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GERMINAQAO, DESENVOLVIMENTO E ACLIMATIZA(;AO DE Miltonia
flavescens Lindl. (ORCHIDACEAE).

RESUMO

Dentre as Angiospermas, as orquideas destacam-se pela sua heterogeneidade e
tamanho de sua familia. A acdo humana, através da degradacdo de ambientes naturais,
tem levado muitas espécies de orquideas a extin¢do. Por este motivo, o cultivo in vitro
tem sido utilizado como ferramenta na propagacdo, uma vez que possibilita a
germinacdo e o desenvolvimento destas plantas em tempo relativamente menor ao
observado na natureza. Desta forma, a elaboragdo de protocolos de multiplicacédo e
desenvolvimento de plantas cultivadas in vitro tem se tornado ferramenta importante.
Assim, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de elaborar um protocolo de
propagacdo in vitro e aclimatizacdo de Miltonia flavescens Lindl. Foram realizados
quatro experimentos no Laboratdrio de cultivo in vitro e na area de Jardinocultura da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), nos quais avaliou-se a germinacdo e o crescimento inicial de protocormos em
diferentes meios de cultivos; o crescimento inicial de plantas cultivadas em diferentes
meios de cultivos suplementados com concentracdes de sacarose; 0 crescimento do
sistema radicular em meio suplementado com diferentes concentragdes de auxina e
citocininas e aclimatizacdo de plantas sob diferentes espectros luminosos. A
germinacéo, aos 30 dias apds a semeadura, e 0 crescimento inicial de protocormos, aos
180 dias apds a semeadura, foram maiores em sementes cultivadas nos meios MS e MS
Y. O crescimento inicial das plantas, 180 dias apos o plantio, foi maior em plantas
cultivadas em meio MS % suplementado com 25 g L™ de sacarose. O crescimento do
sistema radicular foi maior nas plantas cultivadas por 180 dias, em meio MS % com
balanco hormonal favoravel a auxina. Aos 30 dias ap0s a pré aclimatizacéo, sob luz
fluorescente branca (20,0 pmol m™? s?), observou-se 100% de sobrevivéncia das
plantas, e apos 180 dias, estas plantas apresentaram a maior relacdo de crescimento da
parte aérea. Com base nos resultados obtidos, estabelece-se o protocolo de cultivo de M.
flavescens para fins de propagacdo da espécie, tanto em programas de reintroducéo
quanto para sua comercializacéo.

Palavras-chave: Orquidea, meios de cultivo, auxina, citocinina, sacarose, condic6es de
luminosidade
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ABSTRACT

Among the Flowering Plants, orchids stand out for its diversity and size of your
family. Human action, through the degradation of natural environments, has led many
orchid species to extinction. For this reason, in vitro culture has been used as a tool for
propagation, since it allows the germination and development of such plants in
relatively less time to that observed in nature. Thus, the development of multiplication
and development of plants grown in vitro protocols has become an important tool. This
work was developed with the goal of developing an in vitro propagation protocol and
acclimatization of Miltonia flavescens Lindl. Four experiments were performed in the in
vitro culture laboratory and Jardinocultura area of the Faculty of Agricultural Sciences
(FCA) of the Federal University of Grande Dourados (UFGD), in which were evaluated
the germination and early development of protocorms in different media crops; the
initial growth of plants grown in different media cultures supplemented with sucrose
concentrations; the root growth in medium supplemented with different concentrations
of auxin and cytokinin and acclimatization of plants under different light spectra.
Germination at 30 days after sowing, and the initial development of protocorms, 180
days after sowing, were higher in cultivated seeds in MS and MS %2 medium. The initial
growth of plants, 180 days after planting, was higher in plants grown on MS % medium
supplemented with 25 g L™ sucrose. The root growth was greater in plants grown for
180 days, MS Y% medium with hormonal favor of auxin. At 30 days after pre
acclimatization under white fluorescent light (20.0 umol m? s®), there was 100%
survival of plants, and after 180 days these plants exhibited the majority of the growth
air ratio. Based on the results, establishes the M. flavescens cultivation protocol for
propagation of the specie, both in reintroduction programs and for marketing.

Keywords: Orchid, culture media, auxin, cytokinin, sucrose, lighting conditions



INTRODUCAO GERAL

A floricultura é um dos segmentos mais dindmicos e avangados do
agronegdcio contemporaneo (IBRAFLOR, 2014).

O mercado brasileiro de flores e plantas ornamentais esta distribuido por
praticamente todos os estados. Em 2013, o setor envolveu 8 mil produtores, sendo que
28% deles concentraram-se no estado de S&o Paulo. No estado de Mato Grosso do Sul,
por sua vez, a concentracdo foi de 0,8% (IBRAFLOR, 2014).

Scherer (2006) afirma que o setor é considerado um negdcio de expressivo
retorno financeiro e muito importante na geragdo de emprego, renda e divisas. Segundo
dados do IBRAFLOR (2014), a cadeia produtiva de flores gerou, em 2013, cerca de 210
mil empregos, a produgdo realizou-se em aproximadamente 13.700 hectares e
movimentou cerca de 5 bilhdes de reais.

As orquideas destacam-se como um dos principais produtos nacionais da
floricultura e, a partir do ano 2000, sua producdo e comercializagdo ampliaram-se
consideravelmente (ICHINOSE, 2008). S&o predominantemente epifitas, com raizes
aéreas, vivendo sobre arvores ou rochas e tipicas de regibes tropicais. Outras sao
terricolas, geralmente de regibes temperadas, embora possam habitar as regides
tropicais (MILLER e WARREN, 1996).

Adaptaces ecofisioldgicas no sistema radicular e eixo caulinar permitiram
um sucesso substancial e consideravel das orquideas na ocupacao de dosséis de florestas
tropicais (BENZING, 1983). Entretanto, 0 desmatamento, especialmente na regido do
Cerrado, Mata Atlantica e Floresta Amazonica, tém levado a extin¢do algumas espécies
(MULLER et al., 2007).

A familia Orchidaceae originou-se na Malasia, ha milhdes de anos, quando
a maioria das familias das angiospermas tornavam-se diferenciadas (GARAY, 1972).

Ha cerca de 3.000 anos, nos tempos do rei Salomdo, a orquidea era
considerada uma planta especial. Escritos do sabio chinés Confacio (551 a.C.) contém
citagbes sobre a planta, mencionando-a como “o perfume dos reis”. No Ocidente,
todavia, o interesse pelas orquideas era medicinal. Teofrasto, aluno de Aristoteles (370
a.C.), citou a planta em suas publica¢fes, chamando-a de Orchis que, no grego, significa
testiculos, em alusdo a forma do par de bulbos subterraneos de certas espécies que
crescem as margens do Mediterraneo. Outros estudiosos, no ano 100, descreveram duas

orquideas entre 600 plantas medicinais. Por este motivo, eram tidas como Uteis na



promogéo do aumento da fertilidade e virilidade, uma crenca que se espalhou por toda
Europa até meados do século 18. No século 15 foram feitos livros e folhetos
relacionados com orquideas e no seculo 17 foram descritas pela primeira vez as
orquideas tropicais da Asia (BLOSSFELD, 1991).

Sabe-se que a familia Orchidaceae é uma das maiores e mais diversificadas
dentre as Angiospermas, com cerca de 850 géneros e aproximadamente 25 mil espécies
distribuidas em praticamente todos 0s continentes, com maior concentracdo e
diversidade nas regides tropicais e subtropicais, sendo encontradas desde as
proximidades do polo Artico até o polo Antartico, e, por isso, é considerada a maior
familia dentre as Angiospermas (STOUTAMIRE, 1964; DRESSELER, 2005;
KERBAUY, 2011). No Brasil, sdo listadas 2.440 espécies, das quais 1.630 sdao
endémicas do pais (BARROS et al., 2013).

Segundo Suttleworth et al. (1994), o género Miltonia € composto por
aproximadamente 20 espécies, em sua maioria de regides com altitude elevada e
temperaturas amenas, podendo, também, desenvolverem-se em regides mais quentes.
Miltonia flavescens Lindl é epifita, nativa do Brasil, amplamente espalhada pelos
estados das regides sul, sudeste e regides mais secas do interior. Possui crescimento
simpodial; apresenta pseudobulbos angusto-ovalados, oblongos, bifoliados no apice, de
8 a 10 cm de altura. Suas folhas sdo longas, lanceoladas, com 20 a 30 cm de
comprimento; a inflorescéncia é basal, com 6 a 12 flores, em forma de estrela, de 8 a 10
cm de didmetro. O seu florescimento acontece entre 0s meses de setembro a novembro,
sendo que as pétalas e sépalas sdo de cor amarelo palha e labelo branco, com poucas
machas vermelho-parpura (Figura 1). Segundo Muller et al. (2007), esta espécie esta

entre aquelas com risco de extin¢do devido ao desmatamento.



Aspecto morfoldgico da flor. Barra de escala: AeB=10cm; CeD =1
cm — Foto: Camila S. R. Lemes.

O cultivo in vitro é utilizado como instrumento para multiplicacdo de
espécies vegetais, incluindo as orquideas, sendo considerado uma ferramenta importante
na obtencdo de plantas tanto para a pesquisa, visando a preservacdo das espécies
ameacadas ou ndo de extingcdo, quanto para a producdo em escala comercial
(SORGATO et al., 2014 a).

Embora o cultivo in vitro seja uma técnica consolidada e muito utilizada na
propagacdo de plantas, o0 seu sucesso depende de fatores como a espécie, meio, tempo
de cultivos, entre outros. Por este motivo, pesquisas sdo elaboradas objetivando a
formulacéo e o estabelecimento de protocolos, que garantam bons resultados em todas
as etapas da propagacdo das plantas, a fim de que abastecam bancos de germoplasma,
bem como sejam utilizadas em programas de reintroducéo e/ou comercializacéo.

Uma das grandes vantagens do cultivo in vitro € a capacidade de obtencéo
de um grande nimero de plantas em um tempo relativamente curto e com alta qualidade
fitossanitaria (SUZUKI e FERREIRA, 2007).

Com relacdo a propagacao das orquideas, de acordo com Stoutamire (1964),
apenas 5% das sementes encontradas em um fruto de orquidea sdo capazes de germinar
em condi¢des naturais e a propagacao vegetativa dessas plantas, por meio da divisdo de
touceira, produz, em média, uma nova muda a cada dois anos (CAMPQOS, 2002) o que
torna a producdo natural de mudas bastante limitada. De modo geral, as sementes de
orquideas ndo apresentam endosperma e cotilédone e as Unicas substancias de reservas
contidas no embrido sdo os lipidios. Estes, por sua vez, auxiliados pela citocinina, sao
utilizados durante a germinacdo (MANNING e VAN STADEN, 1987).

A germinacao in vitro de orquideas, por sua vez, foi proposta por Knudson,

em1946, porém ainda sdo escassas as informagfes a cerca da composi¢do nutricional



que favorece a germinacgdo e o crescimento in vitro das espécies. De acordo com SuzukKi
et al. (2009), a escolha do meio de cultivo, incluindo os nutrientes que o compdem, é
importante, por exemplo, para o processo de germinacdo e varia de acordo com a
espécie. Os meios Knudson (1946), Vacin & Went (1949) e Murashige & Skoog (1962)
sdo alguns dos meios mais utilizados no cultivo in vitro de orquideas (SUZUKI et al.,
2010).

E importante ressaltar que a escolha do meio adequado ao cultivo de
determinada espécie € fundamental, pois através dele, tecidos e 6rgdos sdo supridos com
macronutrientes, micronutrientes, horménios vegetais e produtos organicos necessarios
ao seu desenvolvimento in vitro (MURASHIGE e SKOOG, 1962; KNUDSON, 1946;
VACIN WENT, 1949; CAMPOS 2002).

Dentre 0os hormonios vegetais mais utilizados no cultivo in vitro estdo as
auxinas e citocininas, que atraves da sua disponibilidade e interagdo, participam da
formacdo de raiz, parte aérea e calo (MERCIER, 2004). As auxinas Sdo responsaveis
pelo aumento consistente da formacdo de primérdios radiculares em tecidos que
naturalmente apresentam predisposicdo ao enraizamento (HAISSING, 1972) e o &cido
alfa-naftaleno acético (ANA) é uma auxina sintética utilizada em diversas técnicas e
protocolos para o enraizamento de culturas (MERCIER, 2004). Ja as citocininas, por
sua vez, relacionam-se com quase todos os aspectos do desenvolvimento, promovendo
nas plantas divisdo, alongamento e diferenciacdo celular, retardando a senescéncia,
promovendo a superacdo da dominancia apical e induzindo a proliferacdo de gemas
axilares (TAIZ e ZEIGER, 2009). A benzilaminopurina (BAP) é uma citocinina que
tem sido amplamente utilizada no cultivo in vitro (SOARES et al, 2012;
STEFANELLO et al., 2009).

