C. walkeriana avaliados. A utilizagdo do meio
acrescido de polpa de banana em até 150 g L™! em conjunto com a Irradiancia — 2 e SVC
proporcionaram os maiores valores para o crescimento in vitro das plantas. Ja para o
cultivo ex vitro, o cultivo prévio em meio MS, Irradiancia — 1 e SVC, proporcionaram a
maior sobrevivéncia e estabelecimento de plantas dessa espécie.

Palavras-chave: LEDs, Orchidaceae, Aclimatizagao.
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GROWTH AND ESTABLISHMENT IN VITRO AND EX VITRO OF Cattleya
walkeriana Gardner IN FUNCTION OF THE CULTIVATION MEDIUM,
SEALING SYSTEM AND IRRADIANCE

ABSTRACT

The objective was to evaluate the influence of culture media, irradiance and sealing
system on in vitro and ex vitro growth of Cattleya walkeriana Gardner. The MS medium
was used as culture medium, supplemented with 30 g L™! of sucrose and gelled with 7.0
g L' of bacteriological agar. This medium was used as a control and, for the other
treatments, the media were supplemented as follows: 2) DM supplemented with 150 g L
! of banana pulp = P150; 3) MS with 300 g L"! of banana pulp = P300; 4) DM with 150
g L! of banana peel = C150; and 5) MS with 300 g L' of banana peel = C300. The
irradiances were provided by 3000K LED lamps: 86 pmol m™ s (Irradiance 1) and 128
pmol m? s (Irradiance 2) and the conventional sealing (SVC) and gas exchange sealing
systems (SVTQG). At 120 (in vitro) and 180 days (ex vitro), from the experimental period,
they were evaluated for the number of pseudobulbs, number of leaves, number of roots,
plant height, diameter of the pseudobulb, length of the largest root, length of the largest
leaf, fresh mass and survival. There was significant interaction for all the characteristics
analyzed. The double MC x SV interaction showed significance for AP, CF and CR. The
interaction MC x I x SV was significant for the characteristics NP, NF, NR, DP, MFT
and% SOB of C. walkeriana cultivated in vitro. For ex vitro cultivation, there was a
significant interaction between MC x [ x SV for all the characteristics of C. walkeriana
evaluated. The use of the medium plus banana pulp in up to 150 g L™ together with
Irradiance - 2 and SVC provided the highest values for in vitro growth of plants. As for
ex vitro cultivation, previous cultivation in MS medium, Irradiance - 1 and SVC, provided
the greatest survival and establishment of plants of this species.

Keywords: LEDs, Orchidaceae, Acclimatization
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1. INTRODUCAO

O comércio de flores e plantas ornamentais representa um dos segmentos mais
promissores do agronegocio brasileiro (JUNQUEIRA e PEETZ, 2018). Dentre essas
plantas destacam-se as orquideas, visadas por produtores, colecionadores e orquidofilos,
apreciadas em virtude de suas caracteristicas tais como: tamanho, variedade, nimero,
tamanho da inflorescéncia, coloragdo ¢ durabilidade de suas flores, sendo extraidas da
natureza, muitas vezes por meio de coletas ilegais (PASQUAL et al., 2011; MACEDO et
al., 2014; HUNHOFF et al., 2016).

Atualmente essa familia abrange cerca de 899 géneros e 27.801 espécies com
nomes aceitos (THE PLANT LIST, 2021), sendo a segunda maior familia de plantas com
flores (GARAY, 1972). No Brasil, sdo encontradas cerca de 2.772 espécies de orquideas,
sendo que 1.553 sdo endémicas do pais (BARROS et al., 2021).

Por ser uma orquidea de elevado potencial ornamental e valor econémico a
Cattleya walkeriana Gardner sofre muita exploragio sendo uma das mais visadas. E
nativa do Cerrado brasileiro (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021), e pode
ser encontrada também na Mata Atlantica com ocorréncia nos estados de Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e Tocantins (SAWAMURA, 2016).
Essa espécie possui habito epifitico, sendo considerada uma espécie de pequeno porte (17
cm aproximadamente). Suas flores sdo exuberantes e surgem em grupo de até quatro por

pseudobulbo, variando entre 5 cm a 13 cm de didmetro (ARAUJO, 2017) (Figura 1).

FIGURA 1: Flor de Cattleya walkeriana Gardner. Foto: Ribeiro, L. M. 2018.
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A extragdo de orquideas nativas constitui um dos principais fatores para a
diminui¢do de suas populagdes nos Biomas (GALDIANO JUNIOR et al., 2012). A
espécie C. walkeriana encontra-se vulneravel de acordo com o grau de ameaca da Lista
Vermelha proposta pelo Centro Nacional de Conservagao da Flora, uma vez que, desde
2003 houve uma reducdo de sua populacdo em cerca de 30% (CNCFlora, 2013). Vale
salientar que até o momento esses dados ainda ndo foram atualizados.

Nesse sentido o cultivo in vitro se torna uma alternativa biotecnoldgica que
possibilita a propagacdo tanto para fins de conservagdo de espécies ameagadas quanto
para produgdo comercial (FARIA et al., 2012; CARDOSO, 2014; TEIXEIRA da SILVA
et al., 2017). Para garantir o sucesso dessa técnica, alguns fatores devem ser levados em
considerac¢do destacando-se o meio de cultivo, o sistema de vedagdo ¢ a condigao de luz
(TEIXEIRA da SILVA etal., 2015; SILVA et al., 2016a; RIBEIRO et al., 2019; LEMES
et al., 2020; SOARES et al., 2020; SORGATO et al., 2021).

A formulagdo do meio de cultura ¢ fundamental para o desenvolvimento vegetal,
pois tem a fungdo de disponibilizar todos os componentes necessarios tais como:
vitaminas, minerais, reguladores de crescimento entre outros, podendo ser composta por
variadas combinagdes de acordo com as necessidades da espécie em questdo (SILVA et
al., 2017; LEMES et al., 2020; SOARES et al., 2020; SORGATO et al; 2020). Alguns
autores relatam que a adi¢do de banana na propagacao in vitro pode ser uma forma de
suplemento vitaminico, fonte de potassio e estimulador do enraizamento (GEORGE et al.
2008; FERREIRA et al. 2010; SU et al., 2012).

