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RESUMO

O trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito das condi¢Ges de luz proporcionada
por LEDs e comparar a eficiéncia de meios de cultivo, sobre a germinacédo e crescimento inicial
in vitro de lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. Foram utilizados, para germinacdo de sementes
de I. utricularioides, os meios de cultivo MS, MS %%, K, VW e meios modificados pela substituicdo
dos macronutrientes da formulagédo original do VW pelas formula¢des comerciais de N-P-K: 09-
45-15 (PF) ou 20-20-20 (PM) ou 30-10-10 (PC). Ap6s a inoculacdo, as culturas foram
acondicionadas em sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados, e submetidas
as seguintes condig0es: fluorescente branca (6.500K) - controle; LED 100% amarela (3.000K);
LED 100% branca (6.500K); LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul. Aos 45 e
90 dias apos a semeadura foi avaliada a germinacéo e o crescimento inicial. Aos 45 dias a maior
porcentagem de germinagéo foi observada com a utilizagdo do meio VW e a grande maioria dos
propagulos ainda se encontravam em estadio 1. Quando foi utilizado o meio K + LED 100%
amarela (3.000K) foi observada a formagéo de plantulas no estadio 2. Aos 90 dias 0s maiores
valores para porcentagem de propagulos clorofilados foram observados nos meios MS, MS %2 e
VW, independente da condicdo de luz utilizada. Os maiores valores para propagulos em estadio 4
foram verificados no meio VW + LED 100% amarela (3.000K) e VW + CL4 LED 50% branca
(6.500K) + 25% vermelha + 25% azul. A 1. utricularioides germina e se desenvolve melhor quando
cultivada in vitro com a utilizacdo de meios de cultivo que possuam menores concentracfes de
sais. A fonte de luz LED 100% amarela (3.000K) pode ser utilizada em salas de crescimento no
cultivo in vitro dessa orquidea.

Palavras-chave: diodo emissor de luz, Orchidaceae, meios de cultivo.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of light conditions provided by LEDs and to
compare the efficiency of culture media on the in vitro germination and initial growth of lonopsis
utricularioides (Sw.) Lindl. For germination of I. utricularioides seeds, the culture media MS, Y2
MS, K, VW were used, and media modified by replacing the original formulation VW
macronutrients in commercial formulations for NPK: 09-45-15 (PF). or 20-20-20 (PM) or 30-10-
10 (PC). After inoculation, the cultures were conditioned in growth room with controlled
temperature and photoperiod, and subjected to the following conditions: white fluorescent
(6.500K) - control; 100% yellow LED (3.000K); 100% white LED (6.500K); 50% white LED
(6.500K) + 25% red + 25% blue. At 45 and 90 days after sowing, germination and initial growth
were evaluated. At 45 days the highest percentage of germination was observed with the use of
VW medium and most of the propagules were still in stage 1. When the medium K + LED 100%
yellow (3.000K) was used the formation of seedlings at stadium 2. At 90 days the highest values
for percentage of chlorophyll propagules were observed in MS, %2 MS and VW media, regardless
of the light condition used. The highest values for stage 4 propagules were found in VW + 100%
yellow (3.000K) LED and VW + CL4 50% white (6,500K) + 25% red + 25% blue. The I.
utricularioides germinates and develops best when grown in vitro using culture media that have
lower salt concentrations. The 100% yellow (3.000K) LED light source can be used in growing
rooms for in vitro cultivation of this orchid.

Keywords: light emitting diode, Orchidaceae, culture media.



1. INTRODUCAO

A lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. é uma espécie de orquidea nativa do
bioma Cerrado, amplamente distribuida e encontrada no Brasil, nas regiées Norte (Para,
Amazonas, Acre e Rondbnia), Nordeste (Maranhdo, Pernambuco e Bahia), Centro-Oeste
(Mato Grosso, Goias, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Sdo
Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parana e Santa Catarina) (BARROS et al., 2019). Na Serra
do Japi/SP, a espécie € considerada rara, entretanto € comum em areas de floresta mesofila
estacional semidecidua e matas de galeria em regides adjacentes as areas de cerrado do
interior do estado de Sdo Paulo, por exemplo, nos municipios de Sdo Carlos, Itirapina,
Jaboticabal e Bauru (PANSARIN, 2008).