Outro aspecto importante a ser considerado na elaboracdo de um eficiente
protocolo de multiplicacdo € o enriquecimento dos meios nutritivos com carboidratos.
Sabe-se que, em cultivos in vitro, a radiacdo fotossintética inadequada ou insuficiente e
a baixa concentracdo de CO, dificultam a fotossintese das plantas e acarretam na
necessidade de adicdo de acUcares, para suprir a demanda de energia e carbonos
precursores para a biossintese de componentes estruturais e funcionais, como
oligossacarideos, aminoacidos, e outras moléculas fundamentais para o crescimento de
espécies submetidas a este tipo de cultivo (PASQUAL, 2001). Dentre os agucares mais

utilizados no cultivo in vitro destaca-se a sacarose (THORPE et al., 2008).



Além do aprimoramento do cultivo in vitro, o cultivo ex vitro também é
parte importante de um protocolo de multiplicagcdo. Entretanto, existe ainda um grande
namero de espécies que ndo sobrevivem a transferéncia do cultivo in vitro para o ex
vitro (também conhecida por aclimatizagcdo), e a morte destas plantas evidencia a
caréncia de informages sobre este tipo de cultivo.

No caso das orquideas, a aclimatizacdo é critica e delicada, uma vez que, no
cultivo in vitro as plantas ainda sdo heterotroficas, apresentam baixa eficiéncia do
sistema radicular, reduzida competéncia vascular, pouca quantidade de estématos
funcionais e mal formac&o da cuticula (FARIA et al., 2012) o que reduz a probabilidade
de sobrevivéncia quando expostas a ambientes com elevada demanda evaporativa.

Alguns autores tém desenvolvido suas pesquisas buscando alternativas para
reduzir a mortalidade de plantas durante a aclimatizacdo. O uso de aclimatizacédo
intermediaria, em sala de crescimento, associada ao fornecimento da radiagédo
fotossintética obtida por meio de lampadas fluorescentes tem se mostrado efetivos na
elevacdo da taxa de sobrevivéncia na aclimatizacdo de algumas especies, tais como
Dendrobium phalaenopsis (SORGATO et al., 2014 b).

E importante lembrar que protocolos sdo necessarios, acima de tudo, para
espécies ameacadas de extingdo como M. flavescens. Embora a elaboracdo de um
protocolo seja uma atividade dinamica e que muitas novas informacdes possam ser
acrescentadas, aprimorando bons resultados, vale salientar que conhecer a germinacao,
crescimento e aclimatizacdo, por si s6 sdo suficientes para que a espéecie seja
multiplicada em qualquer regido, para os mais diferentes fins.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho a elaboracdo de um
protocolo de multiplicacdo e desenvolvimento in vitro de Miltonia flavescens Lindl.,

incluindo etapas como a germinacdo, crescimento e aclimatizacao.
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CAPITULO | — MEIOS DE CULTIVO NA GERMINACAO E CRESCIMENTO
INICIAL DE Miltonia flavescens LINDL (ORCHIDACEAE).

RESUMO

Algumas espécies de orquideas nativas estdo ameacadas de extin¢do. Por este motivo,
estudos sobre sua germinagdo e desenvolvimento sdo importantes. Desta forma, este
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar a influéncia da composicao
nutricional dos meios de cultivo sobre a germinagdo e crescimento inicial dos
protocormos de Miltonia flavescens Lindl. Sementes oriundas de polinizagdo natural,
sob condigBes assépticas, foram semeadas nos meios MS, MS %2, K e VW, cultivadas
em sala com fotoperiodo e temperatura controlados (12 h; 25 °C + 2). Apos 30 dias da
semeadura avaliou-se a germinacgéo e aos 120 e 180 dias apds a semeadura avaliou-se 0
crescimento inicial de protocormos. Os resultados demonstraram que 0s meios MS e
MS % sdo ideais para a germinagdo das sementes. Apos 180 dias de cultivo, 0s meios
MS, MS Y%, K e VW propiciaram condicGes para o desenvolvimento de plantas com
raizes, porém, os meios MS e MS % apresentaram plantas mais desenvolvidas. Ressalta-
se o fato de que, para esta espécie, os meios de cultura mais eficazes para a germinacao
sdo também os mais adequados para o desenvolvimento de plantas.

Palavras-chave: cultivo in vitro, nutrientes, orquidea.

ABSTRACT

Some species of orchids are highly endangered. For this reason, studies regarding
germination and development are important. Thus, this study was conducted in order to
verify the influence of the nutritional composition of the culture media on germination
and initial development of Miltonia flavescens Lindl seeds. Seeds obtained from natural
pollination, under aseptic conditions, were sowed in MS, MS % K and VW media,
cultured in a room with controlled temperature and photoperiod (12 h; 25 ° C £ 2). After
30 days of culture evaluated the germination and at 120 and 180 days after sowing
evaluated the initial growth of protocorms. The results revealed that the 2 MS and MS
media are suitable for seed germination. After 6 months of cultivation, MS, MS %2 K
and VW media provided the development of plants with roots, however, %2 MS and MS

media showed the most developed plants. It is noteworthy the fact that, in this species,
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the most effective culture medium for germination are also the most suitable for the
development of their seedlings.

Key-words: in vitro culture, nutrients, orchid.

INTRODUCAO

Devido a destruicdo de seus habitats e as de coletas predatdrias a populacéo
de orquideas nativas tem diminuido, principalmente nos paises tropicais (LO et al.,
2004). Segundo Stoutamire (1964), apenas 5% das sementes encontradas em um fruto
de orquidea sdo capazes de germinar em condi¢Oes naturais e a propagagdo vegetativa
dessas plantas, por meio da divisdo de touceira, produz, em média, uma nova muda a
cada dois anos (CAMPQOS, 2002) o que torna a producdo natural de mudas bastante
limitada.

Neste contexto, as técnicas de cultivo in vitro tém sido utilizadas néo
somente para a propagacdo de orquideas, como também objetivando o estudo de
aspectos fisiologicos relacionados ao seu desenvolvimento. Dentre essas técnicas, a
germinacéo in vitro foi proposta por Knudson, em1946, entretanto, ainda sdo escassas
as informacdes a cerca da composicdo nutricional que favorecem a germinacdo e o
crescimento in vitro de orquideas devido as diferentes exigéncias apresentadas pelos
individuos dessa familia botanica. Os meios Knudson (1946), Vacin & Went (1949) e
Murashige & Skoog (1962) sdo alguns dos mais utilizados no cultivo in vitro de
orquideas (SUZUKI et al., 2010).

Miltonia flavescens Lindl é epifita, nativa do Brasil e em vista da sua
ameaca de extingdo (IMES, 1997) e da escassez de informacdes sobre sua germinacdo e
crescimento in vitro, este trabalho foi desenvolvido objetivando verificar a influéncia da
composicao nutricional dos meios de cultivo sobre a germinacdo e crescimento inicial

de seus dos protocormos.
MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo in vitro da Faculdade

de Ciéncias Agrarias (FCA), pertencente a Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), durante o periodo de abril a outubro de 2013.
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Foram utilizadas sementes de Miltonia flavescens Lindl., oriundas de
polinizagdo natural, dessecadas por 14 dias em dessecador com silica gel (252 °C;
75% UR), posteriormente embaladas em papel aluminio, armazenadas por 15 meses,
sob refrigeracdo (5 + 2 °C) em frascos de polipropileno opaco providos de tampa com
silica gel. Apds esse periodo realizou-se o teste de tetrazolio, seguindo metodologia
proposta por Soares et al. (2012) e as sementes apresentaram 53% de viabilidade.

Sob condicBes assépticas, 10 mg de sementes foram imersas em &gua
destilada estéril por 15 minutos. Na sequéncia, a agua foi descartada e as sementes
foram desinfestadas, segundo metodologia descrita por Campos (2002). Em seguida as
sementes receberam triplice lavagem com agua destilada estéril (50 mL por lavagem).
Apobs o descarte da agua de lavagem as sementes receberam 80 mL de &gua destilada
estéril e essa suspensao de sementes foi utilizada para a semeadura in vitro.

Os meios de cultivo estudados foram 0 MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962); K (KNUDSON, 1946), VW (VACIN WENT, 1949), modificados em suas
composicdes conforme descrito no Quadro 1.

Os meios de cultivo foram solidificados com 6,5 g L™ de éagar
bacteriologico (Himedia®, india) e o pH foi ajustado para 5,8 utilizando-se KOH
(0,1M) antes da esterilizacdo em autoclave. Foram utilizados como frascos de cultivo
recipientes de plastico transparente, com capacidade para 100 mL, providos de tampa
rosqueavel, contendo 20 mL de meio de cultivo, conforme o tratamento, os quais foram
esterilizados em autoclave a 120°C e a pressdo de 1 atm, por 20 minutos.

Apos o resfriamento e a solidificacdo dos meios, em ambiente asseptico,
procedeu-se a semeadura, com o auxilio de um pipetador automatico, utilizando-se 1000
pL da suspensdo de sementes por frasco. A seguir, os frascos foram tampados e as
culturas acondicionadas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas e radiacéo fotossintética média de 20,0 umol m? s™, obtida por
meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada, distantes aproximadamente

30 cm dos frascos de cultivo.
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QUADRO 1. Composi¢do dos nutrientes dos meios de cultivo utilizados para a
germinacdo assimbidtica de sementes e crescimento inicial de Miltonia
flavescens Lindl

. Murashige & Vacin & Went
Nutrientes Knudson (K) Skoog (MS) MS 15 (VW)
mM mM mM mM

Ambnia (NH,") 3,79 20,62 10,31 3,79
Nitrato (NO3") 4,24 39,43 19,72 5,20
Fosfato (PO, ) 1,84 1,25 0,63 2,48
Potassio (K) 1,84 20,06 10,03 7,04
Sulfato (SO,") 4,84 1,50 0,75 4,80
Calcio (Ca™) 4,24 3,01 1,51 0,65
Magnésio (Mg™™") 1,02 1,50 0,75 1,02
Cloro (CI) - 6,03 3,02 -

Sacarose 87,72 87,72 87,72 87,72
Carvao ativado 125,0 125,0 125,0 125,0
Nitrogénio total 8,03 60,05 30,03 8,99
Relagdo NH,"NOj’ 0,89 0,52 0,52 0,73

Para o estudo da germinacdo das sementes, aos trinta dias apds a semeadura,
trés frascos de cada meio de cultivo foram abertos, receberam a adicdo de 3 mL de agua
estéril e os materiais vegetais foram transferidos para placas de petri. A seguir foram
contabilizados, com o auxilio de um microscopico esterioscopico, 0 numero de
embrides clorofilados (EC), niUmero de sementes ndo germinadas (SNG), sendo a seguir
calculada a porcentagem de germinacéo (%G) pela expressédo: (EC / SNG + EC) x 100.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os resultados
expressos em porcentagem foram transformados para ¥ x+1 e, posteriormente, foram
submetidos a andlise de variancia, sendo as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2010).

No estudo do crescimento inicial dos protocormos, as avaliagbes ocorreram
aos 120 e 180 dias de cultivo, segundo metodologia descrita por Suzuki et al. (2009),
sendo consideradas as seguintes classes morfologicas (Figura 1): Estadio 1= protocormo
intumescido clorofilado; Estadio 2= protocormo com formacdo da primeira folha;
Estadio 3= protocormo com duas folhas; Estadio 4= planta com folhas e uma ou mais
raizes. Também foi contabilizada a porcentagem de protocormos mortos. Para cada

tempo de cultivo foram utilizados trés frascos de cada meio nutritivo estudado.
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FIGURA 1. Morfologia geral dos estadios de desenvolvimento de protocormos até a
formacdo de plantas de Miltonia flavescens Lindl. A) Estadio 1 =
protocormo intumescido clorofilado; B) Estaddio 2 = protocormo com
formacéo da primeira folha; C) Estadio 3 = protocormo com duas folhas;
D) Estadio 4= planta com folhas e uma ou mais raizes. Barras de escala: A
=100 pm; B, C, D =1 mm — foto de Camila S. R. Lemes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e o0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcelas subdivididas, sendo alocados nas
parcelas os quatro meios de cultivo e nas subparcelas os dois periodos de cultivo, com
trés repeticbes de um frasco de cultivo. Os resultados oriundos de variaveis discretas
foram transformados para \ x+1 sendo, em seguida, submetidos & analise de variancia e
as medias comparadas por meio do teste de Tukey até o nivel de 5% de probabilidade,
com auxilio do programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os diferentes meios de cultivo influenciaram a germinacéo in vitro de M

flavescens, 30 dias ap0s a semeadura (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo das analises de variancia da porcentagem de germinacdo in vitro
de Miltonia flavescens Lindl., 30 dias ap0s a semeadura, em diferentes
meios de cultivo. Dourados, UFGD, 2013

FV GL Quadrado médio
Meios 3 0,65
Residuo 8 0,19
CV (%) 1,87
Média Geral 65,98

" significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste t de Studant
™ nao significativo

A identificacdo visual da germinacdo das sementes de M. flavescens foi
observada aproximadamente 20 dias apds a semeadura, quando as estruturas vegetais
apresentaram-se clorofiladas (Figura 1 A). Os maiores percentuais de germinacdo (% G)

foram observados nas sementes cultivadas nos meios MS (74,2 %) e MS 1, (70,7 %) que
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apresentaram, respectivamente, % G em torno de 14,5 e 11,0%, superiores aos outros

dois meios estudados. (Quadro 2).