A luz também atua em diversos processos metabodlicos dos vegetais. Dessa forma,
podem ser utilizados diferentes comprimentos de onda, irradidncias e fotoperiodos em
varios estudos, como forma de otimizar o processo de propagacao de plantas cultivadas
in vitro além do seu estabelecimento ex vitro (TSUTSUMI et al., 2011; TEIXEIRA DA
SILVA et al., 2015). No entanto, os efeitos da qualidade espectral e dos niveis de
irradidncia no crescimento e desenvolvimento das plantas ainda sdo pouco estudados,
principalmente para espécies nativas (SORGATO et al., 2021).

Outro fator que pode influenciar ¢ o sistema de vedacao dos frascos, que atua
diretamente tanto no cultivo in vitro quanto no estabelecimento ex vitro de orquideas,
uma vez que, influencia diretamente sua fisiologia, assim como o desempenho final do
material vegetal propagado. Quando essas plantas sdo transferidas da sala de crescimento
para as condi¢des ex vitro necessitam completar o seu autotrofismo, elevando suas taxas

metabolicas para realizagdo da fotossintese e respiracdo. Desse modo, a fase de
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aclimatizagdo denota um dos maiores desafios para o cultivo in vitro, sendo uma das
etapas mais complexas para o estabelecimento de uma nova planta, com mudangas em
seu metabolismo (TEIXEIRA da SILVA et al., 2017; FARIA et al., 2018).

O sucesso do cultivo in vitro também esta associado a escolha da formulacao do
meio de cultura, uma vez que, ¢ espécie especifico e dependente de ajustes em sua
composicdo, além da fonte de luz utilizada (SOARES et al., 2020). As lampadas LED
3000K, por exemplo, podem ser indicadas como um substituto potencial das lampadas
fluorescentes e LEDs 6500K, que sdo comumente utilizadas em salas de crescimento em
laboratérios de cultivo in vitro (SORGATO et al., 2021).

A hipdtese deste trabalho ¢ que o meio de cultivo quando suplementado com
banana, em conjunto com a vedagao que permite trocas gasosas e a condi¢ao de luz com
maior irradidncia podem beneficiar a propagacao dessa espécie. Nesse sentido, objetivou-
se avaliar o efeito da formula¢ao do meio de cultura, do sistema de vedacao dos frascos
e da irradiancia proporcionada por lampadas LEDs 3000K sobre o crescimento in vitro,

a sobrevivéncia e estabelecimento ex vitro de Cattleya walkeriana Gardner.

2. MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de novembro de 2019 a setembro de 2020, foi desenvolvido no
Laboratorio de Cultivo in vitro de Flores e Plantas Ornamentais, da Faculdade de Ciéncias
Agrérias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), um estudo com
frutos maduros de Cattleya walkeriana Gardner, doadas pelo pesquisador Dr. Renato F.
Galdiano Junior.

Para o preparo do material vegetal a ser estudado neste trabalho, em novembro de
2018, os frutos foram abertos em ambiente asséptico e as sementes acondicionadas em
dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR) por 14 dias. Apds esse periodo, uma
amostra de 0,005 g de sementes de cada espécie foi avaliada quanto a viabilidade pelo
teste de tetrazolio (SOARES et al., 2014), sendo descartada ap6s a confirmacdo da
viabilidade.

Com confirmag¢do da viabilidade, outra amostra de 0,005g de sementes foi levada
para ambiente asséptico e desinfestada conforme metodologia descrita por Soares et al.
(2020), para a obtencao da solucdo de sementes. Para a semeadura in vitro, inoculou-se
1,0 mL da suspensdao de sementes desinfestadas por frasco de cultivo. Foram utilizados

60 mL de meio de cultura Murashige e Skoog (1962), na metade da concentragdo de sais
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(MS '2) por frasco com capacidade para 600 mL. Em seguida, as culturas foram
acondicionadas em sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados (2542
°C; 16 h) e irradiancia de 22 umol m™ s! propiciada por duas lampadas fluorescentes
brancas (6.500K), permanecendo nessas condi¢des por até¢ 360 dias, sendo realizado trés

subcultivos.

Crescimento in vitro — 120 dias

ApOs esse periodo as plantulas foram padronizadas quanto ao tamanho (1,5 cm) e
subcultivadas para inicio do periodo experimental. Foi utilizado como meio de cultura o
meio MS (MURASHIGE & SKOOG 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose e
geleificado com 7,0 g L' de 4gar bacteriologico (Himedia®, india). Este meio foi utilizado
como controle = MS (1) e, para os demais tratamentos os meios foram suplementados da
seguinte forma: 2) MS suplementado com 150 g L! de polpa de banana= P150; 3) MS
com 300 g L' de polpa de banana = P300; 4) MS com 150 g L' de casca de banana=
C150; e 5) MS com 300 g L™ de casca de banana = C300, utilizando frutos em estadio de
senescéncia. O pH do meio foi aferido e ajustado para 5,8 utilizando-se KOH (0,1M)
antes da esterilizagdo em autoclave (121 °C e 1,1 atm de pressdo), por 20 minutos e,
distribuidos 60 mL do meio em frascos com capacidade para 600 mL, sendo inoculadas
em ambiente asséptico quatro plantulas por frasco de cultivo. Na sequéncia, metade dos
frascos foi vedada hermeticamente com filme de policloreto de vinila (PVC) (sistema de
vedagdo convencional — SVC) e a outra metade com PVC com filtro de algodao (sistema
de vedagdo permitindo trocas gasosas - SVTG).

As culturas, entdo, foram acondicionadas em sala de crescimento com temperatura
e fotoperiodo controlados (25+2°C; 16h), sob duas irradiancias (I) fornecidas por
lampadas LEDs de 3000K: 86 pmol m? s (Irradidncia - 1) ou 128 pumol m? s’
(Irradiancia - 2) (Figura 2). As medidas de distribui¢dao espectral foram realizadas no
espectrometro portatil Ocean Optics (Modelo MMO com fibra 6tica), a temperatura

ambiente com tempo de integracdo de 10 ms.
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FIGURA 2. Distribuigdo espectral de energia relacionada aos LEDs e a lampada
fluorescente. UFGD, Dourados-MS. 2021.

