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ROMEIRO, H.; MINOZZO, M. C. Solucoes de pré-condicionamento no crescimento
ex vitro de Dendrobium bigibbum Lindl. (Orchidaceae) 2022, 23f. Monografia
(Trabalho de Conclusdao do Curso de Agronomia), Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados, MS.

RESUMO

Denphal é uma espécie hibrida, adaptavel a todos os tipos de clima, sendo utilizadas tanto
envasadas quanto em flores de corte. Com esse estudo objetivou-se avaliar o crescimento
ex vitro de plantas de Denphal em funcao de concentracdes de acido ascorbico, salicilico
e citrico (1 mM, 2 mM, 3 mM). Seis meses apds a aclimatizagdo as plantas foram
avaliadas quanto a porcentagem de incremento do numero de folhas, altura da planta,
diametro do maior pseudobulbo, nimero de brotos, nimero de raizes, comprimento da
maior raiz, comprimento da maior folha e massa fresca. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado constituido de dez tratamentos com 11 repeti¢des
de uma planta cada, totalizando 122 plantas. A embebicao das raizes de Denphal em agua
destilada e o cultivo em recipiente provido de tampa com furo, permitindo trocas gasosas,
permanecendo tampado pelos primeiros 15 dias do periodo experimental (controle)
proporcionou os melhores resultados no crescimento ex vifro. O acido ascorbico
promoveu rustificacdo do sistema radicular de plantulas de Denphal, podendo ser uma
tecnologia viavel no cultivo ex vitro dessa planta sendo necessario novos estudos com

outras concentragoes.

Palavras-chaves: Denphal, Aclimatizagio, Acidos organico



ABSTRACT

Denphal is a hybrid species, adaptive to all types of climates, being used both in potted
plants and in cut flowers. This study aimed to evaluate the ex vitro growth of Denphal
plants under different concentrations of ascorbic, salicylic and citric acid (ImM, 2mM,
3mM). Six months after aclimatization, the plants were evaluated for percentage of
increase in the number of leaves, seedling height, diameter of the largest pseubobulb,
number of shoots, number of roots, length of the largest root, length of the largest leaf
and fresh mass. The experimental design was completely randomized and the treatments
were arranged in ten treatments with 11 replications of one plant each, being a total of
122 plants. The imbibition of Denphal roots in distilled water and cultivation in a
container equipped with a lid with a hole, allowing gas exchange, remaining covered for
the first 15 days of the experimental period (control) provided the best results in ex vitro
growth. Ascorbic acid promoted hardening of the root system of Denphal seedlings,
which may be a viable technology in the ex vitro cultivation of this plant, requiring further

studies with other concentrations.

Keywords: Denphal, Acclimatization, Organic acids



INTRODUCAO

Orchidaceae ¢ uma familia que apresenta grande diversidade de espécies e
hibridos, sendo que suas espécies estdo entre as plantas ornamentais de maior interesse
econdmico, pois contemplam uma variedade de combinagdes e formatos de flores
(BARROS et al., 2018).

O Dendrobium esta entre os géneros mais comercializados, visto que possui
grande quantidade de espécies e hibridos, adaptaveis a todos os tipos de clima, além de
serem utilizados como flor de corte (ARAUJO, 2017; JUNQUEIRA e PEETZ, 2017). O
Dendrobium bigibbum Lindl. (Figura 1), hibrido, comumente chamado de Denphal, ¢
largamente cultivado e comercializado, apresentando florescimento ereto e vistoso, que

pode ocorrer varias vezes ao ano (ARAUJO, 2017; JUNQUEIRA e PEETZ, 2018).
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Figura 1. Dendrobium bigibbum Lindl. Sorgato, J.C. (2021).