QUADRO 2. Porcentagem de germinagéo in vitro de sementes de Miltonia flavescens
Lindl., 30 dias apds a semeadura. Dourados, UFGD, 2013

Meio de cultivo Germinacao (%)
MS 74,2 a
MS 1o 70,7 a
K 59,4 b
VW 59,7b

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey, 5% de probabilidade).

Martini et al. (2001), estudando os meios K e MS na germinagdo de
Gongora quinquenervis Ruiz & Pavon, verificaram que, vinte dias apds a semeadura, 0s
embrides cultivados no meio MS haviam germinado, enquanto que, a totalidade dos
embriBes cultivados no meio K haviam necrosado. Lo et al. (2004), também observaram
que os meios MS e MS % foram efetivos na germinacdo de Dendrobium tosaense,
enquanto que os meios K e VW foram menos efetivos. Entretanto, dependendo da
espécie de orquidea e do meio de cultivo estudados, outros autores observaram que o
meio MS ndo foi o mais apropriado para a germinacdo das sementes. O meio VW
propiciou a maior porcentagem de germinacdo em plantas de Cattleya bicolor Lindley,
vinte e cinco dias ap0s a semeadura, superando as porcentagem de germinacéo obtida
nos meios MS e K (SUZUKI et al., 2010).

O meio de cultivo mais adequado a determinada espécie relaciona-se
diretamente com os nutrientes fornecidos as plantas e a sua influéncia na germinacao.
De acordo com Stweart (1989), as espécies de orquideas podem ser divididas em dois
grandes grupos segundo suas necessidades nutricionais basicas. Um dos grupos é
composto por espécies que germinam em meios de cultura com menor concentracdo de
nutrientes, principalmente nitrogénio e potassio, tais como K e VW. Ja o outro grupo é
composto por espécies de orquideas que germinam melhor em meios com maiores
concentracBes destes nutrientes, como o MS. Os resultados aqui apresentados, de
maneira geral, sugerem que M. flavescens pertenca ao segundo grupo, necessitando de
meios de cultivo com amplo e maior fornecimento de nutrientes para que se inicie a
germinacdo de suas sementes.

Além da composicdo nutricional do meio, deve-se considerar a relacdo

amonio:nitrato  (NH4":NO3) nele estabelecida. Gamborg (1970) propde que a
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germinacdo de orquideas é mais favorecida em meios que possuem em sua composi¢ao
maior presenca de amonio comparado ao nitrato. Os resultados apresentados por M.
flavescens contrariam esta proposta, visto que, dentre os meios de cultivo estudados, os
meios MS e MS 3/, S840 0S que apresentam as menores proporgdes de amonio em relacado
ao nitrato.

A analise destes resultados permite inferir que os estudos sobre a
germinacdo das espécies sdo importantes, uma vez que por meio deles é possivel
conhecer ndo somente a espécie, como também a sua interacdo com o0 meio na qual sera
cultivada, pois a literatura demonstra que ndo existe um padrédo de comportamento que
se possa generalizar. Tais conhecimentos permitem a elaboracdo de protocolos de
multiplicacdo, que garantam, além da reproducdo de espécies ameacgadas de extincao, a
sua producéo em larga escala visando o repovoamento de seus habitats ou mesmo a sua
comercializag&o.

O efeito conjunto dos fatores tempo e meios de cultivo foi observado sobre
0 crescimento inicial dos protocormos, aos 120 e 180 dias ap0s a semeadura (Quadro 3).

QUADRO 3. Resumo das analises de variancia da porcentagem de protocormos em
estadio 1 (% P1), 2 (% P2), 3 (%P3), 4 (% P4) de Miltonia flavescens
Lindl, 120 e 180 dias ap0s a semeadura. Dourados, UFGD, 2013.

FV GL Quadrados Médios

% P1 % P2 % P3 % P4
MEIO 3 2,47 2,147 2,627 2,66™
erro 1 6 0,27 0,27 0,26 0,71
TC 1 16,81 24,38" 3,297 18,50
TC*MEIO 3 7,44 2,317 1,63 2,97
erro 2 10 0,74 0,30 0,12 0,51
CV (%) 26,20 22,10 3,90 37,31
Média Geral 12,13 6,90 76,47 4,50

:* significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste Tukey
significativo, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Tukey

™ nao significativo

O estadio de desenvolvimento 3 foi observado as 120 dias (Figura 1 C).
Neste estadio, os meios K, MS % e VW destacaram-se por apresentarem as maiores
porcentagens de protocormos (83%, 81% e 73%, respectivamente), superando
estatisticamente o valor observado no meio MS (44%) (Figura 2A).

Em relacdo aos demais estadios de desenvolvimento, o meio MS apresentou
32% dos seus protocormos no estadio 1 e 24% no estadio 2. Com relacdo as sementes

inoculadas no meio MS %2, 13% dos protocormos permaneceu no primeiro estadio de
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desenvolvimento e 6% no estadio 2. No meio K, 10% dos protocormos estavam no
estadio 1 e 7% no estaddio 2. O meio VW apresentou 14% dos seus protocormos no
estadio 1 e 13% no estédio 2 (Figura 2A).

Aos 180 dias apds a semeadura, as culturas ja apresentaram protocormos em
estadios 4 (Figura 1 D), sendo o meio MS aquele que apresentou a maior porcentagem
de plantas com raizes (19%), e foi estatisticamente semelhante a porcentagem verificada
no meio MS % (14%). Os demais meios de cultivo apresentaram porcentagem de
plantas com raizes inferiores e iguais a 2,5% no meio VW e 1% no meio K, que por sua
vez, foi 0 que apresentou a maior porcentagem de protocormos em estadio 3 (90%)
(Figura 2B).

De acordo com Caldas et al. (1998), as formas inorgéanicas de nitrogénio
atuam de forma marcante sobre o crescimento e desenvolvimento em cultura de tecidos.
Sabe-se que o nitrato sustenta boa taxa de crescimento em muitas espécies. No entanto,
ha espécies que ndo se desenvolvem bem quando este elemento atua. Embora a relagdo
amonio: nitrato (NH4":NO3) seja relatada por Gamborg (1970) como um dos fatores
que atuam na germinacdo in vitro de orquideas, observou-se nesse trabalho que ela
também pode ser responsavel pelo desenvolvimento inicial de M. flavescens.

Enguanto os meios K e VW apresentam um teor de N total variando entre
8,0 2 9,0 mM, os meios MS e MS %2, contém, respectivamente, 60,0 e 30,0 mM (tabela
1). Entretanto, vale destacar que, mesmo nos meios onde o teor de N total € menor, o
desenvolvimento de plantas com raizes, aos 180 dias apds a semeadura, foi observado
(Figura 2B).

Em relacdo a formacdo e emissdo de raizes, 0s meios MS e MS %
sobressairam-se e proporcionaram as plantas de M. flavescens o bom desenvolvimento
do sistema radicular (Figura 2B). Nestes meios, a concentracdo de nitrato em rela¢do ao
amonio é maior, 0 que por sua vez, beneficiou o enraizamento. O efeito prejudicial do
amonio sobre a formacdo das raizes foi relatado por Kerbauy (1993) em plantas de
Oncidium varicosum e por Tavares et al. (2012), em plantas de Phalaenopsis amabilis,

cultivadas por um ano, em diferentes concentracdes de nitrato e amonio.
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FIGURA 2. Desenvolvimento inicial de protocormos de Miltonia flavescens Lindl. em
diferentes meios de cultivo. A) cento e vinte dias apds a semeadura in vitro
e B) cento e oitenta dias ap0s a semeadura in vitro. Estadio 1 = protocormo
clorofilado; estadio 2 = protocormo com formacdo da primeira folha;
estadio 3 = protocormo com duas ou mais folhas; estadio 4 = plantula com
folnas e uma ou mais raizes. MS (Murashige & Skoog, 1962); K
(Knudson, 1946); VW (Vacin Went, 1949).

Os beneficios da formulacdo MS e MS % também foram observados por Lo
et al. (2004), os quais verificaram que o numero maximo de plantulas desenvolvidas a
partir de capsulas de Dendrobium tosaense Makino, com 12 semanas de idade foi
obtido com o cultivo em meio MS% aos 112 dias ap0s a semeadura, além do maior
namero de protocormos clorofilados verificados nos meios MS e MS %. Em

contrapartida, os meios K e VW sequer permitiram a formagéo de protocormos. Estes
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resultados contrastam com os observados por Suzuki et al. (2010) em plantas de
Cattleya bicolor, as quais apresentaram a maior porcentagem de individuos com raizes
quando cultivados por 180 dias no meio VW, seguido pelo K, e por Gltimo o meio MS .
Em plantas de Hadrolaelia tenebrosa Suzuki et al. (2009) ndo verificaram sequer a
formacéo de plantas com raizes no meio MS, aos 180 dias ap6s a semeadura

CONCLUSOES

Os resultados observados em M. flavescens indicaram que 0s meios MS e
MS % promoveram a maior porcentagem de germinacdo e também foram os mais
eficazes no crescimento inicial dos protocormos, e podem ser recomendados em

protocolos que objetivam a producéo e perpetuacdo da espécie.
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CAPITULO Il - MEIOS DE CULTIVO E SACAROSE NO CRESCIMENTO
INICIAL IN VITRO DE Miltonia flavescens LINDL (ORHIDACEAE).

RESUMO

O cultivo in vitro tem sido amplamente utilizado para a propagacdo de plantas
ornamentais. A escolha do meio de cultivo e a concentracédo ideal de produtos organicos
utilizados no enriquecimento dos meios, como a sacarose, sdo decisivos na elaboracgdo
de protocolos. Desta forma, objetivou-se com este trabalho avaliar o crescimento inicial
de Miltonia flavescens Lindl, cultivada por 90 e 180 dias, em quatro meios de cultivo
suplementados com diferentes concentracGes de sacarose. Plantas com 12 meses e
germinadas in vitro foram cultivadas nos meios MS, MS %2, K e VW suplementados
com 1,5 g L™ de carvéo ativado, 6,5 g L™ de agar bacterioldgico e com 25, 30, 35, 40 e
45 g L™ de sacarose. As plantas foram cultivadas em sala com fotoperiodo e
temperatura controlados (12 h; 25 °C * 2) e aos 90 e 180 dias de cultivo foram avaliadas
guanto a massa fresca, a0 numero de raizes, de folhas e de brotos e quanto ao
comprimento da parte aérea e da maior raiz. As maiores médias para numero de raizes,
comprimento da parte aérea e massa fresca total foram obtidas nas plantas cultivadas
por 180 dias em meio MS % suplementado com 25 g L™ de sacarose. O maior
comprimento de raiz foi verificado nas plantas cultivadas por 180 dias em meio MS
suplementado com 45 g L™ de sacarose Ja o nimero de brotos e de folhas ndo foram
influenciados pelas concentracGes de sacarose e as menores médias foram obtidas nas
plantas cultivadas em meio MS. M. flavescens apresentou maior crescimento quando
cultivada por 180 dias em meio MS %2 suplementado com 25 g L™ de sacarose.

Palavras-chave: Acucar, orquidea, micropropagacao

ABSTRACT

The in vitro culture has been widely used for the ornamental plants propagation. The
choice of the best medium and organic products concentration, such as sucrose, are
decisive in the protocols. Thus, the aim of this study was to evaluate the initial growth
of Miltonia flavescens, grown for 90 and 180 days, in four culture media supplemented

with different concentrations of sucrose. Plants aged 12 months and in vitro germinated
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were cultured on MS, MS ¥ K and VW media supplemented with 1.5 g L™ of activated
charcoal, 6.5 g | ™ bacteriological agar and 25, 30 35, 40 and 45 g L™ sucrose. The
plants grew up in a room with controlled temperature and photoperiod (12 h, 25 ° C £ 2)
and at 90 and 180 days were evaluated for fresh mass, the number of roots, leaves and
shoots, the length shoot and the largest root. The highest average for number of roots,
shoot length and total fresh weight were obtained in plants grown for 180 days on MS %2
medium supplemented with 25 g L™ sucrose. The greater length of roots was observed
in plants grown for 180 days on MS medium supplemented with 45 g L™ sucrose The
number of shoots and leaves were not affected by sucrose concentrations and the lowest
averages were obtained in MS medium.

Keywords: carbohydrate, orchid, micropropagation

INTRODUCAO

A técnica do cultivo in vitro de plantas ornamentais € reconhecida por ser
atil para a producdo em larga escala de individuos com elevada qualidade e
uniformidade. A elaboracdo de protocolos de propagacdo possibilita o cultivo de
espécies vulneraveis para comercializacdo ou para repovoamento (AMO et al., 2009).

A escolha do meio adequado ao cultivo de determinada espécie €
importante, pois atraves dele tecidos e 6rgdos sdo supridos com macronutrientes,
micronutrientes e outros produtos organicos (MURASHIGE e SKOOG, 1962;
KNUDSON, 1946; VACIN WENT, 1949; CAMPOS 2002) necessarios a germinacéo e
ao desenvolvimento in vitro.

Dentre os produtos organicos utilizados para o enriquecimento dos meios
nutritivos salienta-se a necessidade de suplementacdo exdgena de carboidratos uma vez
que, em cultivos in vitro, a radiacdo fotossintética inadequada ou insuficiente e a baixa
concentracdo de CO; dificultam a fotossintese das plantas e acarretam na necessidade de
acucares, que fornecam energia e carbonos precursores para a biossintese de
componentes estruturais e funcionais, como oligossacarideos, aminoacidos, e outras
moléculas fundamentais para o crescimento de espécies submetidas a este tipo de
cultivo (PASQUAL, 2001).