Apos 120 dias de cultivo, os frascos foram retirados da sala de crescimento,
abertos e as plantulas removidas e lavadas em dgua corrente até total remog¢ao do meio de
cultivo, sendo avaliadas, com auxilio de paquimetro digital e balanga de precisao, quanto
aos seguintes parametros: sobrevivéncia (%SOB), numero de pseudobulbos (NP),
numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), altura da planta (AP), comprimento da
maior folha (CF) (mm), comprimento da maior raiz (CR) (mm), diametro do pseudobulbo
(DP) e massa fresca total (MFT) (g). (Apos as avaliagdes, os tratamentos foram

fotografados com camera acoplada em mini estiidio fotografico.

Crescimento ex vitro — 180 dias

Ap0s avaliagdes iniciais as plantas foram transferidas para recipientes descartaveis
de polipropileno transparente com capacidade para 1.000 mL (20 x 10 x 5 cm), providos
de furos na tampa, para trocas gasosas, € na base para drenagem do substrato, sendo 75 de
seu volume preenchido com esfagno rosa (Agrolink, Holambra-SP) + fibra de coco
(Golden-Mix Chips, Amafibra) (1:1, v:v')). Apos o transplantio, os recipientes foram
acondicionados em viveiro telado, permanecendo por 180 dias cultivadas em viveiro
coberto pela sobreposi¢do de duas telas de sombreamento de 50%, propiciando
irradiancia de 235 pmol m™ s™!, sob condig¢des médias de temperatura e umidade relativa

de 22,65 °C e 73,9 £ 10%, respectivamente. Nos primeiros 15 dias os recipientes
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permaneceram com as tampas fechadas afim de minimizar o estresse proporcionado pela
troca de ambiente (in vitro para ex vitro) e apés esse periodo os mesmos foram abertos.
A irrigagdo foi realizada por microaspersores tipo bailarina, posicionados a um metro
acima das plantas, totalizando uma lamina de 4gua de 1 mm dia™'.

Foram realizadas adubacdes, 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%. Aos zero, 30 e 60 dias as plantas foram
desinfestadas, preventivamente, com O-S-dimetil-N-acetil-fosforamidotioato (4 mg L)
e Mancozeb (4 mg L). Tanto para a adubacio foliar, quanto para a desinfestagio, foi
utilizado pulverizador costal com capacidade para 5 L.

Ap6s esse periodo, as plantas foram retiradas dos recipientes e lavadas em agua
corrente até total remocdo do substrato. Em seguida avaliadas quanto as mesmas
caracteristicas iniciais (SOB, NP, NF, NR, AP, CF, CR, DP ¢ MFT) para avalia¢do do
crescimento ex vitro.

A partir da hipdtese do aumento no crescimento das plantas durante a fase ex vitro,
de acordo com os tratamentos a que foram inicialmente expostas, foram calculados seus
incrementos (I) em relagdo aos valores iniciais por meio da expressao [ = (VF - VI), onde
VI ¢ o valor da varidvel antes da planta ser aclimatizada e VF ¢ o valor da mesma variavel
apods o periodo ex vitro, sendo seus valores expressos em porcentagem e submetidos a
analise de variancia, conforme Ribeiro et al. (2019).

Tanto para o cultivo in vitro quanto ex vitro, o delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x2x2 (cinco meios de cultura;
duas irradiancias; dois sistemas de vedac¢do), com cinco repeti¢des (frasco) sendo que
cada unidade experimental foi constituida de um frasco contendo quatro plantulas. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia, sendo comparadas as irradiancias e
as vedacdes comparadas pelo teste F e os meios de cultura pelo Teste de Tukey (p<0,05),
com auxilio do programa SISVAR (Programa de Andlises Estatisticas v.5.3 Universidade

Federal de Lavras, MG) (FERREIRA, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo in vitro

Houve interagdo significativa entre os tratamentos para todas as caracteristicas
analisadas. A interacdo dupla MC x SV apresentou significancia para AP, CF e CR. A
interacdo tripla MC x I x SV foi significativa para os pardmetros NP, NF, NR, DP, MFT
e %SOB de Cattleya walkeriana Gardner (p < 0,05) (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo da analise de variancia de nimero de pseudobulbos (NP), numero
de folhas (NF), nimero de raizes (NR), altura de plantas (AP),
comprimento da maior folha (CF), comprimento da maior raiz (CR),
diametro de pseudobulbos (DP), massa fresca (MFT) e porcentagem de
sobrevivéncia (%SOB). UFGD, Dourados — MS, 2021.

.......................................... Quadrado médio ........cccoevvveeieeniicieeneen
F. V. GL

NP NF NR AP CF CR DP MFT %SOB

MC 4 4628* 471,30% 272,33% 569,90% 174,80* 1221,71* 584* 4,63*% 8274,63*
I 1 131,03% 1250,54* 418,00% 60,72" 19,18™ 403,81* 0,33" 6,50% 1174,77™

SV 1 18125% 1242,35% 148,62* 103,37% 584,29% 121,99™ 3.33* 12,26* 19152,07*
MCxI 4 1855% 67,87 7421% 5926™ 1649™ 67,67" 1,91* 2,62% 575,07
MCxSV 4 30,56* 191,23* 177,23* 559,12% 319,19% 981,15% 4,53* 4,01* 4010,68*
IxSV 1 59,55% 426,13* 57,87 88,64™ 4,87 218,12 0,00® 3,69%  0,31™
MCxIxSV 4 32,60 186,04* 140,51% 107,99™ 81,71 84,34™ 347+ 248*% 2090,45*
Total 99 131535 10808,7 4535 10950,4 6296,53 170756 111,96 101,82 162300
M. G. 3,07 9,25 6,87 1627 11,89 1942 1,68 0,695 76,99
C.V. (%) 30,04 3501 2693 32,41 3233 30,04 19,02 17,87 33,09

*: significativo; ™: ndo significativo, pelo teste de F a 5% de probabilidade.
F.V.: fator de variancia; G.L.: grau de liberdade; M.G.: média geral. | = irradiancia; MC = meio

de cultivo; SV = sistema de vedacdo.