Para obtengdo das plantas, inclusive de orquideas, com maior qualidade faz-se
uso da biotecnologia, que ¢ muito empregada na propagacdo in vitro (MEZZALIRA e
KUHN, 2020). Esse tipo de cultivo ¢ amplamente aplicado em ornamentais, para
propagar mudas livres de fitopatogenos (SORGATO et al., 2020). Apesar do sucesso
dessas técnicas, ressalta-se que muitas espécies vegetais micropropagadas ndo
sobrevivem quando transferidas das condi¢des in vitro para ex vitro (HAZARIKA, 2003;

CHANDRA et al., 2010; MEZZALIRA e KUHN, 2021).
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Alguns procedimentos que antecedem a aclimatizacdo em viveiros permitem
elevar a taxa de sobrevivéncia das plantas, evitando que elas se desidratem e murchem
durante e ap6s o transplantio (SORGATO et al., 2020). RIBEIRO et al. (2019) estudando
a utilizacdo do sistema de ventilagcdo natural no cultivo in vitro, relataram o crescimento
de Denphal, tanto no cultivo in vitro quanto no ex vitro.

A aplicacdo de métodos de pré-condicionamento (priming) pode ser uma
estratégia para promover a rustificacdo das plantas, proporcionando maior tolerancia aos
fatores de estresse abidtico decorrentes das alteragdes morfofisioldgicas das plantas
oriundas do cultivo in vitro (MELO et al., 2014).

O uso de acidos organicos, como o ascorbico, salicilico e citrico pode ser uma
forma de minimizar o estresse, sendo que dentre estes, o acido ascorbico quando utilizado
no cultivo in vitro, possui propriedade de estimular a atividade metabolica dos tecidos
(VERDE, 2021). O acido salicilico viabiliza a indugdo a resisténcia das plantas através
da via de resisténcia adquirida sistémica (SAS), que ativa os mecanismos de resisténcia
fisica e quimica (PRAKASH et al., 2021). Ja4 o &cido citrico, quando empregado na
micropropagacdo, ¢ utilizado para diminuir a oxidagdo de compostos fendlicos que sdo
liberados por células danificadas (MEZZALIRA e KUHN, 2020).

No entanto, ndo existem informacdes na literatura com estes acidos como
priming na rustificacdo de plantulas de orquideas durante a transferéncia do ambiente in
vitro para o ex vitro. Assim, hipotetizamos que o uso de acidos organicos como o
ascorbico, salicilico e citrico podem influenciar positivamente no cultivo ex vitro de

Dendrobium bigibbum trazendo incremento no crescimento inicial desta.

OBJETIVO

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a inducdo da rustificagdo e do
crescimento ex vitro de plantas de Dendrobium bigibbum Lindl. em embebic¢ao no acido

ascorbico, salicilico e citrico em diferentes concentragdes.
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MATERIAL E METODOS

Para o experimento foram utilizadas plantas de Dendrobium bigibbum Lindl.
obtidas a partir de germinagdo assimbidtica de sementes, oriundas de matrizes do
orquidario da Faculdade de Ciéncias Agrarias - FCA/UFGD (22°11°53.2” S; 54°56°02.3”
W), coberto pela sobreposicdo de duas telas de sombreamento de 50% (PAR = 2351
umol m? s!), sob condigdes médias de temperatura de 22,6 + 5 °C.

Sementes da espécie (0,005g) foram desinfestadas com 15 mL de solugdo de
hipoclorito de sddio a 0,8%, por 5 minutos, e em seguida receberam triplice lavagem com
agua destilada para a realizacao da semeadura in vitro. O meio de cultura utilizado foi o
de Murashige e Skoog (1962), na metade da sua concentragdo (MS %), solidificado com
a utilizagdo de 4,0 g L! de 4gar bacteriologico e suplementado com 30 g L™ de sacarose
e 6,0 g L' de carvdo ativado. Apos a semeadura as sementes foram acondicionadas em
sala de crescimento com temperatura, irradiancia e fotoperiodo controlados (25+2 °C;
18,9 pmol m?s!; 16 h), onde permaneceram nessas condi¢des por seis meses, com dois
subcultivos.

Decorrido este periodo, as plantas foram retiradas dos frascos e lavadas em adgua
corrente até total remog¢ao do meio de cultivo, sendo avaliadas quanto a altura da planta
(AP) (mm), didametro do maior pseudobulbo (DP) (mm), comprimento da maior raiz (CR)
(mm), comprimento da maior folha (CF) (mm), massa fresca (MF) (g), nimero de folhas
(NF), nimero de raizes (NR) e nimero de brotos (NB).