Embora a maioria dos meios de cultivo utilizados para Orchidaceae sejam
suplementados com carboidratos, a sua concentracdo ainda € fonte de estudo. Relatos

cientificos relacionam o conteudo de sacarose presente nos meios de cultivo com a
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formacao de raizes (THORPE et al. 2008; BESSON et al. 2010; GALDIANO JUNIOR
et al. 2013), entretanto, algumas concentracbes do acucar prejudicam ndo apenas a
emissdo e o crescimento radicular, mas também o crescimento da parte aérea
(GALDIANO JUNIOR et al. 2013).

Miltonia flavescens é uma espécie epifita, nativa da regido sul do Brasil e
Paraguai (IMES, 1997) com alto valor floristico e rusticidade. Em sua revisdo, Muller et
al. (2007) salientam que a espécie, sofre uma grande pressdo devido ao desmatamento,
estando ameacada de extingdo, havendo necessidade de estudos que possibilitem a
producdo de mudas de boa qualidade que viabilizem sua comercializacdo e sua
utilizacdo em programas de repovoamento.

Em vista do exposto, objetivou-se, com este trabalho, avaliar o crescimento
inicial de Miltonia flavescens, cultivada por 90 e 180 dias, em quatro meios de cultivo

suplementados com diferentes concentracdes de sacarose.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
durante o periodo de abril a outubro de 2013.

Foram utilizadas plantas de Miltonia flavescens Lindl., com
aproximadamente seis folhas, 1,5 cm de comprimento de parte aérea, desprovidas de
sistema radicular, germinadas e cultivadas in vitro, por 12 meses, sendo subcultivadas
por uma vez, em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) na metade da
concentracdo de seus componentes (MS % ), geleificado com 6,5 g L™ de &gar
bacteriolégico (Himedia®, india) e suplementado com 30 g L™ de sacarose (CsH120s)
P.A. (Dindmica®, Brasil).

Para o estudo dos diferentes meios de cultivo no crescimento das plantas
foram utilizados os meios MS, MS%, K (KNUDSON, 1946), VW (VACIN WENT,
1949), acrescidos de 1,5 g L™ de carvdo ativado, 6,5 g L™ de agar bacteriolégico
(Himedia®, india) e de 25, 30, 35, 40 e 45 g L™ de sacarose (CgH120s) P.A.
(Dinamica®, Brasil). Em seguida a etapa de preparo, o pH dos meios de cultura foi
ajustado para 5,8 utilizando KOH (0,1M). Frascos plasticos transparentes providos de
tampa rosqueavel e capacidade para 100 mL receberam 20 mL de meio de cultivo e

foram esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atm de pressao, por 20 minutos.
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Apos o resfriamento dos meios, em ambiente asséptico, trés plantas de M.
flavescens foram transferidas para cada frasco, os quais foram tampados e
acondicionados em sala de crescimento com temperatura média de 2512 °C,
fotoperiodo de 12 horas e radiagdo fotossintética de 20,0 pmol m? s, obtida por meio
de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada. As culturas permaneceram
nessas condi¢des por 90 ou 180 dias.

Ao término de cada periodo de cultivo, as plantas foram removidas dos
frascos e lavadas em &gua corrente até total remocdo do meio de cultura. Apds esse
procedimento, as plantas foram avaliadas quanto a massa fresca (g), ao numero de
raizes, de folhas e brotos e quanto ao comprimento da parte aérea (cm) e da maior raiz
(cm). Para avaliagcdo da massa fresca foi utilizada uma balanga digital e o comprimento
da parte aérea e da maior raiz foi obtido por meio de um paquimetro digital.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcela sub-subdividida, sendo alocado na
parcela os meios de cultivo, na subparcela as concentracbes de sacarose e na sub-
subparcela os tempos de cultivo , com 8 repeticdes de um frasco cada. As caracteristicas
vegetais foram submetidas a analise de variancia com o auxilio do programa Sisvar
(FERREIRA, 2010). Os fatores quantitativos foram comparados por analise de
regressdo e os qualitativos por teste de médias até 5% de probabilidade, sendo utilizado
o teste de Tukey para comparar 0s meios e o teste t de Studant para comparar 0s tempos

de cultivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos trés fatores estudados, o meio de cultura foi o que mais influenciou
isoladamente as variaveis estudadas. Efeito conjunto dos trés fatores foi observado
sobre o nimero de raizes, comprimento da maior raiz, comprimento da parte aérea e
massa fresca total. O nimero de brotos foi influenciado pela interacdo entre o meio de
cultura e as concentracdes de sacarose e entre 0s meios de cultura e o tempo de cultivo
enquanto que o numero de folhas s6 foi sensivel ao efeito isolado dos meios de cultura
(Quadro 1)
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Resumo das anélises de variancia no namero de raizes (NR), comprimento

da maior raiz (CMR), numero de brotos (NB), Comprimento da parte
aérea (CPA), numero de folhas (NF) e massa fresca total (MFT) de
Miltonia flavescens Lindl., cultivada por 90 e 180 dias em diferentes
meios de cultivo e concentragdes de sacarose. Dourados, UFGD, 2013

FV GL Quadrados Médios

NR CMR NB CPA NF MFT
MEIO 3 3847 011" 024~ 0,066 098  0,0045
erro 1 8 0,49 0,03 0,05 0,01 0,18  0,0002
SAC 4 035" 016" 0,200 0,08™  0,80™ 0,0009™
MEIO*SAC 12 057™ 0,08 0,177 0,03"™ 065" 0,0022"
erro 2 40 0,96 0,04 0,63 0,03 0,42  0,0007
TC 1 12577 2,737 0,34"™ 5527 006" 0,0577
MEIO*TC 3 024™ 0,03 0,65~ 0,07 0,39™ 0,0039
SAC*TC 4 051" 0,227 0,05™ 0,07 0,27™ 0,0003™
MEIO*SAC*TC 12 2,02° 0,12 0,18™ 0,077  0,88™ 10,0022
erro 3 32 0,84 0,05 0,10 0,03 0,60  0,0009
CV (%) 34,74 15,30 2539 9,73 20,07 2,83
Média Geral 7,05 1,13cm 0,69 2,13cm 1457 0,139

" significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste Tukey
“ significativo, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Tukey
™ nédo significativo

SAC = Sacarose / TC = Tempo de cultivo

A Figura 1 representa 0 comportamento do sistema radicular de M.

flavescens aos 90 e 180 dias em funcdo do meio de cultivo e concentracdes de sacarose.

Independente do meio de cultivo, o nimero de raizes de M. flavescens,

quando cultivada por 90 dias, ndo foi influenciado pelas concentracfes de sacarose e

apresentou os valores medios descritos na Figura 1A. A maior média calculada para o

namero de raizes foi obtida em meio MS %2 (7,2) e a menor no meio MS (3,1). Aos 180

dias, o maior enraizamento se deu no meio MS ¥ suplementado com 25 g L de

sacarose, resultando em aproximadamente 14 raizes/planta, praticamente o dobro da

média obtida aos 90 dias. Neste meio de cultivo, a medida que a concentracdo de

sacarose aumentou, o nimero de raizes reduziu. Nos demais meios testados, esta

variavel ndo foi influenciada pelo aumento das concentracdes de sacarose, e 0 meio MS

foi 0 que possibilitou a menor media de raizes/planta (5,9) (Figura 1B).
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90 dias 180 dias
A 20 4 ---K NR =6,0 (media observada) B 20 4 --—K NR=8,3 (média observada)
fffff MS NR =3,1 (média observada) ----- MS NR=5,9 (média observada)
15 1 ——MS1/2 NR=7,2 (média observada) 15 —— MS 1/2 NR=24,13-0,4132x; R2=0,91

-—=-VW  NR=5,9 (média observada) ——-yw  NR=10,3(média observada)

5 5
0 : : : ) 0 : : : )
25 30 35 40 45 25 30 35 40 45
C 501 -——K CMR = 0,8 (média observada) D 507 ——K CMR = 1,48 (média observada)

420 . T MS CMR = 0,4 (média observada) 404 7 MS CMR=18,552-,1276x+0,0176x2; R2=0,94
z ——MS12 CMR =09 (média observada) z ——MS12  CMR=12,072-0,6581x+0,0099x2; R?=0,92
30 4 - 301 _._. = ‘R2=0,93
é” ——-VW CMR = 0,7 (média observada) é’/ vw CMR=-1,8397+0,0999x; R? 0,9}3’,’ .

s | s . . ’/,’
) 20 )
1,0 EFeT o T T S T S S S S T S S T S ST S T s =
0,0 T T T )
25 30 35 40 45
Sacarose (g L?) Sacarose (g L?)

FIGURA 1. Sistema radicular de Miltonia flavescens Lindl. em diferentes meios de
cultivos e concentragdes de sacarose. NR = Numero de raizes (A e B).
CMR = Comprimento de maior raiz (C e D). MS (Murashige & Skoog,
1962); K (Knudson, 1946); VW (Vacin Went, 1949). Dourados-MS,
UFGD, 2013.

Segundo Thorpe et al. (2008) meios que contém altos niveis de sais, como
por exemplo o MS, frequentemente inibem a iniciacdo de raizes e devem ser
substituidos por meios que contem baixos niveis, como 0 MS Y%, quando o objetivo for
0 enraizamento. Os autores sugerem ainda que o beneficio dos baixos niveis de sais no
meio se deve a necessidade de baixas concentragdes de nitrogénio na formacédo de
raizes.

Besson et al. (2010), afirmam que a concentracdo de sacarose também pode
interferir na formac&o das raizes, uma vez que o aumento da concentracdo de agucares
no meio de cultivo ocasiona a diminuicdo da absorcdo de sais e agua, e isto pode
interferir no crescimento da planta. Thorpe et al. (2008) relatam que o acUcar produzido
pela planta durante a fotossintese somado a sacarose contida no meio de cultivo
propiciam alta absorcdo de acUcar pelas plantas, elevando sua concentracdo de agucar
total e prejudicando o enraizamento. Galdiano Junior et al. (2013), verificaram que o
namero de raizes em Cattleya loddigesii Lindley cultivada em meio MS % por 90 dias

foi reduzido em concentragdes de 30 e 40 g L™ de sacarose
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O comprimento da maior raiz de M. flavescens, quando cultivada por 90
dias, ndo foi influenciado pelas concentragdes de sacarose, independentemente do meio
de cultivo utilizado e apresentou os valores médios descritos na Figura 1C. A maior
media calculada foi obtida em meio MS % (0,9 cm) e a menor no meio MS (0,4 cm).
Aos 180 dias, de maneira geral, as altas concentragdes de sacarose nos meios MS, MS
Y% e VW favoreceram o crescimento radicular, enquanto que as plantas cultivadas em
meio K ndo foram influenciadas pelo aumento das concentra¢cdes do agucar. O maior
comprimento da raiz calculado (3,4 cm) foi obtido nas plantas cultivadas em meio MS
suplementado com 45 g L™ de sacarose (Figura 1D).

Os resultados de crescimento da raiz sugerem uma mudanca na alocacgdo da
biomassa, induzida pela concentracdo de sacarose no meio. Engquanto as baixas
concentragbes do acucar favorecem a inducdo das raizes, as altas concentragOes
favorecem o crescimento radicular.

A Figura 2 ilustra o comprimento da parte aérea e a massa fresca total de M.
flavescens, aos 90 e 180 dias, em funcdo do meio de cultivo e concentracdes de
sacarose.

Aos 90 dias, independentemente do meio de cultivo, 0 comprimento da
parte aérea ndo foi influenciado pelas concentracdes de sacarose, sendo a maior média
calculada igual a 1,5 cm, obtida em meio K (Figura 2A). Aos 180 dias, observou-se que
0 maior comprimento da parte aérea calculada (3,78 cm) foi obtida quando as plantas
foram cultivadas em meio MS ¥ suplementado com 25 g L™ de sacarose e, & medida
que a concentracdo do acucar se elevou, a altura das plantas foi reduzida (Figura 2B).
Nos demais meios de cultivo, as diferentes concentracdes de sacarose nao influenciaram

esta variavel.
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90 dias 180 dias
A 807 --—K CPA=1,5 (média observada) B 801 --=—K CPA=2,8 (média observada)
fffff MS CPA=1,2 (média observada) ----- MS CPA=2,6 (média observada)
6.0 1 ——MS12 CPA=1,4 (média observada) 6.0 7 —_MS1/2 CPA=60233-0,0897x: R2=0,94
£ -—-VW  CPA=13(média observada) £ ——-VW CPA=3,3 (média observada)
40 e
X X
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2,0 4
0,0 . . . ) 0,0 . . . )
25 30 35 40 45 25 30 35 40 45
C 061 ---K MFT = 0,19 (média observada) D %6 -——K MFT=0,19 (média observada)
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L L
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FIGURA 2. Parte aérea de Miltonia flavescens Lindl. em diferentes meios de cultivos e
concentragdes de sacarose. CPA = Comprimento da parte aérea (A e B).
MFT = Massa fresca total (C e D). MS (Murashige & Skoog, 1962); K
(Knudson, 1946); VW (Vacin Went, 1949). Dourados-MS, UFGD, 2013.