Com relacdo a interacdo entre os meios de cultivo e os sistemas de vedagao,
verificou-se maior AP (24,94 mm) e CR (37,87 mm), quando as plantas de C. walkeriana
foram submetidas ao MS + SVC, embora sem diferenca significativa para P150 + SVC
(23,81 mme 31,51 mm respectivamente). Para CF, os maiores valores foram encontrados
quando se utilizou o meio C150 + SVTG (17,88 mm), ndo diferindo significativamente

de P300 + SVTG (16,91 mm) e MS + SVTG (16,56 mm) (Figura 3).
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FIGURA 3. Altura de planta (mm) (A), comprimento da maior folha (mm) (B) e
comprimento da maior raiz (mm) (C) de Cattleya walkeriana em fungao do
meio de cultivo e sistema de vedacao estudados, UFGD, Dourados-MS, 2020.
P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de polpa de banana; C150=
150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS= Murashige
& Skoog (1962); SVTG= sistema de vedacdo com trocas gasosas; SVC=
sistema de vedacdo convencional. Letras minusculas comparam o mesmo
sistema de vedacao nos diferentes meios de cultura; letras maiusculas
comparam diferentes sistemas de vedagdo no mesmo meio de cultura. Letras
iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey e teste T respectivamente (p <
0,05).
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Com relacao a interacdo MC x I x SV, a utiliza¢ao do meio de cultura MS + SVC
e sob I - 2 (128 umol m? s), proporcionou os maiores resultados para NF (22,93),

embora sem diferenga significativa para P150 + Irradiancia - 2 + SVC (Quadro 2).

QUADRO 2. Numero de folhas de Cattleya walkeriana em fun¢ao do meio de cultivo,
sistema de vedagao e irradiancia estudados, UFGD, Dourados-MS, 2021.

NF
Meios SVC SVTG
-1 1-2 -1 1-2
P150 21,85 aAa 22,93 abAa 3,94 aBa 13,74 aAa
C150 2,65 bBa 17,60 beAa 5,04 aAa 5,24 bAa
P300 1,73 bAa 6,11 cAa 3,14 aAa 4,95 bAa
C300 2,32 bBa 13,20 beAa 3,57 aAa 5,25 bAb
MS 7,29 bBa 32,01 aAa 5,55 aAa 6,79 bAb
M. G. 7,17 18,37 4,25 7,19
C.V. (%) 35,01

Letras mintisculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma vedagdo e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedacdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; I -1 = Irradiancia - 1 (86 umol m2 s!); I - 2 = Irradiancia - 2 (128 umol
m? ).

Para NP e NR, os maiores valores foram encontrados em MS + 128 pmol m? s’!
+ SVC apresentando médias de 13,02 pseudobulbos e 25,95 de raizes respectivamente

(Quadro 3).

QUADRO 3. Numero de pseudobulbos e nimero de raizes de Cattleya walkeriana em
fun¢dao do meio de cultivo, sistema de vedagao e irradiancia estudados,
UFGD, Dourados-MS, 2021.
NP NR
SvC SVTG SVC SVTG
I-1 1-2 I-1 1-2 I-1 1-2 I-1 1-2
P150  7,75aAa 5,88bAa 1,15aAb 3,38 aAa 14,95aAa 12,29 bAa 4,70 aBb 12,78 aAa
C150 0,79bBa 4,96 bAa 1,52aAa 1,25aAb 2,01 bAa 6,43 bcAa 5,89 aAa 4,80 bAa
P300 0,47bBa 2,60bAa 1,15aAa 1,609aAa 1,21 bAa 1,23cAa 3,50aAa 4,87 bAa
C300 0,81bBa 5,20bAa 1,24aAa 2,15aAa 1,85bBa 8,60 bAa 3,89 aAa 7,20 abAa
MS 2,68 bBa 13,02 aAa 1,69 aAa 2,00 aAb 6,43bBa 25,95aAa 3,87 aAa 5,05bAb
M. G. 2,50 6,33 1,35 2,09 5,29 10,90 4,37 6,94
C.V. (%) 30,04 26,93

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma veda¢do e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura

Meios
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e tipo de vedacdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; I -1 = Irradincia - 1 (86 pumol m? s!); I - 2 = Irradiancia - 2 (128 pmol
m?2 ).

Para o DP, os maiores resultados foram observados com a utilizagao do meio de
cultivo P150 + Irradiancia - 1 + SVC (3,12 mm), ndo diferindo significativamente dos
resultados encontrados para MS + Irradiancia - 1 + SVC. Quanto a MFT das plantas, os
maiores valores foram observados no cultivo em meio MS + Irradiancia - 2 + SVC (3,83

g), em relacao a todos os tratamentos estudados (Quadro 4).

QUADRO 4. Diametro de pseudobulbos E massa fresca total de Cattleya walkeriana em
fun¢do do meio de cultivo, sistema de vedagao e irradiancia estudados,
UFGD, Dourados-MS, 2021.
DP MFT
SVC SVTG SVC SVTG
I-1 -2 1-1 -2 I-1 -2 I-1 1-2
P150  3,12aAa 1,50abBa 1,70 abAb 1,27 bcAa 2,06 aAa 1,69 bAa 0,17 aAb 0,56 aAb
C150 0,63bBb 1,66 abAa 2,56aAa 0,76cBa 0,20 bAa 0,78 bcAa 0,45 aAa 0,32 aAa
P300 0,34 bAb 0,53 bAb 2,07abAa 2,16 abAa 0,08 bAa 0,15cAa 0,24 aAa 0,21 aAa
C300 0,87bAa 1,02bAb 1,10bBa 2,17 abAa 0,08 bBa 1,02 bcAa 0,27 aAa 0,46 aAa
MS 2,84 aAa 2,46 aAa 2,14abAa 2,609 aAa 0,57bBa 3,83 aAa 0,27 aAa 0,49 aAb
M.G. 1,56 1,43 1,91 1,81 0,60 1,49 0,28 0,41
C.V. (%) 19,02 17,87

Letras mintisculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma vedagdo e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedagdo. Letras em itdlico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; I -1 = Irradiancia - 1 (86 umol m s!); I - 2 = Irradiancia - 2 (128 umol
m? ).