A atividade extrativista de orquideas nativas é uma realidade. Este fato
contribui para torna-las vulneraveis, aumentando seu risco de extin¢éo e por esse motivo
a propagacao da espécie pode ser realizada através de técnicas de cultivo in vitro, sendo
a germinacao assimbidtica de sementes a mais utilizada quando se deseja produzir grande
namero de plantas com variabilidade genética, em tempo relativamente curto e com alta
qualidade fitossanitaria, pois apresenta elevados percentuais de germinacdo quando
comparada a germinacdo sob condi¢cfes naturais (LORENZI & SOUZA, 2008; FARIA
etal., 2010; ABRAO et al., 2014; CARDOSO, 2014).

No cultivo in vitro, a formulagéo, a consisténcia e o enriquecimento do meio
de cultivo, que variam de acordo com as necessidades nutricionais de cada espécie,
juntamente com a composicdo espectral da luz e irradiancia sdo fatores que podem
influenciar na germinacdo e no crescimento inicial. Esses podem ser especificos nas
diferentes etapas da germinacéo, crescimento e desenvolvimento do material cultivado in
vitro (STEWART & KANE, 2006; TEMJENSANGBA & DEB, 2006; PAUL etal., 2012;
TAIZ etal., 2017; SILVA et al. 2015; SORGATO et al., 2015). De modo geral, 0s meios
de cultivo como MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), KC (KNUDSON, 1946) e VW
(VACIN & WENT, 1949) sdo os mais utilizados na germinacao assimbidtica e no cultivo
in vitro de orquideas (SUZUKI et al., 2010; FARIA et al., 2012; SILVA et al., 2015).

O diodo emissor de luz (LED) é uma tecnologia que oferece muitas
possibilidades na iluminacdo horticola, devido a sua capacidade de separar e misturar
diferentes espectros de luz, além de permitir ajustes de irradidncia adequada aos
fotorreceptores das plantas (SINGH et al., 2015). Permitindo através dessas propriedades,

regular paramentos de plantas cultivadas in vitro como variagbes morfoldgicas,



anatdbmicas e atributos fisiolégicos como o alongamento, a formacéo de brotos axilares,
a inducdo de embrides somaticos, a rizogénese, a anatomia foliar e habilidades
fotossintéticas (GUPTA & JATOTHU, 2013). Contudo, ainda sdo poucos os estudos
cientificos sobre a utilizacdo das ldmpadas LEDs, como fonte de energia luminosa, no
cultivo in vitro e ex vitro de orquideas.

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito das condi¢Bes de luz
proporcionadas por LEDs e a eficiéncia de diferentes meios de cultura sobre a germinacgao

e o crescimento inicial in vitro de lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A familia Orchidaceae originou-se na Malasia, ha milhdes de anos, quando a
maioria das familias das angiospermas tornavam-se diferenciadas (GARAY, 1972). E
considerada a maior familia dentre as Angiospermas, possui cerca de 848 géneros,
aproximadamente 10.490 espécies (BARROS et al., 2020). No Brasil, Barros et al. (2020)
listam 217 géneros e 2.443 espécies, das quais 1.571 sdo endémicas do pais.

O género lonopsis possui seis espécies amplamente distribuidas ao longo da
América e também nas ilhas de Galapagos (ALRICH & HIGGINS, 2008). A Lista de
Espécies da Flora do Brasil considera que existem trés espécies do género no Brasil
(BARROS et al., 2019). No bioma Cerrado, e no Distrito Federal, esta representada por
apenas uma espécie, lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. (BARROS et al., 2019).

A orquidea lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. é uma epifita e caracterizada
como uma planta pequena, com pseudobulbos reduzidos, que medem apenas 1 cm de
altura e as folhas com cerca de 10 cm s&o lineares de consisténcia coriacea. A
inflorescéncia é paniculada bem maior que a planta, as flores de cerca de 1,5 cm de
didmetro tém formato de coracdo e podem ser roseas, brancas ou lilases, com sépalas e
pétalas bem reduzidas e labelo grande. Embora pequenas, elas surgem reunidas em hastes
florais de até 30 cm de comprimento durante a primavera, chamando bastante atencao
(OSTETTO, 2015).