Independente do meio de cultivo, aos 90 dias, as diferentes concentracdes de
sacarose ndo influenciaram os valores de massa fresca total das plantas (Figura 2C).
Entretanto, aos 180 dias, a maior massa fresca total calculada (0,30g) foi obtida em
meio MS % suplementado com 25 g L™ de sacarose, sendo que concentracées do agticar
superiores a esta reduziram os valores da variavel. A menor massa fresca total
calculada, aos 180 dias, foi igual a 0,089 obtida nas plantas cultivadas em meio MS.

Em relacdo o numero de brotos produzidos, houve efeito significativo (p <
0,05) da interacdo entre tempo e meio de cultivo, com destaque para as plantas
cultivadas em meio MS, as quais apresentaram a brotacéo reduzida com o aumento do
tempo de cultivo (Quadro 2).

Aos 90 dias, independentemente da concentracdo de sacarose utilizada, ndo
houve diferenca na taxa de brotacdo das plantas cultivadas nos diferentes meios de
cultivo. Entretanto, aos 180 dias, as plantas cultivadas em meio MS % apresentaram
maior brotacdo e foram estatisticamente semelhantes as plantas cultivadas em meio K.
A menor média de brotos foi observada nas plantas cultivadas em meio MS, que foi

estatisticamente semelhante a media observada no meio VW (Quadro 2).
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QUADRO 2. Numero de brotos de Miltonia flavescens Lindl. observados em fungéo da
interacdo entre tempo e meios de cultivo. Dourados-MS, UFGD, 2013

Dias Meios de Cultivo

K MS MS Y2 VW
90 0,73 aA 0,80 aA 0,33 bA 0,20 aA
180 0,87 aAB 0,13 bB 1,73 aA 0,73 aB

Médias seguidas de mesma letra mindscula, na coluna, ndo diferem entre si (t de Studant, 5% de
probabilidade)

Médias seguidas de mesma letra maidscula, na linha, ndo diferem entre si (Tukey, 5% de probabilidade)
MS (Murashige & Skoog, 1962); K (Knudson, 1946); VW (Vacin Went, 1949).

O Quadro 3 ilustra 0 comportamento do nimero de folhas de M. flavescens
nos diferentes meios estudados, independente da concentracdo de sacarose e 0 tempo de

cultivo.

QUADRO 3. Numero de folhas de Miltonia flavescens Lindl. observadas em funcéo
dos diferentes meios de cultivo. Dourados/MS, UFGD, 2013

Tratamentos NF

MS 12,7b
K 14,6 ab
VW 15,1 ab
MS %2 159 a
CV (%) 20,07
Média Geral 14,57

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si. (Tukey 5% de probabilidade)

A maior média de niamero de folhas ocorreu no meio MS¥% (15,9), que foi
estatisticamente semelhante aos meios VW e K. O meio MS diferiu do meio MSY,
apresentando o menor valor médio da variavel (12,7).

Sabe-se que a &gua movimenta-se no interior das células obedecendo a
diferenca de potencial osmdtico exercida nas paredes celulares. A agua sai de uma
condicdo de alto potencial (humericamente menos negativo) e caminha em direcdo a
uma condicdo de baixo potencial (numericamente mais negativa). Baseado nisso,
plantas cultivadas em ambientes com baixo potencial osmético (causado pelo aumento
de sais e/ou acUcares no meio) perdem A&gua para o0 meio de cultivo e,
consequentemente, o potencial hidrico de suas células diminui, acarretando em
alteracdes de metabolismo e fazendo com que acumulem altos niveis do aminoacido
prolina, em resposta a caréncia de agua e ao estresse salino. Além disso, a atividade da
principal via respiratéria das células é reduzida, favorecendo a oxidase, acarretando em
aumento da concentracdo de osmolitos e, consequentemente, elevados niveis de acido

abscisico (THORPE et al., 2008). Tais fenémenos justificam, portanto, a redugdo no
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NR, APA, NB e NF apresentados por M. flavescens em meios com altas concentragcdes
de sais, como 0 MS, e/ou altas concentragfes de sacarose.

Ainda sobre o aspecto negativo de altas concentracGes de aglcar sobre o
crescimento de algumas espécies de orquideas, os resultados apresentados nesse
trabalho concordam com os obtidos por Galdiano Junior et al., (2013) em plantas de
Cattleya loddigesii cultivadas por 90 dias em meio MS, suplementado com
concentracdes de sacarose, 0s quais observaram que concentracdes entre 20 e 22 g L™
favoreceram o nimero de raizes e o crescimento da parte aérea, e que concentracdes
superiores a estas prejudicaram o crescimento. Em plantas de Cattleya violaceae,
cultivadas por 150 dias em meio MS %2 suplementado com concentragdes crescentes de
sacarose, verificou-se que 0 nimero de raizes, comprimento da maior raiz e o
comprimento da parte aérea apresentaram maiores valores quando as plantas foram
cultivadas em concentracdes variando de 26 a 31 g L™ de sacarose e que concentragdes

superiores propiciaram redugéo nos crescimento (GALDIANO JUNIOR et al., 2013).

CONCLUSOES

Em vista dos resultados observados conclui-se M. flavescens apresentou
maior crescimento quando cultivada por 180 dias em meio MS %2 suplementado com 25
g L™ de sacarose e que tais informagdes sio relevantes do ponto de vista de perpetuacio

da espécie.
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CAPITULO II1 - BAP E ANA NA INDUCAO E CRESCIMENTO DO SISTEMA
RADICULAR DE Miltonia flavescens Lindl (ORCHIDACEAE).

RESUMO

As auxinas e citocininas sdo as classes de horménios vegetais mais utilizadas no cultivo
in vitro. Entretanto, informagOes sobre a interagéo entre estes hormonios ainda séo
escassas para o cultivo de Miltonia flavescens Lindl (Orchidaceae). Por esta razdo,
objetivou-se com este trabalho avaliar a relagdo citocinina: auxina no desenvolvimento
radicular de M. flavescens cultivada por 90 e 180 dias em meio de cultura suplementado
com BAP e ANA. Plantas com idade de 12 meses e germinadas in vitro foram
cultivadas em meio MS ¥ suplementado com 1,5 g L™ de carvéo ativado, 5,5 g L™ de
4gar bacteriolégico, 25 g L™ de sacarose e com concentracdes de ANA (0; 0,5; 1,0; 2,0;
4,0 ou 8,0 mg L™) combinadas as concentracées de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ou 8,0 mg
L™). As plantas foram cultivadas em sala com fotoperiodo e temperatura controlados
(12 h; 25 °C £ 2) e aos 90 e 180 dias de cultivo foram avaliadas quanto ao nimero de
raizes, comprimento da maior raizes e massa seca da raiz. O maior nimero de raizes e
massa seca de raizes foram observados nas plantas cultivadas por 180 dias em balanco
hormonal com maior concentracéo de auxina em relacdo a citocinina. De acordo com 0s
resultados obtidos, conclui-se a relagdo citocinina:auxina favoravel a auxina atua de
forma decisiva sobre o crescimento do sistema radicular desta espécie, quando cultivada
in vitro em meio MS %2 por 180 dias .

Palavras-chave: citocinina, auxina, enraizamento, orchidaceae

ABSTRACT

Auxins and cytokinins are plant hormones used in vitro culture. However, information
about the interaction of these hormones and their relationships in orchid cultivation are
still few. For this reason, the aim of this work was to evaluate the relationship cytokinin:
auxin in root development of Miltonia flavescens grown for 90 and 180 days in culture
medium supplemented with BAP and NAA. Plants aged 12 months and in vitro
germinated were grown in ¥2 MS medium supplemented with 1.5 g L™ of activated
charcoal, 5.5 g | ™ bacteriological agar, 25 g L™ sucrose concentrations and NAA (0,
0.5, 1.0, 2.0, 4.0 or 8.0 mg L™) in combination with BAP (0, 0.5, 1.0, 2.0, 4 0 or 8.0 mg
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L™). The plants grew up in a room with controlled temperature and photoperiod (12 h,
25 ° C £ 2) and at 90 and 180 days were evaluated on the number of roots, the greater
root length and root dry mass. The largest number of roots and root mass were observed
in plants grown for 180 days in hormonal balance with the highest concentration of
auxin in relation to cytokinin. However, the greater root growth was observed in plants
grown for 90 days in hormonal balance with the highest concentration of cytokinin
relative to auxin.

Key-words: cytokinin, auxin, root, orchid

INTRODUCAO

O cultivo in vitro tem sido amplamente utilizado para a propagacdo de
plantas ornamentais, pois apresenta vantagens sobre os métodos convencionais de
propagacdo, como a multiplicacdo rapida e obtencdo de grande nimero de plantas com
alta qualidade genética e fitossanitaria (PASQUAL et al., 2008), sendo indicado para
suprir a demanda do mercado e ainda minimizar as coletas predatdrias de orquideas.

O sucesso desse método consiste ndo apenas na germinacao das sementes e
no desenvolvimento das plantas, mas também na emissdo de um sistema radicular
vigoroso uma vez que a eficiéncia no cultivo ex vitro € aumentada quando se estimula a
formacdo de maior quantidade de raizes em plantas cultivadas in vitro (DEWIR et al.,
2005).

As auxinas sdo responsaveis pelo aumento consistente da formacédo de
primordios radiculares em tecidos que naturalmente apresentam predisposi¢cdo ao
enraizamento (HAISSING, 1972) e o &cido alfa-naftaleno acético (ANA) é uma auxina
sintética utilizada em diversas técnicas e protocolos para o enraizamento de culturas
(MERCIER, 2004).

As citocininas, por sua vez, relacionam-se com quase todos 0s aspectos do
desenvolvimento, promovendo nas plantas divisao, alongamento e diferenciacédo celular,
retardando a senescéncia, promovendo a quebra da dominancia apical e induzindo
proliferacdo de gemas axilares (TAIZ e ZEIGER, 2009). A benzilaminopurina (BAP), é
uma citocinina que tem sido amplamente utilizada no cultivo in vitro (SOARES et al.,
2012; STEFANELLDO et al., 2009).
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N&o apenas a ac¢do isolada desses reguladores de crescimento, mas as suas
interacdes e a relacdo quantitativa de suas concentracgdes interferem no desenvolvimento
de plantas cultivadas in vitro (MERCIER, 2004; STADEN et al. 2008).

Informacdes sobre a interagdo desses hormonios vegetais e suas relagbes em
espécies da familia Orchidaceae ainda s&o insuficientes, entretanto se fazem necessérias
uma vez que a otimizacao do processo de cultivo in vitro propicia redug¢do nos custos de
producéo e contribue para elaboragéo de protocolos para multiplicacdo in vitro inclusive
de espécies em risco de extingdo. Dentre estas espécies encontra-se a Miltonia
flavescens Lindl. (IMES, 1997), uma orquidea muito apreciada pela beleza de suas
flores e pelo seu alto valor comercial.

Em vista do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a relacdo
citocinina: auxina no desenvolvimento radicular de Miltonia flavescens cultivada por 90

e 180 dias em meio de cultura suplementado com BAP e ANA.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
durante o periodo de setembro de 2011 a marco de 2012.

Foram utilizadas plantas de Miltonia flavescens Lindl., com trés folhas, 5
mm de comprimento de parte aérea e providas de sistema radicular com 3mm de
comprimento, germinadas e cultivadas in vitro, por 12 meses, em meio Murashige e
Skoog (1962) na metade da concentracdo de seus componentes (MS % ), geleificado
com 5,5 g L™ de 4gar bacteriolégico (Himedia®, india) e suplementado com 30 g L™
de sacarose (CsH12,0g) P.A. (Dindmica®, Brasil).

Para a avaliacdo das concentracGes dos reguladores de crescimento, foi
utilizado o meio de cultura MS¥% acrescido de 1,5 g L™ de carvdo ativado, 5,5 g L™ de
4gar bacteriolégico (Himedia®, india), 25 g L™ de sacarose (CgH1,06) P.A.
(Dindmica®, Brasil) e das concentragdes de ANA (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ou 8,0 mg L™)
isoladas e combinadas &s concentracées de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ou 8,0 mg L™),
ambos da Neon®, totalizando 36 tratamentos. Apos a etapa de preparo, o pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 utilizando KOH (0,1M). Frascos plasticos com tampa
rosqueavel e capacidade para 100 mL receberam 20 mL de meio de cultura e foram

esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atm de presséo, por 20 minutos.
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Apoés o resfriamento dos meios de cultura efetou-se a transferéncia, em
ambiente asséptico, de trés plantas de M. flavescens por frasco. Ao término da
transferéncia, os frascos foram tampados e as culturas foram acondicionadas em sala de
crescimento com temperatura média de 25 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas e radiacdo

-2

fotossintética de 20,0 pmol m? s, obtida por meio de duas lampadas brancas

fluorescentes de 40 W cada (Figura 1).

FIGURA 1. Cultivo in vitro de Miltonia flavescens Lindl. A) Sala de crescimento com
temperatura, radiacdo e fotoperiodo controlados; B) Frascos de cultivo; C)
Plantas de M. flavescens com 12 meses de idade. Barra de escala: 10 cm (A); 5
cm (B); 1 cm (C) — foto de Camila S. R. Lemes.