Meios

A maior %SOB foi observada nas plantas cultivadas em meio P150 (100%)
independente da irradiancia e sistema de vedagdo utilizados. Os maiores valores também
foram observados nos tratamentos C150 + SVTG + Irradiancia - 1 (100%), P300 + SVTG
+ Irradiancia - 2 (100%) e MS + SVC + Irradiancia - 1 (100%) (Quadro 5).
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QUADRO 5. Porcentagem de sobrevivéncia de Cattleya walkeriana em fungao do meio
de cultivo, sistema de vedagao ¢ irradiancia estudados, UFGD, Dourados-

MS, 2021.
%SOB
. SVC SVTG
Meios
I-1 [-2 I-1 [-2
P150 100,00 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa
C150 38,33 bBbh 88,17 abAa 100,00 aAa 80,00 aAa
P300 20,00 bAb 20,00 cAb 80,00 aAa 100,00 aAa
C300 40,00 bAa 40,00 bcAb 60,00 aAa 95,00 aAa
MS 100,00 aAa 85,00 abAa 97,28 aAa 96,00 aAa
M.G. 59,67 66,63 87,46 94,2
C.V. (%) 33,09

Letras mintsculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma vedagdo ¢ na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedagdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagéo convencional; I -1 = Irradiancia - 1 (86 umol m s!); I - 2 = Irradiéncia - 2 (128 pmol
m2sh).

De maneira geral os maiores valores foram encontrados quando utilizados os
meios MS ou P150 + Irradiancia - 2 + SVC.

Os resultados observados com a adi¢do de polpa de banana, independente do
sistema de vedagdo ou irradiancia utilizados, corroboram com o trabalho de Silva et al.,
(2016b), estudando a espécie de orquidea Epidendrum nocturnum onde encontraram que
o meio acrescido com 100 g de banana proporcionou maior porcentagem de sobrevivéncia
no cultivo in vitro dessa espécie. Uma explicagdo para esse fato pode ser decorrente da
composicao da polpa da banana, que € rica em auxinas, citocininas e giberelinas, além de
potassio, vitaminas ¢ aminoacidos (DOLCE et al., 2020). Dessa forma, o fornecimento
desses componentes podem ter contribuido para a sobrevivéncia das plantas no sistema
in vitro. Por outro lado, no meio MS ja suplementado com 30 g L o aumento das
concentragdes de polpa de banana, pode ter proporcionado um excesso de fontes de
carbono, o que pode explicar as menores taxas de sobrevivéncia em meios suplementados
com mais de 150 g L' de banana cultivados sob SVC.

Neste trabalho as variaveis NF, NP, NR e MFT foram influenciadas positivamente

pela utilizagdo MS ou P150 + Irradiancia - 2 + SVC, apenas a varidvel DP apresentou os
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maiores resultados com os mesmos meios, mesmo sistema de vedagdo, porém com a
Irradiancia - 1.

Corroborando com os resultados desse trabalho, Freitas (2019) observou que a
utilizagdo de 100 g L' de polpa de banana acarretou na maior produgio de folhas em
plantas de Cattleya nobilior Rchb.f. A formulacao dos meios de cultivo pode influenciar
diretamente no crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro. Para
plantulas de C. walkeriana, a formula¢do do meio MS acrescido ou nio de 150g L' de
polpa de banana propiciou crescimento in vitro. Esses resultados podem ser atribuidos a
composicao da polpa da banana, que dispde de vitaminas, aminoacidos e reguladores de
crescimento como suplementagdo ao meio de cultura, otimizando o aumento no NF, NP,
NR e MF de plantulas cultivadas in vitro (ARDITTI e ERNST, 1992; STANCATO et al.,
2008; PASCOAL et al., 2009; FERREIRA et al., 2010; FAVETTA et al., 2014; SILVA
et al., 2016b).

Quanto ao sistema de vedagdo, no presente estudo a vedagdo convencional
proporcionou os maiores valores para as varidveis NF, NP, NR, DP e MFT nas plantas de
C. walkeriana cultivadas in vitro. Esses resultados corroboram com os de Ribeiro et al.
(2019), que avaliando a influéncia do sistema de vedagcdo no crescimento e
desenvolvimento de Denphal, também observaram maior nimero de folhas e de
pseudobulbos utilizando o sistema de vedagdo convencional. Esses maiores valores
podem estar relacionados com o ambiente interno dos frascos, ja que, a vedagao total dos
frascos de cultivo proporciona um aumento da umidade relativa do ar, o que resulta em
um maior acimulo de agua pelos tecidos vegetais (SILVA et al., 2014). Além disso, o
sistema de vedagdo empregado interfere nas trocas gasosas, uma vez que a vedagdo
hermética dos frascos ocasiona um aumento no CO2 e gés etileno, podendo resultar em
mudangas fisioldgicas nas plantas, diferenciacdo e crescimento dos tecidos, além da
inducdo e diferenciacdo de 6rgaos (SILVA et al., 2014; TEIXEIRA DA SILVA et al.,
2017).

Com relagdo a luz, a Irradiancia - 2 influenciou positivamente o crescimento das
plantas cultivadas in vitro, proporcionando os maiores valores para as variaveis NF, NR,
NP e MFT. As salas de crescimento utilizam, geralmente, ldampadas fluorescentes para o
cultivo in vitro. Estas vém sendo gradualmente substituidas por lampadas LEDs que
apresentam vantagens quando comparadas as lampadas fluorescentes, tais como: menores
variagOes fisioldgicas e morfoldgicas em embrides, elevada eficiéncia no processo de

geracdo de luz e baixa emissao de calor, demandando menos energia na sala de
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crescimento e para com o sistema de refrigeracdo, além de um longo periodo de vida til
(GUPTA e JATOTHU, 2013; HANUS-FAJERSKA & WOIJCIECHOWSKA, 2017).
Neste trabalho, a utilizagio de 1dmpada LED 3000K, com irradiancia de 128 pmol m? s’
' (Irradiancia 2), mesmo tendo semelhan¢a no comprimento de onda (Figura 2),
apresentou maiores resultados do que o LED 3000K com irradidncia de 86 umol m? s™!
(Irradiancia 1). Este fato demonstra que a utiliza¢do da maior irradiancia contribuiu para
o desenvolvimento dessas plantulas. Taiz et al. (2017), descrevem que a qualidade e a
quantidade de luz disponibilizada ao material propagado sdo importantes para a regulagdo
de varias vias bioquimicas que controlam desde o crescimento até a morfogénese, fato
que foi observado neste trabalho.

Além disso, a condi¢@o de luz utilizada no cultivo in vitro também pode fomentar
na promogdo do crescimento foliar, bem como, o acimulo de carboidratos e alteragdes
anatomicas (HUNG et al., 2016). Dessa forma, esses fatores podem ter contribuido
diretamente no incremento da massa fresca das plantas de C. walkeriana.