Na sequéncia, conjuntos de onze plantas foram alocados em bandejas de
polipropileno brancas com capacidade para 3 L (30,3 x 22,1 x 7,5 cm) contendo 500 mL
da solugdo de cada tratamento (T) para embebicdo do sistema radicular por 24 horas, a
saber: TO - 4gua destilada estéril (controle - recipiente aberto); T1 - 4gua destilada estéril
(controle - recipiente fechado); T2 - solucao de acido ascérbico 1,0 mM; T3 - solucao de
acido ascorbico 2,0 mM; T4 - solugdo de acido ascorbico 3,0 mM; TS - solugdo de acido
salicilico 1,0 mM; T6 - solugdo de acido salicilico 2,0 mM; T7 - solucdo de acido
salicilico 3,0 mM; T8 - solu¢do de acido citrico 1,0 mM; T9 - solu¢ao de acido citrico 2,0
mM e T10 - solucgdo de acido citrico 3,0 mM.

Ap0s este periodo, 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 base para drenagem do substrato, sendo 3 de seu volume preenchido com
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esfagno rosa (Agrolink, Holambra-SP) + fibra de coco (Golden-Mix Chips, Amafibra)
(1:1, v:v). Metade das plantas do controle foram acondicionadas em recipientes providos
de tampas com furos, permitindo trocas gasosas, permanecendo tampados pelos primeiros
15 dias do periodo experimental (T1). Enquanto as outras 11 plantas ficaram em
recipientes destampados como os demais tratamentos (TO).

Todos os tratamentos permaneceram por seis meses nas mesmas condicoes de
cultivo das plantas matrizes do Orquidario. O sistema de irrigacdo utilizado durante o
periodo experimental foi constituido de difusores, posicionados a um metro acima das
plantas, acionados automaticamente por temporizador digital e valvula solendide.

Foram realizadas irrigagdes didrias, que totalizaram uma lamina de agua de 1
mm dia™! e também 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 0 (zero), 30 (trinta) e 60 (sessenta)
dias, as plantas foram pulverizadas, preventivamente, com O-S-dimetil-N-acetil-
fosforoamidotioato (4 mg L") e Mancozeb (4 mg L™'). Tanto para a adubacdo foliar,
quanto para o controle fitossanitario, foi utilizado pulverizador costal com capacidade
para 5 L.

Com intuito de investigar a hipotese de rustificagdo promovida pelo priming, as
plantas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia (SOB) e as mesmas caracteristicas iniciais
(AP, DP, CR, CF, MF, NF, NR, NB). Além disso, o aumento no crescimento das plantas
durante a fase ex vitro, de acordo com os tratamentos em que foram inicialmente expostas,
foi calculado por meio de seus incrementos (I) em relagdo aos valores iniciais pela
expressdo [ = (VF - VI) (RIBEIRO et al., 2019), onde VI ¢ o valor da variavel antes da
planta ser aclimatizada e VF ¢ o valor da mesma variavel apos o periodo ex vitro, sendo
seus valores expressos em porcentagem e submetidos a analise de variancia.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com dez

tratamentos e 11 repeticdes de uma planta cada, totalizando 122 plantas. Os dados foram
transformados 1/ (x + 1) e submetidos a analise de variancia, sendo as médias

comparadas pelo teste de Scott Knott (p<5), com auxilio do programa SISVAR
(FERREIRA et al., 2019).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia apresentou efeito significativo dos tratamentos sobre a
porcentagem de incrementos da taxa de sobrevivéncia (SOB), da altura da planta (AP),
diametro do maior pseudobulbo (DP), comprimento da maior raiz (CR), comprimento da
maior folha (CF) e massa fresca (MF). No entanto, ndo houve efeito significativo dos
tratamentos para o incremento em numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR) e

nimero de brotos (NB) de D. bigibbum.

Tabela 1. Resumo do quadro de andlise de variancia da taxa de sobrevivéncia (SOB) (%)
de altura de planta (AP) (mm), didmetro do maior pseudobulbo (DP) (mm), comprimento da maior
raiz (CR) (mm), comprimento da maior folha (CF) (mm), massa fresca (MF) (g), nimero de folhas
(NF), nimero de raizes (NR) e nimero de brotos (NB), de plantulas de D. bigibbum em fungao da

pré-embebicao do sistema radicular em &cido ascorbico, salicilico e citrico.