As plantas foram cultivadas por até 90 ou 180 dias e, ao término de cada
periodo de cultivo, foram removidas dos frascos, lavadas em agua corrente, até a total
remocdo do meio de cultivo e separadas em parte aérea e sistema radicular com o
auxilio de um bisturi. A seguir o sistema radicular foi avaliado quanto ao nimero de
raizes, comprimento da maior raiz e massa seca da raiz. Para a avaliacdo da massa seca
as raizes foram mantidas em estufa de circulacéo forcada a 68 °C até massa constante.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcelas sub-subdivididas, sendo alocadas
nas parcelas as seis concentracdes de BAP, nas subparcelas as seis concentraces de
ANA e na sub-subparcelas os dois tempos de cultivo com quatro repeti¢ces constituidas
de dois frascos de cultivo. As caracteristicas vegetais foram submetidas a analise de
variancia com o auxilio do programa SAEG (RIBEIRO JUNIOR, 2001). Os fatores
qualitativos foram comparados pelo teste de t de Studant até 5% e os quantitativos por
andlise de regressao.

A relagdo citocinina: auxina foi calculada para cada uma das variaveis,
levando-se em consideragdo seus valores maximos calculados por meio das equagoes de

regressao ajustadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo de cultivo (TC), as concentracdes de BAP e de ANA atuaram em
conjunto (p<0,01), sobre todas as varidveis estudadas. Em relagdo aos efeitos isolados
dos fatores estudados, apenas o BAP ndo influenciou significativamente (p>0,05) o

desenvolvimento do sistema radicular de M. flavescens (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo das andlises de variancia do namero de raizes (NR), comprimento
da maior raiz (CMR) e da massa seca (MSR) de Miltonia flavescens
Lindl. Dourados-MS, UFGD, 2012

Quadrados médios

F.V. G.L. NR CMR MSR
BAP 5 0,27"™ 0,51™ 0,38™
Erro 1 18 0,16 0,28 0,27
ANA 5 0,35* 0,62** 0,91**
BAP x ANA 25 0,62** 0,86** 2,61**
Erro 2 108 0,11 0,18 0,25
TC 1 1,65** 0,77* 85,02**
TC x BAP 5 0,08™ 0,53** 1,21**
TC x ANA 5 0,31** 0,41* 1,20**
TC x BAP x ANA 25 0,36** 0,59** 2,06**
Erro 3 90 0,10 0,15 0,21
CV(%) 22,8 10,2 12,1
Média Geral 1,30 0,54 cm 0,58 mg

"~ significativo, ao nivel de 1% de probabilidade; ~ significativo, ao nivel de 5% de probabilidade; ™ n&o
significativo pelo teste F.
TC=tempo de cultivo; BAP = benzilaminopurina; ANA= acido alfa-naftaleno acético

De maneira geral, as plantas cultivadas por 180 dias, apresentaram nimero
médio de raizes igual a 1,63, valor este estatisticamente superior ao apresentado pelas
plantas cultivadas por 90 dias (0,97). Embora as plantas cultivadas por 180 dias
apresentassem maior namero de raizes, o comprimento médio das mesmas (0,50 cm)
ndo diferiu estatisticamente daquelas cultivadas por 90 dias (0,57 cm).

Em decorréncia do sistema radicular das plantas de M. flavescens cultivadas
ser formado por raizes muito finas e de tamanho reduzido, 0 maior nimero de raizes
observado em plantas cultivadas por 180 dias ndo implicou que as mesmas
apresentassem massa seca do sistema radicular superior aquelas plantas cultivadas por
90 dias. O valor médio da massa seca das plantas cultivadas por 90 dias foi de 1,06 mg,
e das cultivadas por 180 dias foi de 0,55 mg.

Quando se avalia o efeito conjunto dos reguladores de crescimento em cada

periodo de cultivo verifica-se que o nimero de raizes das plantas de M. flavescens
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cultivadas por 90 dias apresentou resposta quadratica em funcdo das concentragdes de
BAP e ANA (Figura 2A), enquanto que aquelas cultivadas até 180 dias apresentaram
namero de raizes linear e crescente a medida que a concentra¢do dos reguladores de
crescimento aumentou (Figura 2B).

Os resultados apresentados pelas plantas cultivadas por 90 dias demonstram
que o maior nimero de raizes (1,7) seria obtido utilizando-se 5,1 mg L™ de BAP
combinado com 3,8 mg L™ de ANA, sendo que em concentracdes diferentes houve
reducdo nesses valores (Figura 2A). Para as plantas que foram cultivadas até 180 dias o
nimero de raizes formadas foi 2,5, resultante da combinagéo entre 8,0 mg L™ de BAP e
8,0 mg L™ de ANA (Figura 2B).

Muito se sabe sobre a importancia de um sistema radicular bem
desenvolvido. Segundo Kerbauy (1998), o enraizamento é essencial porque garante a
sobrevivéncia das plantas na fase ex vitro uma vez que as raizes das orquideas além de
fixarem as plantas no substrato, também armazenam agua e minerais através do velame
e do complexo exoderme-velame, pois estas estruturas funcionam como uma esponja,
reduzindo a perda de &gua por transpiracdo nos periodos de intervalos entre as regas
(BENZING et al.,1982).

Quanto maior a concentracdo de ANA, maior o numero de raizes aos 90 e
180 dias. De acordo com Mercier (2004), o enraizamento requer quantidades
diferenciadas de auxinas dependendo da fase organogenética em que se encontra a
planta. Na fase inicial, de inducdo e formacdo, seu requerimento € elevado, pois atuara
como um sinal para se iniciar a diviséo celular e a formacao do novo meristema.

A maior demanda por ANA (8,0 mg L™ ) pelas plantas cultivadas por 180
dias, possivelmente, foi o motivo pelo qual estas plantas apresentaram o maior valor
calculado de raizes (2,5) cerca de 1,5 vezes maior do que o maximo valor calculado
(1,7) para plantas cultivadas por 90 dias, as quais, por sua vez, necessitaram de uma
concentracdo menor (3,8 mg L) do regulador. O efeito benéfico das altas
concentracdes de auxina sobre o desenvolvimento radicular também foi relatado por
Johnson e Eminio (1979), os quais, estudando plantas de Mammillaria elongata,

observaram que a iniciacdo de raizes foi otimizada por altos niveis de auxina.
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FIGURA 2.

Sistema radicular de Miltonia flavescens Lindl. na presenca de BAP e ANA. NR=

nimero de raizes; CMR= comprimento de maior raiz. MSR= massa seca de
raizes.. Dourados-MS, UFGD, 2012.
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O Quadro 2 apresenta a equacédo da curva, o valor de R? e a significancia do

teste F da Figura 2.

QUADRO 2. Equacdo da curva, valor de R2 e significancia do teste F para nimero de
raizes (NR); comprimento da maior raiz (CMR) e massa seca da raiz
(MSR) de Miltonia flavescens Lindl. cultivada por 90 e 180 dias em
funcdo das concentragdes de BAP e ANA. Dourados-MS, UFGD, 2012

NR= 0,4279+0,2253BAP+0,3900ANA-0,0222BAP2-0,0514ANAZ; R?= 0,96; p= 0,01
NR= 1,2168+0,0383BAP+0,1242ANA+5,0389 *BAP2+1,0215" ' ANA?, R2= 0,95; p= 0,01
CMR= 0,4621+0,0854BAP+0,0681 ANA-0,0084BAP2-0,0118ANA?; R2= 0,98; p= 0,01

MSR= 0,7965+0,1058BAP+0,2456 ANA-0,0115BAP2-0,0338ANA?; R?= 0,90; p= 0,01
MSR= 0,5618+0,1434BAP-0,1019ANA-0,0195BAP2+0,0248ANA?; R?= 0,93; p= 0,01

A
B
C
D CMR=0,3715+0,0483BAP+0,0933ANA-0,0061BAP2-0,0099ANA?; R?= 0,85; p= 0,01
E
F
A,

C, E =90 dias de cultivo; B, D, F = 180 dias de cultivo

Entretanto, dependendo da espécie e das suas condigdes de cultivo, altas
concentragdes de auxina podem ser prejudiciais ao desenvolvimento radicular. Souto et
al. (2010) estudaram diferentes concentragcbes de ANA no enraizamento de Cattleya
bicolor em meio Knudson C e, ao final de 360 dias, concluiram que 2 mg L™ de ANA
inibiu a formacdo de raizes.

Muitos fatores estdo envolvidos na formacdo do sistema radicular das
plantas, porém, a interacdo entre os fitormonios € muito importante e ndo somente a sua
contribuicdo individual. O Quadro 3 apresenta os valores maximos do numero de raizes,
comprimento da maior raiz e massa seca das raizes de M. flavescens, cultivada por 90
ou 180 dias, calculados a partir das equacdes apresentadas na Figura 1, em funcdo das
concentracfes de BAP e ANA. Também é apresentada a relacdo citocinina:auxina
estabelecida para cada variavel em funcdo das concentracbes demandadas para a
obtencdo dos seus maiores resultados.

Ainda a respeito do nimero de raizes, observou-se que o balan¢co hormonal
citocinina:auxina (C:A) foi favoravel a citocinina (1,34) nas plantas cultivadas por 90
dias, sendo este o resultado da maior necessidade de BAP em relacdo ao ANA. Ja nas
plantas cultivadas por 180 dias, o balango hormonal C:A foi igual a 1,00 (Quadro 3).
Segundo Mercier (2004), balancos hormonais com elevadas proporc6es de citocinina
favorecem a diferenciacdo de gemas caulinares em detrimento da diferenciacdo de
raizes. Desta forma, os resultados apresentados sugerem que, para plantas de M.

flavescens cultivadas por 180 dias, o meio de cultura deve oferecer um balanco
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hormonal C:A tendendo ao equilibrio, possibilitando, desta forma, a maior chance de

formacéo de raizes.

QUADRO 3. Valores maximos calculados para numero de raizes (NR); comprimento
da maior raiz (CMR) e massa seca da raiz (MSR) de Miltonia flavescens
Lindl. cultivada por 90 e 180 dias em fungéo das concentra¢des de BAP e
ANA e a relacdo citocinina:auxina (C:A). Dourados-MS, UFGD, 2012

90 dias

BAP (mg L™ ANA (mg L™ C:A
NR= 1,7 5,1 3,8 1,34
CMR=0,8cm 5,1 2,9 1,76
MSR= 1,5 mg 4,6 3,6 1,28
180 dias
NR= 2,5 8,0 8,0 1,00
CMR=0,7 cm 3,9 4.7 0,83
MSR= 1,6 mg 3,7 8,0 0,46

As Figuras 2C e 2D apresentam os resultados do comprimento da maior raiz
(CMR) de M. flavescens cultivadas por 90 ou 180 dias. Resposta quadratica dessa
variavel em funcdo das concentracdes de BAP e ANA foi observada nos dois grupos de
plantas estudados.

Para as plantas cultivadas por 90 dias, o CMR calculado foi de 0,8 cm,
obtido com a utilizacdo de 5,1 mg L™ de BAP combinada com 2,9 mg L™ de ANA,
sendo que valores superiores acarretaram decréscimos nessa variavel (Figura 2C). Nas
plantas cultivadas até 180 dias, 0 CMR calculado foi de 0,7 cm obtido combinando-se
3,9mg L™ de BAP e 4,7 mg L™ de ANA (Figura 2D).

Em relacdo as diferentes concentracdes de ANA e sua influéncia no CMR,
verificou-se que as plantas cultivadas por 90 dias apresentaram maior comprimento de
raiz necessitando de uma concentracdo do regulador 1,6 vezes menor do que a
concentracdo requerida pelas plantas cultivadas até 180 dias. Esses resultados podem
ser decorrentes do fato de que apds a formacdo do primérdio radicular as elevadas
concentracbes de auxina, que antes eram necessarias, tornam-se inibitdrias ao
alongamento da raiz (MERCIER, 2004).

Analisando-se o balanco hormonal C:A estabelecido e a sua influéncia sobre
0 comprimento da maior raiz, verificou-se que as plantas que foram cultivadas por 90
dias e que apresentaram raizes mais longas, desenvolveram-se em meio de cultivo mais
rico em citocinina do que em auxina (Quadro 1). Entretanto, os resultados observados

neste trabalho sdo contrérios as observagdes feitas por Staden et al. (2008), os quais
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afirmam que altas concentracdes de citocinina (0,5 — 10 mg L™) geralmente inibem ou
retardam a formacdo de raizes, além de evitar o seu crescimento. Ainda de acordo com
estes autores, as citocininas geralmente ndo compdem meios onde serdo cultivadas
plantas que devem ser enraizadas para posterior aclimatizacéo.

Em relagdo & massa seca do sistema radicular de M. flavescens, observou-se
resposta quadratica dessa varidvel em funcdo das concentracdes de BAP e ANA, nos
dois tempos de cultivo (Figura 2E, 2F).