Os resultados desse trabalho podem estar relacionados também com o
perfilhamento dessas plantas quando cultivadas sob vedacdo hermética dos frascos
(Figura 4), o que ocorreu com Cattleya nobilior e Denphal nos trabalhos de Freitas (2019)
e Ribeiro et al. (2019), respectivamente. Esse sistema de vedagdo permite, conforme ja
dito anteriormente, um aumento de gas etileno em conjunto com as elevadas
concentragdes de CO2, o que neste trabalho, pode ter contribuido com o aumento das
variaveis em numero e, consequentemente da massa fresca. Na figura 4, pode-se observar
visualmente que as plantas quando cultivadas sob irradiancia de 128 pumol m? s' em
sistema convencional perfilharam. Ja as plantas cultivadas em sistema que permite trocas
gasosas encontram-se maiores em comprimento e didmetro das estruturas, e
aparentemente com caracteristicas adequadas para o cultivo ex vitro, tais como

pseudobulbos, folhas e raizes mais desenvolvidos.
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SVC SVTG

Meios Irradiancia - 1 Irradiancia - 2 Irradiancia - 1 Irradiancia - 2

P 150

C 150

P 300

C 300

MS

20 mm

FIGURA 4. Plantas de Cattleya walkeriana Gardner., com 180 dias de cultivo ex vitro
em funcao do meio de cultivo, sistema de vedacao e irradiancia estudados.
P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de polpa de banana; C150=
150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS= Murashige
& Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC=
sistema de vedacio convencional; Irradiancia - 1 (86 umol m?s™); Irradiancia
-2 (128 pmol m2 s,

Cultivo ex vitro — 180 dias

Aos 180 dias apos o inicio do cultivo ex vitro, houve interagdo significativa do
cultivo in vitro para todas as caracteristicas avaliadas ex vitro. A interagdo MC x [ x SV
do cultivo in vitro foi significativa para todos as caracteristicas de Cattleya walkeriana

Gardner avaliados (p<0,05) (Quadro 7).
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QUADRO 7. Resumo da andlise de variancia de porcentagem de sobrevivéncia (%SOB),
namero de pseudobulbos (NP), numero de folhas (NF), nimero de raizes
(NR), altura de plantas (AP), comprimento da maior folha (CF),
comprimento da maior raiz (CR), didmetro de pseudobulbos (DP) e massa
fresca (MF). UFGD, Dourados — MS, 2021

F. V. GL
%SOB NP NF NR AP CF CR Dp MFT
MC 5 8482,26% 1681,66% 603,11*% 108,04* 71830,86*  77321,75%  4725,74* 220110,48*  204194,02*
I 1 2601,00% 662,50%  753,90% 102,40% 250491,24* 272323,25% 9873,60* 275634,45% 1073633,76*
SV 1 5136,30% 400,68™  753,90* 102,40%* 78480,10% 219145,70% 5881,05* 185472,34*  444596,90*
MCxI 3 4680,73* 1775,87* 1005,18* 136,53* 150275,70*% 142615,44* 15158,16% 368642,34*  407312,42*
MCx SV 3 2513,58* 1657,88* 1005,18* 136,53* 213556,07* 200258,65* 16982,53* 449938,28*  246398,04*
Ix SV 1 1009,84* 338,96™  753,90* 135,05*% 200643,97* 285275,63* 19502,12* 532303,03* 671329,51*
MCxIxSV 5 6710,1* 3320,92* 603,11* 108,04* 140347,09* 154261,94* 9516,15* 276742,98*  131135,96*
Total 99 120837.4 47978,86 16340,61 223986 2817713 3203844,1 217007,87 6135883.,9 69384569
M. G. 43,89 10,96 2,75 1,16 87,1 107,27 25,92 104,32 118,87
C.V. (%) 14,77 48,04 34,33 2,96 27,61 33,15 30,51 21,26 47,13

*: significativo; ": ndo significativo, pelo teste de F a 5% de probabilidade.
F.V.: fator de variancia; G.L.: grau de liberdade; M.G.: média geral. | = irradiancia; MC = meio
de cultivo; SV = sistema de vedacdo.

Ao final do periodo experimental verificou-se maior porcentagem de
sobrevivéncia quando as plantas foram previamente cultivadas in vitro sob SVC
juntamente com meio MS + Irradidncia - 1 (100%) ou no mesmo sistema de vedagdo com

meio C300 + Irradiancia - 2 (100%) (Quadro 8).

QUADRO 8. Incrementos (%) de sobrevivéncia de Cattleya walkeriana em fungao do
meio de cultivo, sistema de vedacdo e irradiancia estudados, UFGD,
Dourados-MS, 2021.

%SOB
Meios SVC SVTG
I-1 I-2 I-1 I-2
P150 66,67 bAb 72,00 bAa 95,00 aAa 16,00 cBb
C150 20,00 cAa 28,0 cAa 10,00 cAa 10,00 cAb
P300 60,00 bAa 0,00 dBb 10,00 cAb 16,00 cAa
C300 50,00 bBa 100,00 aAa 33,80 bAb 40,00 bAb
MS 100,0 aAa 13,89 cdBbh 56,67 bBb 92,00 aAa
Média Geral 59,33 42,78 39,33 34,8
C.V. (%) 14,77

Letras mintsculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma vedagdo e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedagdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedacdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
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vedagdo convencional; I -1 = Irradiancia - 1 (86 umol m2 s!); I - 2 = Irradiancia - 2 (128 umol
m?s?).

Com relagdo a porcentagem de incremento, para NP (63,75%) e NF (54,91%) os
maiores valores foram observados quando as plantas de C. walkeriana foram previamente
cultivadas em meio MS, combinado com Irradiancia - 1 e sistema de vedacao SVC

(Quadro 9).

QUADRO 9. Incrementos (%) de ntimero de pseudobulbos e nimero de folhas de
Cattleya walkeriana em fung¢ao do meio de cultivo, sistema de vedagdo e
irradiancia estudados, UFGD, Dourados-MS, 2021.