I R
FIGURA 1: lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. Aspecto morfologico da flor. Foto:
Edson Moroni

A propagacdo de orquideas pode ser realizada assexuadamente atraveés de
brotagdes laterais formadas a partir dos pseudobulbos e por divisdo de touceiras ou de

forma sexuada, sendo esta a mais utilizada quando se deseja produzir grande niumero de
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plantas em tempo relativamente curto e com alta qualidade fitossanitariaa (LORENZI &
SOUZA, 2008; FARIA et al., 2010; CARDOSO, 2014).

A multiplicacéo rapida e eficiente de orquideas tanto para a pesquisa, visando
a preservacdo das espécies ameacadas ou ndo de extingdo, quanto para a produgdo em
escala comercial, pode ser realizada através de técnicas de cultivo in vitro (CARDOSO,
2014; SORGATO et al., 2014). Dentre as técnicas, a germinacdo assimbidtica de
sementes de orquideas se destaca, pois, esse tipo de semeadura apresenta elevados
percentuais de germinagdo quando comparada a germinacdo sob condic¢Bes naturais, a
qual é dependente de fungos micorrizicos, constituindo, dessa maneira, uma alternativa
viavel para propagacéo dessas plantas (FARIA et al., 2012; ABRAO et al., 2014).

A escolha apropriada do meio de cultivo para semeadura in vitro é um dos
principais fatores para o sucesso do cultivo assimbi6tico, uma vez que as respostas
germinativas variam de acordo com as necessidades nutricionais de cada espécie, que
podem ser especificas nas diferentes etapas de germinacdo, crescimento e
desenvolvimento (STEWART & KANE, 2006; TEMJENSANGBA & DEB, 2006;
PAUL et al., 2012; SILVA et al., 2015).

Outro fator importante para a germinacao das sementes € a luz (SILVA et al.,
2015). A germinacdo de sementes de orquideas apresenta diferentes respostas a luz
(ARDITTI & ERNST, 1894, SILVA et al., 2015). Assim, a luz emitida por diodo vem
sendo utilizado como uma alternativa para sistemas de iluminagdo convencionais e tem
sido demonstrado através de pesquisas que podem ser utilizados como fonte de luz
artificial para a cultura de tecidos de plantas, obtendo resultados satisfatorios (YEH e
CHUNG, 2009). Atraves das propriedades espectrais dos LEDs (Light-Emitting Diode)
é possivel regular pardmetros de plantas cultivadas in vitro, como variagdes morfoldgicas,
anatdmicas e atributos fisiolégicos como o alongamento, a formagéao de brotos axilares,
a inducdo de embribes somaticos, a rizogénese, a anatomia foliar, e habilidades
fotossintéticas (GUPTA & JATOTHU, 2013).

O LED e um dispositivo semicondutor composto basicamente por silicio, que
emite luz de estreito espectro quando energizado (BOURGET, 2008). Destacam-se como
fontes de luz por possuirem longo periodo de vida util (50.000h), comprimento de onda
especifico, massa e volume pequenos, além da alta eficiéncia no processo de geracao de
luz (60%) com baixa producéo de calor, contribuindo para a aquisi¢cdo de um sistema de
resfriamento menos potente e consequentemente, consumindo menos energia na sala de
crescimento (YEH & CHUNG, 2009; ROCHA et al., 2013).
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As novas tecnologias utilizadas na producéo de flores e plantas ornamentais
requerem o aprimoramento das técnicas e melhores condicdes de cultivo in vitro, pois sdo
ferramentas biotecnoldgicas valiosas na producdo e propagacdo de plantas, uma vez que,
busca-se na horticultura ornamental a obtencdo de mudas de melhor qualidade e producao
em larga escala em menor tempo, visando tanto a comercializacdo e quanto a conservacao

das espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo
O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultivo in vitro de Flores e

Plantas Ornamentais da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), durante o periodo de julho de 2018 a dezembro de 2018.