Para as plantas cultivadas por 90 dias, o valor maximo calculado foi de 1,5
mg, obtido com a utilizac4o de 4,6 mg L™ de BAP combinada com 3,6 mg L™ de ANA,
sendo que valores superiores acarretaram decréscimos nessa varidvel (Figura 2E). Nas
plantas cultivadas por 180 dias, o valor maximo calculado foi de 1,6 mg obtido quando
utilizou-se 3,7 mg L™ de BAP e 8,0 mg L™ de ANA (Figura 2F).

As plantas cultivadas por 180 dias, de modo geral, apresentaram a massa
seca de raizes prejudicada por baixas concentracdes (até 2,1 mg L™) de ANA.
Entretanto, quando a concentracdo de ANA foi maior do que 2,1 mg L™ verificou-se
efeito benéfico deste regulador sobre a massa seca das raizes de M. flavescens. Os
beneficios das concentracdes deste regulador sob os valores de massa seca do sistema
radicular de orquideas também foram observados por Souto et al. (2010) em plantas de
Cattleya bicolor, cultivadas em meio Knudson C acrescido de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg L™ de
ANA e cultivadas por 180 dias. De maneira semelhante, Mauro et. al. (1994) cultivando
Cattleya aurantiaca no meio MS acrescido de 0,1; 1,0 e 10,0 mg L™ de ANA também
observaram aumento da massa de raizes na presenca do regulador e concluiram que,
para esta espécie, a maxima producdo de raizes deve ocorrer em meio suplementado
com 10 mg L™ de ANA.

A respeito dos balangos hormonais estabelecidos é possivel afirmar que as
plantas cultivadas por 90 dias requereram concentracdes de citocinina sempre maiores
do que auxina, diferentemente do verificado nas plantas cultivadas por 180 dias.

De maneira geral, plantas de M flavescens cultivadas por 90 dias em meios
de cultivo mais ricos em citocinina do que auxina encontraram ambiente mais adequado
para o alongamento de suas raizes. Entretanto, o cultivo de M. flavescens por 180 dias
fez com que as necessidades hormonais da planta se alterassem, passando a produzir

mais raizes e massa seca de raizes na presenca de meios mais ricos em auxina.
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CONCLUSAO

Em vista dos resultados observados conclui-se o sistema radicular de plantas
de M. flavescens desenvolve-se melhor em plantas cultivadas por 180 dias em meios de
cultivo que apresentem relacéo citocinina:auxina favoravel a auxina, independente da

concentracdo de hormonios utilizada.
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CAPITULO IV - ACLIMATIZACAO DE Miltonia flavescens Lindl
(ORCHIDACEAE)

RESUMO

Embora a técnica do cultivo in vitro de plantas esteja bem desenvolvida, muitas
espécies ndo sobrevivem a aclimatizacdo. Avaliou-se o efeito de diferentes niveis e
espectros de radiacdo fotossintética na aclimatizacdo de Miltonia flavescens Lindl.
Plantas com 18 meses oriundas de semeadura in vitro foram plantadas em frascos
plasticos contendo substrato composto por esfagno e fibra de coco. Parte destas plantas
foi acondicionada em viveiro, sob radiagdo de 130,0 pmol m? s™. As demais plantas
foram submetidas a aclimatizacdo intermediaria, por 30 dias, em sala de crescimento,
com fotoperiodo e temperatura controlados, sob radiacdo de 20,0 pmol m? s (luz
fluorescente branca) ou 10,0 umol m? s (luz fluorescente vermelha). Apés 30 dias, as
plantas que estavam em aclimatizacdo intermediaria foram transferidas para o viveiro.
Aos 180 dias apdés a aclimatizacdo, todas as plantas foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia, comprimento da parte aérea e da maior raiz, numero de folhas, de raizes
e massa fresca. A aclimatizacdo intermediéria sob a radiacdo de 20,0 pmol m? s*
proporcionou a maior media da sobreviéncia e da relagdo entre 0 comprimento da parte
aérea inicial e final. Independentemente se receberam radiacdo fotossintética de 130; 20

ou 10 umol m? s*

, as medias da relacdo entre massa fresca, numero de raizes e
comprimento da raiz foram superiores a 1,0, indicando que houve desenvolvimento
vegetal. Baseado nos resultados observados, conclui-se que a aclimatizacdo
intermediaria, por 30 dias em sala de crescimento, é benéfica a Miltonia flavescens.

Palavras-chave: Orchidaceae, cultivo ex vitro, condi¢@es de luminosidade

ABSTRACT

Although in vitro plant cultivation technique is well developed, many species do not
survive the acclimatization. We evaluated the effect of different levels and
photosynthetic radiation spectra in the acclimatization of Miltonia flavescens Lindl.
Plants with 18 months from in vitro seeding were planted in plastic bottles containing

substrate composed of sphagnum and coconut fiber. Part of these plants was wrapped
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nursery, under radiation 130.0 umol m? s™. The remaining plants were submitted to
intermediate acclimatization for 30 days in growth room with controlled temperature
and photoperiod, under radiation of 20.0 umol m? s (white fluorescent light) or 10.0
umol m? s (red fluorescence light). After 30 days, the intermediate acclimatization
plants were transferred to the nursery. At 180 days of acclimatization, all plants were
evaluated for survival, shoot length and the largest root, number of leaves, roots and
fresh pasta. The intermediate acclimatization under the radiation of 20.0 umol m? s*
provided the highest average for survival and the relationship between the length of the
initial and final shoot. Regardless of whether received photosynthetic radiation 130; 20
or 10 pmol m? s, the relationship between the average fresh weight, root number and
root length was greater than 1.0, indicating that there plant development. Based on the
results it is concluded that the intermediate acclimatization for 30 days in a growth
chamber is beneficial to Miltonia flavescens.

Keywords: Orchidaceae, ex vitro culture, lighting conditions
INTRODUCAO

O cultivo in vitro tem sido amplamente utilizado para a propagacdo de
plantas ornamentais, apresentando vantagens como multiplicacdo rapida e obtencéo de
grande numero de plantas com alta qualidade genética e fitossanitaria (PASQUAL et
al., 2008), sendo indicado para suprir a demanda do mercado e ainda minimizar as
coletas predatorias de varias espécies, incluindo as quais as da familia Orchidaceae.

Segundo Hazarika (2003), embora a técnica do cultivo in vitro de plantas
esteja bem desenvolvida, existe ainda um grande numero de espécies que nao
sobrevivem a transferéncia do cultivo in vitro para as condi¢des ex vitro, denominada
aclimatizacdo. Para a maioria das espécies, esta transferéncia € critica e delicada, uma
vez que as plantas ainda sdo heterotroficas, apresentam baixa eficiéncia do sistema
radicular, reduzida competéncia vascular, pouca quantidade de estdmatos funcionais e
mal formacdo da cuticula (FARIA et al, 2012) o que reduz a probabilidade de
sobrevida se expostas a ambientes com elevada demanda evaporativa.

Ha relatos da elevacdo da taxa de sobrevivéncia de plantas cultivadas in
vitro através da remocdo das tampas dos frascos de cultivo, ainda em sala crescimento,
por um periodo de 2 a 5 dias antes do transplantio ex vitro, submetendo as plantas a

condigdes de umidade relativa mais baixa, acarretando na adaptacdo mais rapida dos
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estomatos do que nas plantas transplantadas diretamente para a casa de vegetagédo
(NASCIMENTO et al., 2008; SCHUCK et al., 2012).

Além disso, outro aspecto que influencia no sucesso da aclimatizacdo é a
radiacdo fotossintética, pois dela decorrem respostas metabolicas, as quais atuam
diretamente sobre a fotossintese, fotomorfogénese de tecidos e 6rgaos e fototropismo
(TAVEIRA, 2011).

Sorgato et al. (2015) observaram que a aclimatizacao intermediaria, em sala
de crescimento por trinta dias, utilizando radiacdo fotossintética proveniente de luz
branca, vermelha ou a combinacéo das duas elevou a porcentagem de sobrevivéncia das
plantas e um incremento na massa fresca de Dendrobium phalaenopsis Deang Suree,
sendo possivel a sua recomendacdo para esta espécie.

O género Miltonia € composto por aproximadamente 20 espécies, as quais
predominam em regides elevadas e de temperaturas amenas, havendo, porém, as que se
desenvolvem em regides mais quentes. S@o originarias do Panamé, Peru, Equador,
Colombia, Bolivia, Argentina, Paraguai e Brasil, sendo este Gltimo o centro de origem
de Miltonia flavescens Lindl, uma espécie epifita, amplamente espalhada pelos estados
das regides sul, sudeste e regides mais secas do interior do Brasil. Seu florescimento
acontece entre os meses de setembro a novembro, sendo que as pétalas e sepalas séo de
cor amarelo palha e labelo branco, com poucas machas vermelho-parpura
(SUTTLEWORTH et al., 1994). De acordo com Muller et al. (2007), devido a grande
pressdo resultante do desmatamento, a espécie M. flavescens estd ameacada de extingéo,
sendo necessarios estudos que possibilitem a producdo de mudas de boa qualidade que
viabilizem sua utilizacdo em programas de repovoamento e comercializagéo.

Em vista do exposto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes niveis de
radiacdes fotossintéticas, obtidos com diferentes espectros luminosos, na aclimatizacao

de Miltonia flavescens Lindl, a fim de que as plantas sobrevivam a fase ex vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de cultivo in vitro e na area de
Jardinocultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), nas coordenadas de 22° 11° S e 54° 56 W, com altitude de

446 m, de abril a outubro de 2013. O clima é do tipo Cwa mesotérmico Umido
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(KOPPEN, 1948) e a precipitacdo total anual varia entre 1250 e 1500mm, com
temperatura média de 22°C.

Para o estudo, foram utilizadas plantas de Miltonia flavescen Lindl., com
aproximadamente 18 meses, obtidas a partir de germinacdo assimbiotica de sementes
provenientes de frutos oriundos de polinizagdo natural, colhidos em plantas adultas do
orquidario da Universidade Federal da Grande Dourados. As plantas foram cultivadas
em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) na metade de sua concentragdo de
seus nutrientes (MSY2), em sala de crescimento com temperatura média de 25 + 2°C e
fotoperiodo de 12 horas, com radiagdo fotossintética de 20,0 umol m? s obtida por
meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada.

As plantas, com aproximadamente 3 + 0,5 cm de altura, foram retiradas dos
frascos de cultivo, lavadas com &gua corrente para remoc¢do do excesso de meio de
cultura e avaliadas quanto ao nimero de folhas (7,2), raizes (6,7), comprimento da
maior raiz (11 mm) e massa fresca (0,10 g) (Figura 1). Na sequéncia, cada individuo foi
plantado em recipientes de polietileno descartaveis com capacidade para 50 cm?
apresentando didmetro médio de 5,0 cm e altura de 4,0 cm, provido de furo para
drenagem em sua base e preenchidos com o substrato esfagno rosa (Agrolink,
Holambra-SP) + fibra de coco (Golden-Mix Chips, Amafibra®) (1:1 v v?).

Apos o plantio, os recipientes contendo as plantas, foram apoiados em
bandeja de polipropileno. Um conjunto de 20 plantas foi acondicionado diretamente em
viveiro (V) coberto pela sobreposicdo de trés telas de sombreamento de 50% cada, as

1 sob

quais propiciaram radiacdo fotossintética média diaria de 130 pmol m? s
condicBes médias de temperatura e umidade relativa de 22,6 £ 5 °C e 73,9 = 10%,
respectivamente, ndo sendo submetido a aclimatizacdo intermediaria. O sistema de
irrigacdo utilizado nesse viveiro foi constituido de difusores, posicionados a um metro
acima das plantas, acionados automaticamente por temporizador digital e valvula
solenoide, possibilitando a realizacdo de duas irrigacdes diarias, totalizando uma lamina

de 4gua de 1 mm dia™.
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FIGURA 1. Aclimatizacdo de Miltonia flavescens Lindl. A) Plantas de M flavescens com 1,5
anos de idade cultivadas in vitro; B) Aspecto morfolégico das plantas
aclimatizadas; C) Bandejas de polipropileno contendo os recipientes de cultivo —
foto de Camila S. R. Lemes.

Dois conjuntos, de 20 plantas cada foram transferidos para sala de
crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados (25 + 2°C, 12h) e foram
submetidos a aclimatizacdo intermediaria, por 30 dias, sob as seguintes condigdes de
radiagdo fotossintética: 1- luz fluorescente branca (20,0 umol m? s'); 2- luz
fluorescente vermelha (GRO-LUX®) (10,0 umol m? s™), fornecidas através de duas
lampadas dispostas 30 cm acima das plantas. Durante este periodo, as plantas receberam
duas pulverizagdes diarias com agua destilada utilizando-se pulverizadores manuais.
Apos a aclimatizacdo intermediaria, os frascos foram transferidos para 0 mesmo viveiro
gue continha o conjunto de plantas que ndo foi submetido a aclimatizacdo intermediaria.

Aos 30 e aos 180 dias apds o transplante, foram coletadas amostras de
tecidos foliares de plantas submetidas as trés condi¢cGes de luminosidade. As folhas
foram cortadas em fragmentos de 5 mm, fixadas em F.A.A. (formaldeido 35%, acido
acetico glacial e etanol 50%), e armazenadas em refrigerador até o inicio do processo de
desidratacdo em série alcoolica progressiva com alcool butilico terciario (DANKIN e
HUSSEY, 1985). Apos este processo os fragmentos foliares foram infiltrados em
parafina e, posteriormente, em paraplast. Foram feitos cortes transversais de 3 um de
espessura em micrétomo rotativo manual, que foram corados com safranina-orange G-
fast Green FCF (HAGQUIST, 1974). Depois de serem montadas as laminas
permanentes, as imagens foram analisadas utilizando o aplicativo computacional
(AxioVision versdo 3.1), acoplado ao microscopio de ocular micrométrica.