NP NF
Meio svc SVTG svC SVTG
I-1 1-2 I-1 1-2 I-1 1-2 I-1 1-2
P150 0,00 bBb 22,73 aAa 59,66 aAa 0,00bBb 0,00 Bba 0,00bBa  0,00bBa g pp,
11,43

C150 3,13bAa 0,00 bBa 0,00 cBa 0,00bBa 0,00bBa 0,00 bBa 0,00 bBa

bAa
P300 0,00 bAa 0,00 bAa 0,00 cAa 0,00bAa 0,00bBa 0,00bBa 0,00bBa 0,00 bBa

C300 0,00 bAa 0,00 bAb  9,94bBa 44,17 aAa 0,00bBa 0,00 bBa 0,00 bBa 0,00 bBa
MS 63,75aAa 0,00bBb 8,83 bAb 5,56bAa 54,91 aAa 0,00bBa 0,00bBb 0,00 bBa

M. G. 14,18 4,55 15,69 12,23 11,00 0,00 0,00 0,00
C.V.
(%0)
Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma veda¢do e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedacdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; I -1 = Irradidncia - 1 (86 pumol m? s!); I - 2 = Irradiancia - 2 (128 pmol
m? ).

48,04 34.33

Quanto ao NR (21,74%), as melhores médias foram encontradas quando as plantas
de C. walkeriana foram previamente cultivadas em meio MS, combinado com Irradiancia
-1 e SVC. A AP, CF e CR das plantas cultivadas em P300 + Irradidncia — 1 + SVC,
apresentaram maior porcentagem de incremento (745,0%, 779,44% e 195,56%,

respectivamente) (Quadro 10 e 11).
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QUADRO 10. Incrementos (%) de ntmero de raizes e altura de planta de Cattleya
walkeriana em fun¢ao do meio de cultivo, sistema de vedagao e irradiancia
estudados, UFGD, Dourados-MS, 2021.

NR AP
Meios SVC SVTG SvC SVTG
I-1 I-2 I-1 I-2 I-1 I-2 I-1 I-2
P150 0,00bAa  0,00bAa 0,00bAa 0,00bAa  7,05cBb 15,25aAa 228,85aAa 46,58 bBa
C150 0,00bAa  0,00bAa 0,00bAa 0,00bAa 52,43 cBa 22,97 aAa 63,54bAa 0,00 bBa
P300 0,00bAa  0,00bAa 0,00bAa 0,00bAa 7450 aAa 0,00 aBa 0,00 bAD 17,03 bAa
C300 0,00bAa  0,00bAa 0,00bBa 0,00 bBa 178,90 bAa 46,66 aBb 31,30bBb 199,13 aAa
MS 21,74aAa 0,00bBb 0,00bBb 1,50aAa 66,37cAa 1643 aAa 37,48bAa 6,37 bAa
M. G. 4,35 0,00 0,00 0,3 209,95 20,26 72,23 53,82
C.V. (%) 2,96 27,61

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma veda¢do e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedacdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; I -1 = Irradiancia - 1 (86 pumol m? s!); I - 2 = Irradiancia - 2 (128 pmol
m2 ).

QUADRO 11. Incrementos (%) de comprimento da maior folha e comprimento da maior

raiz de Cattleya walkeriana em funcao do meio de cultivo, sistema de
vedacao e irradiancia estudados, UFGD, Dourados-MS, 2021.

CF CR
Meios SvC SVTG SvC SVTG
I-1 I-2 I-1 I-2 I-1 I-2 I-1 I-2
P150 17,50 cA 0,00bA  164,65aA 59,93bB 0,00 cAb 0,00 bAa 71,14 aAa 0,00 bBa
C150 102,53 cAa 102,45aA 57,72 abAa 0,00 bB 0,00cBa 18,33 abAa 0,00 bBa 29,05 aAa
P300 779,44 aA 0,00 bB 0,00 bA 46,39 bA  195,56aAa  0,00bBa 0,00 bAa 0,00 bAa
C300 329,84 bA 100,73 aB  27,44bB  175,77aA 76,37bAa 30,13aBa 11,85bBb 39,48 aAa
MS 69,10cA 39,26 abA 73,80 abA 26,33 bA  15,55cAa  0,00bAb 0,00 bBa 42,90 aAa
M.G. 259,68 48,5 59,23 61,68 57,50 19,38 14,23 22,29
C.V. (%) 33,15 30,51

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma veda¢do e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedagdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; I -1 = Irradidncia - 1 (86 umol m s!); I - 2 = Irradiéncia - 2 (128 pmol
m2 ).

De maneira semelhante, o DP ¢ MFT apresentaram maior porcentagem de

incremento com a utilizagdo do meio de cultura P300 + Irradiancia - 1 + SVC (DP =
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1128% e MFT = 888,62%), no entanto, a porcentagem de incremento em massa fresca
nao diferiu significativamente do meio P150 + Irradiancia - 1 + SVC (743,96%) (Quadro
12).

QUADRO 12. Incrementos (%) de didmetro de pseudobulbo, massa fresca total e
porcentagem de sobrevivéncia de Cattleya walkeriana em funcao do meio
de cultivo, sistema de vedagao e irradiancia , UFGD, Dourados-MS, 2021.

DP MFT

Meios SVC SVTG SVC SVTG

I-1 I-2 I-1 I-2 I-1 I-2 I-1 I-2
P150 0,00 cAb  23,15aAb 139,67 aBa 265,85 aAa 743,96 aAa 0,00 aBa 27748 aAb 0,00 aBa
C150 137,90 aAa  0,00aBa  0,00bAa  0,00cAa 30,77bAa 0,00aAa 0,00 cAa 86,74 aAa
P300 1128,85aAa 0,00aBb  0,00bBb 96,73 bAa 888,62 aAa 0,00aBa 0,00 cAb 26,45 aAa
C300 55,48 bcAa 49,90 Aaa 63,61 abAa 25,44 bcAa 140,47 bAa 0,00 aAa 46,25 aAa 18,63 aAa

MS 42cAa 36,58aAa 1591 bAa 20,54bcAa 51,70bAa 0,00 aAa 91,90 aAa 20,75 aAa
M. G. 272,85 21,93 43,84 81,71 371,10 0,00 83,13 30,51
C.V. (%) 21,26 47,13

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma veda¢do e na mesma
irradiancia. Letras maitisculas, na linha, comparam a irradiancia dentro do mesmo meio de cultura
e tipo de vedacdo. Letras em italico, na linha, comparam o tipo de vedagdo no mesmo meio de
cultura e irradiancia (Teste F e Tukey p<0,05). P150 =150g de polpa de banana; P300= 300g de
polpa de banana; C150= 150g de casca de banana; C300= 300g de casca de banana; MS=
Murashige & Skoog (1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; I -1 = Irradiancia - 1 (86 pumol m? s!); I - 2 = Irradiancia - 2 (128 pumol
m2 ).