FV G Quadrados médios
L

SOB AP DP CR CF MF NF NR NB

Tratamento 10 7140,49" 166,28 5,06 91236" 109,52 0,13° 0,02 10,37™  0,30™
s * * * * * *

Residuo 30 1785,12 61,88 1,13 246,37 32,08 0,04 0,02 7,99 0,40
Média 66,94 6,21 2,36 19,48 3,31 0,09 0,02 2,32 0,47
Geral

CV (%) 54,17 5436 17,82 47,09 7,89 8,06 6,19 34,83 8,02

FV-Fator de variacdo, GL — Grau de Liberdade, ™ nfio significativo, * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, ™ significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Com relacdo a taxa de sobrevivéncia, houve diferenga significativa entre os
tratamentos, sendo que o controle (T1) e os tratamentos onde as plantulas tiveram seu
sistema radicular embebidas com 1, 2 e 3 mM de 4cido ascorbico (AA) e 3mM de acido
citrico (AC), apresentaram maiores porcentagens, sendo estatisticamente iguais entre si e

diferente dos demais tratamentos (Figura 1).
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Figura 1- Porcentagem de sobrevivéncia de Dendrobium bigibbum Lindl em relacdo aos
priming. TO: controle - recipiente aberto, T1: controle - recipiente fechado, T2: AA - 1
mM, T3: AA -2 mM, T4: AA -3 mM, T5: AS -1 mM, T6: AS -2 mM, T7: AS - 3 mM,
T8: AC-1mM, T9: AC - 2 mM, T10: AC - 3mM. Média seguidas da mesma letra, ndo
diferem estatisticamente entre si. (Scott Knott<0,05).

Segundo Azizi (2021), a utilizacdo de acidos como ascorbico podem estimular
o metabolismo nas plantas. Além disso, a aplicagdo exdgena de AA tem sido considerada
um método eficaz para aumentar a tolerancia das plantas contra estresses abioticos.

Este acido esta diretamente ligado com o crescimento, desenvolvimento, divisao
celular e alongamento celular (PINTO e GARA 2004). Além disso, a utilizagdo de acido
ascorbico em plantas faz com que a resisténcia ao estresse aumente e consequentemente
reduz os danos causados pelos estresses bidticos e abidticos (ROMERO e LOPEZ, 2009).
Ja o acido citrico, possui a capacidade de controlar a oxidagao de compostos fendlicos
que inibem o crescimento da planta. Segundo Mapeli (2009), a utilizagdo do acido citrico
nas solugdes apresenta acdo preservativa, visto que reduz o pH da agua, afetando a
proliferacdo de bactérias que bloqueiam vasos do xilema na regido do corte.

Entretanto, dentre os tratamentos que apresentaram as maiores taxas de
sobrevivéncia, o mais recomendado para esse experimento seria o tratamento em que as
plantulas tiveram seu sistema radicular embebida apenas com agua destilada, pois o
mesmo apresenta a auséncia de acido e consequentemente, isso acarretaria em uma

reducao de custos.
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O maior incremento de altura de planta, foi observado quando as plantas foram
embebidas em 4agua destilada estéril no T1, apresentando incremento de 17,72%, em
plantas de Dendrobium phalaenopsis. Os tratamentos TO, T6, T7, T9 e T10, ndo foram

eficazes para o incremento de altura da planta (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito dos diferentes priming na porcentagem de incremento da altura de
planta de Dendrobium bigibbum Lindl. TO: controle - recipiente aberto, T1: controle -
recipiente fechado, T2: AA - 1 mM, T3: AA - 2 mM, T4: AA - 3 mM, T5: AS - | mM,
T6: AS - 2 mM, T7: AS - 3 mM, T8: AC - 1 mM, T9: AC - 2 mM, T10: AC - 3mM.
Meédias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si. (Scott
Knott<0,05).