Durante a aclimatizacdo definitiva, no viveiro, as plantas foram adubadas
quinzenalmente, via foliar, com 2,0 mL L™ de NPK 10-10-10, acrescido dos seguintes
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%. A cada 30 dias as plantas foram desinfestadas, preventivamente, com
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O-S-dimetil-N-acetil-fosforamidotioato (4 mg L™) e Mancozebe (4 mg L™). Tanto para
a adubacéo foliar, quanto para a desinfestagdo, foi utilizado pulverizador costal com
capacidade para 5L.

Aos 180 dias ap0s o transplante, as plantas foram retiradas dos substratos e
lavadas em agua corrente até total remocao dos substratos. Em seguida foram avaliadas
quanto ao comprimento da parte aérea (30,1 mm), niamero de folhas (5,8), de raizes
(10,8), comprimento da maior raiz (32,8 mm), massa fresca (0,30 g).

Dado o interesse em investigar a hipétese de aumento no nimero de folhas,
de raizes, no comprimento de parte aérea e da maior raiz e na massa fresca das plantas
aclimatizadas em relagdo aos seus valores iniciais, calculou-se a relagdo entre os valores
finais e iniciais de cada variavel, por meio da expressao: R = (VF/VI), onde VI é o valor
da variavel antes da aclimatizacdo e VF é o valor da mesma variavel apds a
aclimatizacdo. Esses valores, assim como a porcentagem de sobrevivéncia, foram
submetidos a analise de variancia.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 20
repeticbes por tratamento, constituidas por uma planta. Os dados decorrentes de
variaveis discretas ou de porcentagem foram transformados em \x + 1 antes de serem
submetidos a analise de variancia com a utilizacdo do programa SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2010). Havendo significancia, os fatores qualitativos foram comparados

por teste de médias (Tukey a 5% de probabilidade).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo das condi¢Bes de luminosidade sobre a relacdo do
namero de folhas (RNF) (p < 0,05) e comprimento da parte aérea (RCPA) (p < 0,01) de
Miltonia flavescens. Para as demais variaveis ndo houve efeito dos tratamentos
(p>0,05). Salienta-se que a sobrevivéncia das plantas foi superior a 85% e que as mortes

ocorreram nos primeiros 30 dias da aclimatizacdo (Quadro 1).
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QUADRO 1. Resumo das andlises de variancia da sobrevivéncia das plantas aos 30
(SOB30) e aos 180 (SOB 180) dias da aclimatizagdo, da relacdo massa
fresca (RMF), numero de folhas (RNF), nimero de raizes (RNR),
comprimento da maior raiz (RCMR) e comprimento da parte aérea
(RCPA) de Miltonia flavescens Lindl., 180 dias apds a aclimatizacéo.
Dourados, UFGD, 2013

F.V. G.L Quadrados médios

SOB30 SOB180 RMF RNF RNR RCMR RCPA
Trat 2  1166,66™ 1166,66™ 0,032 0,032 0,052™ 0,135™ 0,056
Erro 57 614,03 614,03 0,063 0,007 0,026 0,116 0,004
CV (%) 26,5 26,5 12,6 6,2 9,9 16,7 4,6
M. Geral 93,3 93,3 3,1 0,8 1,7 3,2 1,0

" significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste Tukey
significativo, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Tukey
™ ndo significativo

O Quadro 2 apresenta a relacdo entre os valores finais e iniciais de cada variavel
em funcéo da radiacdo fotossintetica fornecida na aclimatizacao.

QUADRO 2. Sobrevivéncia das plantas aos 30 (SOB30) e aos 180 (SOB 180) dias da
aclimatizacéo, relacOes iniciais e finais de massa fresca (RMF), nimero
de folhas (RNF) e de raizes (RNR), comprimento da maior raiz (RCMR)
e da parte aérea (RCPA) de Miltonia flavescens Lindl. observados em
funcdo da aclimatizacdo. Dourados-MS, UFGD, 2013

Tratamentos SOB30 SOB180 RMF RNF RNR RCMR RCPA

LB 100a 100a 2,9a 0,8ab 1,5a 3,2a 1,2a
LV 95a 95a 2,9a 0,9a 1,7a 2,8a 0,9b
\ 85a 85a 3,2a 0,7b 1,8a 3,6a 0,9b
CV (%) 26,5 26,5 12,5 6,1 9,8 16,7 4,6
Meédia Geral 93,3 93,3 3,1 0,8 1,7 3,2 1,0
DP 25,1 25,1 0,9 0,2 0,5 1,4 0,2

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si. (tukey 5% de probabilidade)
LB=luz branca (20,0 umol m?s™); LV=luz vermelha (10,0 pmol m? s™); V=viveiro (130,0 pmol m? s%).

A maior média da RNF foi observada nas plantas que receberam tratamento
com luz fluorescente vermelha (LV), as quais ndo diferiram estatisticamente das plantas
tratadas com luz fluorescente branca (LB), durante 30 dias de aclimatizacdo
intermediaria. As plantas do viveiro (V), que ndao foram submetidas a aclimatizacdo
intermedidaria, apresentaram a menor média de RNF, sendo diferente estatisticamente (p
< 0,05) apenas do tratamento LV (Quadro 2).

Os resultados da RNF apresentados indicam que o namero de folhas

observado aos 180 dias foi inferior ao apresentado pelas plantas no inicio do periodo de
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aclimatizacdo, o que, por sua vez, gerou valores da relacdo inferiores a 1,0,
independentemente se as plantas foram ou ndo submetidas a aclimatizacéo
intermediéria. Baseado nisso, sugere-se que este resultado pode ser decorrente do
estresse ocasionado pela aclimatizacdo. Plantas cultivadas in vitro, aparentemente
vigorosas, podem apresentar uma série de mudancas morfoldgicas, anatdmicas e
fisiologicas quando aclimatizadas. Além disso, nestas condi¢des, sabe-se que a camada
de cera sobre as folhas € minima ou inexistente e a conexdo entre o sistema vascular do
caule e das raizes adventicias ainda é fragil para permitir um fluxo transpiratério
adequado (FARIA et al.,, 2012). Como resposta as novas condi¢des de cultivo, a
abscisdo foliar € uma das formas de minimizar as perdas por evapotranspiracéo (TAIZ e
ZEIGER, 2008).

Entretanto, as plantas submetidas a aclimatizacdo intermediaria com LV
apresentaram as menores perdas de folhas e este resultado foi estatisticamente diferente
do apresentado pelas plantas cultivadas no viveiro (Quadro 2), indicando o efeito
benéfico da LV sobre a RNF, o que pode ser decorrente da capacidade que a radiacao
vermelha possui, de modo geral, de promover o crescimento e alongamento da parte
aérea (MARKS e SIMPSON, 1999), além de estimular a biossintese de citocinina
enddgena, que € um hormonio reconhecido por seu efeito benéfico sobre o
desenvolvimento da parte aerea das plantas (GEORGE e DAVIES, 2008).

As plantas que receberam tratamento com LB apresentaram a maior média
da RCPA, resultado esse estatisticamente diferente aos observados em plantas
aclimatizadas em LV e diretamente no viveiro (Quadro 2).

O valor da RCPA superior a 1,0 indica que houve desenvolvimento vegetal
e que, aos 180 dias, as plantas de M. flavescens tratadas com luz branca apresentaram
crescimento de parte aérea superior ao apresentado no inicio do periodo experimental. A
radiacdo branca, de amplo espectro, contem todos os comprimentos de onda (azul,
vermelho e verde) necessarios para ganhos energéticos pela fotossintese, bem como
para outros processos fisiologicos (ANTONOPOLOU et al., 2004; ARAUJO et al.,
2009a; ARAUJO et al., 2009b). Galdiano Janior et. al (2012), cultivaram Cattleya
loddigesii por 90 dias em meio MS % acrescido de diferentes concentraces de carvdo
ativado, sob radiacdo branca ou vermelha e, decorridos 120 dias apds a aclimatizacéo,
constataram o efeito benéfico da luz branca sobre a porcentagem de sobrevivéncia das
plantas, independentemente do tratamento in vitro, atribuindo os resultados, de modo

geral, as melhores condi¢des de desenvolvimento que este tipo de radiacdo
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proporcionou as plantas.

Embora a radiacdo vermelha seja conhecida por promover alongamento de
parte aérea de plantas que se desenvolvem in vitro, de acordo com Antonopolou et al.
(2004) este comportamento ndo € geral e os autores afirmam que a influencia da
qualidade da luz sobre o crescimento e o desenvolvimento das plantas esta fortemente
associado a espécie.

Independentemente do tratamento utilizado, todas as médias apresentadas
pela variavel RMF foram superiores a 1,0 (LB = 2,9; LV = 2,9; V = 3,2) (Quadro 2),
indicando que houve desenvolvimento vegetal e que as condi¢Bes oferecidas a espécie
foram satisfatorias para os primeiros 180 dias ap6s o transplante. De maneira
semelhante, em todos os tratamentos utilizados verificou-se valores sempre maiores do
que 1,0 para RNR e RCMR (Quadro 2), evidenciando desenvolvimento radicular
satisfatorio, que por sua vez é essencial na fase ex vitro.

Aos 30 e 180 dias, independente do tratamento utilizado, cortes transversais
das folhas de M. flavescens apresentaram células epidérmicas unisseriadas da face
adaxial maiores que da face abaxial, além de cuticula delgada ou inexistente (Figura 2).
Segundo Stern e Judd (2001) em geral, as folhas de orquideas apresentam clorénquima
homogéneo, o que foi constatado neste experimento, ja que em todas as ldminas ndo foi
possivel delimitar os parénquimas.

Apos 30 dias do transplante, apesar da homogeneidade do clorénquima, as
plantas submetidas a aclimatizacdo intermediaria, seja por LB ou LV, apresentaram
maior organizacdo das células que compdem o mesofilo, feixes vasculares mais
evidentes e estruturados e células epidérmicas mais organizadas, comparativamente as
plantas do viveiro. A organizacdo das células epidérmicas, em vista frontal, apresentou-
se alongada longitudinalmente na face adaxial, e arredondada na face abaxial. Em
contra partida, no viveiro, as plantas apresentaram desorganizacdo nas células do
mesofilo e feixes vasculares pouco estruturados. Resultados semelhantes foram
verificados por Sorgato et al (2015) em plantas Dendrobium phalaenopsis Deang Suree
submetidas a aclimatizacdo intermediaria por 30 dias em sala de crescimento sob
radiacio de 9,45; 14,85; 18,9 e 162,0 pmol m? s*. Segundo Hazarika (2006), o
mesofilo pouco diferenciado e o fragil sistema vascular das folhas formadas in vitro
tornam essas plantas altamente susceptiveis ao estresse durante a aclimatizacéo.

Aos 180 dias apos o transplante, independentemente do tratamento, pode-se

observar células da epiderme e mesofilo mais organizadas e feixes vasculares
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desenvolvidos e diferenciados, indicando que, para M. flavescens, ao nivel celular, este

periodo é suficiente para garantir que ocorra a transi¢ao da fase in vitro para a ex vitro.

V - 180 dias

FIGURA 2. Cortes transversais de regides medianas de folhas de Miltonia flavescens
Lindl. submetidas a diferentes condi¢des luminosas: V — viveiro; LB — luz
branca; LV: luz vermelha; aos 30 dias e 180 dias apds a aclimatizacéo.
Epiderme da face adaxial (Ead), Epiderme da face abaxial (Eab), Feixe
vascular (Fv), Xilema (X), Floema (F) e Mesofilo (M). Dourados/MS,
UFGD, 2013.

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos recomenda-se a pré-aclimatizacdo de M.
flavescens, por 30 dias, em sala de crescimento, com temperatura média de 25 + 2°C e
fotoperiodo de 12 horas, sob radiagdo fotossintética de 20,0 pmol m? s™ obtida por

meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos recomenda-se 0 meio MS e MS %2 para
germinacdo e desenvolvimento inicial de Miltonia flavescens. Salienta-se que o meio
MS % suplementado com 25 g L™ de sacarose e quando suplementado com balanco
hormonal favoravel a auxina, independentemente da concentracdo utilizada, propicia
melhor desenvolvimento das plantas e do sistema radicular, respectivamente, quando
cultivadas in vitro por 180 dias.

Em relacdo as plantas de M. flavescens oriundas de cultivo in vitro
recomenda-se que as mesmas devam ser submetidas a pré-aclimatizacao por 30 dias, em
sala de crescimento com temperatura média de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas, sob
radiacdo fotossintética de 20,0 pmol m? s obtida por meio de duas lampadas brancas
fluorescentes de 40 W cada.

Finalizando, considerando a sobrevivéncia de 100% das plantas
aclimatizadas que foram submetidas aos tratamentos supra-citados, conclui-se que 0s

mesmos devam ser utilizados como protocolo de producéo de M. flavescens.