De maneira geral, no cultivo ex vitro, os maiores valores de sobrevivéncia foram
encontrados quando as plantas de C. walkeriana foram cultivadas in vitro utilizando os
meios MS ou C300 + Irradiancia - 1 + SVC. Alguns estudos relatam que, de acordo com
a variacdo da condicdo de luz dentro das salas de crescimento, € possivel estimular o
crescimento in vitro de diversas espécies. Dessa forma, a utilizagdo de diferentes LEDs
pode influenciar diretamente no aumento da sobrevivéncia das plantas durante a fase de
aclimatizacao (BRAGA et al., 2009; FERREIRA et al., 2017).

Para a maioria das variaveis (NP, NF, NR, AP, CF e CR), os maiores valores
foram observados quando as plantas foram cultivadas em meio MS ou P300 sob mesma
irradiancia e sistema de vedagao da sobrevivéncia.

Os resultados para AP concordam com os encontrados por Aragjo et al. (2006)
que, relatam que plantas de Cattleya loddigesii ‘Grande’ x Cattleya ‘Alba’ apresentaram
maior altura quando cultivadas em meio Knudson suplementado com 100 g L' de polpa

de banana. Segundo esses autores, isso pode estar relacionado com a capacidade da
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banana de influenciar o desenvolvimento da parte aérea no cultivo in vitro de orquideas,
assim como na emissao de brotos adventicios, como pode ser observado nas varidveis
avaliadas nesse trabalho. Torres et al. (2001) e Ferreira et al. (2010), salientam ainda que
a banana ¢ utilizada no cultivo in vitro de orquideas pois sua formulagdo ¢ rica em
potassio, atuando como um estimulador de enraizamento, no crescimento e/ou
espessamento das raizes, fato que pode ser notado na variavel CR.

Corroborando com essa afirmacdo, Vieira et al. (2009), observaram que o meio
contendo polpa de banana apresentou melhor desenvolvimento radicular para um hibrido
de Cattleya. Ainda, de acordo com Arditti ¢ Ernst (1993), a polpa de banana pode
intensificar o crescimento da parte aérea (nimero de estruturas, diametro e altura) de
plantas obtidas a partir de explantes in vitro. Esse fato pode explicar a maior porcentagem
de incremento no diametro de pseubobulbos das plantas.

Com relagdo ao sistema de vedagdo, os maiores valores foram proporcionados
com a utilizagdo do SVC. Esses resultados ratificam os de Ribeiro et al. (2019) que
observaram maior incremento para diametro de pseudobulbos e comprimento da maior
raiz quando plantas de Denphal foram subcultivadas em ambiente hermético. Esse
aumento pode ser explicado, segundo Teixeira da Silva et al. (2017), pela transferéncia
das plantas para o ambiente ex vitro, que permite que as mesmas concluam o seu
autotrofismo, visto que, a capacidade de gerenciar a dgua e responder a atividade durante
e apds o cultivo in vitro sdo fatores que determinam o desempenho final do material
vegetal propagado.

Nesse trabalho, assim como o de Ribeiro et al., (2019) as plantas quando
cultivadas in vitro em sistema convencional aumentaram sua taxa de crescimento na fase
ex vitro, enquanto plantas oriundas do sistema que permite trocas gasosas, as quais ja
haviam iniciado sua rustificacao durante o cultivo in vitro, apenas mantiveram essa taxa.
Esse fato pode ter contribuido diretamente nas variaveis de incremento de C. walkeriana
nesse trabalho.

Quanto a luz, a Irradidncia - 1 influenciou positivamente todas as varidveis
avaliadas, exceto MFT que obteve os maiores valores sob a influencia da Irradiancia - 2.
Ao observar a Figura 2, verifica-se que mesmo as fontes de luz possuindo comprimentos
de onda semelhantes, o pré-cultivo sob a menor irradidncia (86 pmol m? sV)
proporcionou os melhores resultados para o cultivo ex vitro dessa espécie. E importante
salientar que as respostas das plantas a irradiancia da luz estdo fortemente associadas a

espécie (HUNG et al., 2016; TAIZ et al., 2017). Sendo assim, a qualidade de luz, o
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fotoperiodo e a densidade de fluxo de fotons sdo fatores que estdo diretamente
relacionados com o desenvolvimento da morfogénese das plantas quando cultivadas in
vitro (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2015; TAIZ et al., 2017), favorecendo uma taxa de
transporte de elétrons adequado para menor dissipacdo energética. Dessa forma, os
resultados encontrados neste trabalho, sugerem que a Irradiancia - 1 utilizada no cultivo
in vitro, fol a mais apropriada para essa espécie, uma vez que, pode ter contribuido para
a rustificagdo de maneira antecipada e melhor desempenho das plantas ex vitro como pode

ser observado na Figura 5.

SVC SVTG

Meios Irradiancia - 1 Irradiancia - 2 Irradiancia - 1 Irradiancia - 2

e ALk ¥ WL Mk
o (L ) e

o WY YYY Y )Y
o MY AT 1) Sy

= (& WAL M & (

10 mm

FIGURA 5. Plantas de Cattleya walkeriana Gardner., com 180 dias de cultivo ex vitro em
fun¢do do meio de cultivo, sistema de vedagao ¢ irradiancia estudados. P150
=150g de polpa de banana; P300= 300g de polpa de banana; C150= 150g de
casca de banana; C300=300g de casca de banana; MS= Murashige & Skoog
(1962); SVTG= sistema de vedagdo com trocas gasosas; SVC= sistema de
vedagdo convencional; Irradiancia - 1 (86 umol m?s™); Irradiancia - 2 (128
pmol m? sh).
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4. CONCLUSAO

A utilizagdo de até 150 g L' de polpa de banana como suplemento no meio de
cultura, em conjunto com cultivo sob 128 pmol m? s! e sistema de vedagdo convencional
pode ser indicado para o crescimento in vitro de C. walkeriana.

Para o cultivo ex vitro, o meio MS juntamente com a irradiancia 86 pumol m?2s” e
sistema de vedagdo convencional acarretaram na maior sobrevivéncia ¢ estabelecimento

de plantas de C. walkeriana oriundas de cultivo in vitro.
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