Ao se observar os resultados pode se notar que a utilizagdo do AS, como priming,
nao incrementou o diametro de pseudobulbo, ao contrario do que foi visto para a altura
de plantas, onde o tratamento com 1 mM de AS, possibilitou maior incremento na altura
em relacdo aos outros. (SANJAY A 2020) destacara que a concentragio exdgena de AS ¢
uma questdo critica na propagacdo de plantas, uma vez que regula sua funcdo como
hormonio vegetal.

Com relagdo ao diametro de pseudobulbo, observou-se o maior incremento
(4,29%) quando as plantas foram embebidas em d4gua destilada, ndo diferindo
estatisticamente dos tratamentos T2, T3, T4, T8 e T9, superiores aos demais tratamentos

que apresentaram menores porcentagens de incremento (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito dos diferentes priming na porcentagem de incremento do didmetro de
pseudobulbo de Dendrobium bigibbum Lindl. TO: controle - recipiente aberto, T1:
controle - recipiente fechado, T2: AA - 1 mM, T3: AA - 2 mM, T4: AA - 3 mM, T5: AS
-1 mM, T6: AS -2 mM, T7: AS - 3 mM, T8: AC -1 mM, T9: AC - 2 mM, T10: AC -
3mM. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si. (Scott
Knott<0,05).

Para o comprimento da maior raiz, observou-se maior incremento no tratamento
controle com recipiente fechado T1, onde recebeu dgua destilada estéril apresentando
44,07% (Figura 4), ndo apresentando diferenca dos tratamentos T3 (30,46%), T4
(28,74%), TS5 (22,09%) e T8 (42,77%), sendo superiores aos demais tratamentos que
apresentaram menores porcentagens de incremento. A transferéncia da planta para o
ambiente ex vitro pode levar a uma diminuicdo transitoria dos pardmetros fotossintéticos
e de crescimento (CHANDRA et al., 2010). O uso de priming nas concentragcdes
adequadas pode incrementar o crescimento de plantas tais como as orquideas, assim como
verificado por Soonthornkalump et al. (2020) que estudando a adi¢ao de acido ascorbico
(0,14-0,58 mM) em Paphiopedilum niveum (Rchb.f.) observaram aumento na agdo

antioxidante melhorando o desenvolvimento das plantas.



17

a

a
a
a
a
b

b b b
J :

b

0 - T T T T T T . — - T

TO TI T2 T3 T4 T5 T6 T7

T8 T9 TIO

Incremento do CR (%)

— = NN W W BN

()] (e V)] (e V)] (@] (V)] (@]
1 1 1 1 1 1 1 1

Priming

Figura 4 - Efeito dos diferentes priming na porcentagem de incremento do comprimento
da maior raiz de Dendrobium bigibbum Lindl. TO: controle - recipiente aberto, T1:
controle - recipiente fechado), T2: AA - 1 mM, T3: AA -2 mM, T4: AA -3 mM, T5: AS
-1 mM, T6: AS -2 mM, T7: AS - 3 mM, T8: AC -1 mM, T9: AC - 2 mM, T10: AC -
3mM. Média seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si. (Scott
Knott<0,05).

A concentracdo de ImM de acido citrico proporcionou maior incremento no
comprimento da maior raiz em plantas D. bigibbum em relacdo as plantas com
concentragdes superiores de acido citrico, fato este importante, tendo em vista que a raiz
¢ responsavel pela sustentacdo e absor¢do de nutrientes, sendo um ponto chave na
aclimatizacdo de mudas produzidas in vitro. A aclimatizacdo ¢ uma etapa critica na
regeneracdo das orquideas (SILVA et al.,2017), e no desenvolvimento do sistema
radicular funcional que determina o sucesso da sobrevivéncia apds o transplante
(MANOKARI et al., 2021).

Substancias como o acido citrico sdo compostos fenolicos que possuem
propriedades que podem influenciar positivamente a inducdo de raizes adventicias,
quando atuam como co-fatores de enraizamento (ZHANG et al., 2022). Diante disso,
pode-se inferir que o acido citrico em concentragdo de 1mM, proporcionou um aumento
do incremento de CR, possibilitando melhores chances de desenvolvimento e crescimento

da planta. As plantas do T1 tendem a melhorar os processos metabolicos e trocas gasosas
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elevando a necessidade de agua, o que pode ocasionar estresse hidrico em um ambiente
fechado, o que estimula a sintese de acido abscisico, nas raizes, favorecendo o seu
crescimento, o que pode conferir uma maior alocacdo de fotoassimilados para as raizes
(XIE et al., 2020).

Para o comprimento da maior folha, observou-se maior incremento no
tratamento controle - recipiente fechado (T1) (Figura 5), o qual diferiu dos demais
tratamentos que apresentaram menores porcentagens de incremento. Sendo que para essa
variavel a utilizacdo dos primings nas formas de acido salicilico, ascorbico e citrico ndo
se mostraram eficazes. Possivelmente pela acdo antioxidante dos primings, que
eventualmente diminuiu o tamanho da parte aérea de D. bigibbum, em fungao do aumento
da acdo do metabolismo antioxidante. Além disso, Qian et al. (2014) relataram que foi
observado inibi¢do do crescimento de mudas de Arabidopsis thalania com 4acido
ascorbico exogeno testado em 2 mM, indicando que o 4cido ascorbico exdgeno atuou

como um fator de estresse afetando o crescimento das plantas.
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Figura S - Efeito dos diferentes priming na porcentagem de incremento do comprimento
da maior folha de Dendrobium bigibbum Lindl. TO: controle - recipiente aberto, T1:
controle - recipiente fechado, T2: AA - 1 mM, T3: AA - 2 mM, T4: AA -3 mM, T5: AS
-1 mM, T6: AS -2 mM, T7: AS - 3 mM, T8: AC -1 mM, T9: AC - 2 mM, T10: AC -
3mM,. Média seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si. (Scott
Knott<0,05).

Esses resultados também foram observados para variavel massa fresca, onde a

utilizagdo dos primings nao foi eficaz para o incremento dessa variavel (Figura 6). Esper
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et al. (2020) discorre que as plantas devem ser gradualmente aclimatizadas devido suas
caracteristicas fisiolégicas e anatOmicas ao ambiente ex vitro, condi¢do esta

proporcionada pelo T1.
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Figura 6 - Efeito dos diferentes priming na porcentagem de incremento de massa fresca
de Dendrobium bigibbum Lindl. TO: controle - recipiente aberto, T1: controle - recipiente
fechado), T2: AA -1 mM, T3: AA -2 mM, T4: AA -3 mM, T5: AS-1 mM, T6: AS -2
mM, T7: AS -3 mM, T8: AC- 1 mM, T9: AC -2 mM, T10: AC - 3mM. Média seguidas
da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si. (Scott Knott<0,05).

A utilizacdo de priming, mesmo sendo uma alternativa para rustificacdo de
plantas, quando utilizadas em excesso pode promover anormalidades na morfologia e
anatomia das mudas, sendo chamadas de plantas vitrificadas ou plantas hiperidricas,
ocasionalmente diminuindo seu crescimento (MARQUES et al., 2021). Como observado
no presente estudo, onde o crescimento ¢ desenvolvimento vegetal diminuiu, uma vez
que as plantas tratadas com essas substancias apresentaram baixo ou nenhum incremento.

O 4cido salicilico ¢ um regulador de crescimento enddgeno e pode modular
fungdes fisioldgicas e bioquimicas (AGAMI e MOHAMED, 2013). O papel promotor
desse acido no crescimento e desenvolvimento de plantulas oriundas de produgao in vitro
foi observado em Ziziphus spina-christi (L.) Willd. (GALAL, 2012). No entanto, nao foi
observado incremento de MF e CF em plantas de D. bigibbum tratadas com dacido

salicilico no cultivo ex vitro.
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CONCLUSAO

A embebicao das raizes de Denphal em agua destilada e o cultivo em recipiente
provido de tampa com furo, permitindo trocas gasosas e permanecendo tampado pelos
primeiros 15 dias do periodo experimental proporcionou os melhores resultados no
crescimento ex vitro.

O 4cido ascorbico promove rustificagdo do sistema radicular de plantulas de
Denphal, podendo ser uma tecnologia viavel no cultivo ex vitro dessa planta sendo

necessario novos estudos com outras concentragoes.
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