3.2 Coleta e desinfestacdo dos frutos
Como material vegetal utilizou-se sementes provenientes de frutos da

orquidea I. utricularioides, destacados com auxilio de uma tesoura de poda manual das
matrizes e posteriormente levados para o laboratorio de cultivo in vitro da FCA/UFGD,
onde foram desinfestados com solucdo de alcool etilico 70% e abertos com auxilio de
bisturi, sendo as sementes homogeneizadas, avaliadas quanto a viabilidade pelo teste
tetrazolio e posteriormente acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75%
UR) por 14 dias.

3.3 Teste de viabilidade das sementes
Ap0s esse periodo, realizou-se o teste de tetrazdlio, seguindo metodologia

proposta por Soares et al. (2014), segundo a qual, trés porc¢des de sementes, de 5 mg cada,
colocadas em tubos de ensaio e cada uma delas receberam 3 mL de solucdo aquosa de
cloreto de trifenil tetrazolio (0,5%). As suspensdes de sementes foram acondicionadas no
escuro, em temperatura ambiente (25+2 °C). Ap0s 24 horas, as suspensdes de tetrazdlio
receberam acréscimo de 7 mL de agua destilada estéril e agitadas, sendo pipetado 1 mL
para identificacdo e contagem de sementes potencialmente viaveis em placas de acrilico
(2,0 cm x 2,0 cm x 0,5 cm), quadriculadas (0,5 cm x 0,5 cm), com o auxilio de
microscopio estereoscopico binocular, sendo esse procedimento realizado trés vezes.
Consideraram-se como viaveis as sementes com embrides totalmente coloridos de rosa
carmim claro, enquanto as sementes com embrides incolores, parcialmente corados ou
desprovidas de embrido foram consideradas inviaveis. Para cada amostra foram
realizadas trés leituras, sendo posteriormente calculada a média entre elas, e identificadas

as sementes viaveis ou inviaveis (Figura 2).
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FIGURA 2. Detalhe das sementes viaveis (SV) e ndo viaveis (SNV) de lonopsis
utricularioides (Sw.) Lindl., apés o teste de viabilidade. Barra de escala = 1 mm. UFGD,
Dourados-MS, 2019. Foto: Luan M. Ribeiro.

3.4 Procedimentos para semeadura assimbidtica
Como meio de cultura para germinacdo das sementes, foram utilizados os

meios MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962); MS Y2 (MS na metade de concentracdo de
sais); K (KNUDSON C, 1946); VW (VACIN & WENT, 1949) e meios simplificados
pela adicdo de macronutrientes (3 g L) com as formulagdes comerciais de N-P-K: PF)
09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10, acrescidos dos micronutrientes do meio
VW. Todos os meios de cultivo foram solidificados com 6,5 g L™ de &gar bacterioldgico
(Himedia®, india) e suplementados com 30 g L™ de sacarose. O pH dos meios foi aferido
e ajustado para 5,8 utilizando-se KOH (0,1M) e na sequéncia distribuido em frascos de
polipropileno com tampa rosqueével com capacidade de 60 mL, sendo que cada frasco
recebeu 20 mL do referido meio de cultivo. Posteriormente, os frascos foram esterilizados
em autoclave a 121 °C e 1 atm de pressao, por 20 minutos. Apos o resfriamento os frascos
foram transferidos para sala de crescimento.

Em seguida, foram pesados 10 mg de sementes de I. utricularioides e as
sementes foram levadas para ambiente asséptico e desinfestadas, onde, permaneceram
imersas na solucdo de hipoclorito de sodio a 0,8% (15 mL) por cinco minutos (5°).
Posteriormente, a suspensdo de sementes foi diluida para 50 mL com &gua destilada e em
seguida recebeu triplice lavagem (40 mL por lavagem). Apos este procedimento o volume
da suspensdo foi completado para 50 mL com agua destilada para a semeadura in vitro.
A semeadura foi realizada com o auxilio de um pipetador automatico inoculando-se 1000

uL da suspensdo de sementes por frasco.
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3.5 Tratamentos experimentais
Ap0s a inoculacdo, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento

com temperatura e fotoperiodo controlados (252 °C; 16h) e submetidas as seguintes

condig0es de luz descritas na Tabela 1:

TABELA 1. Condigdes de luz para a germinagéo e crescimento inicial in vitro de lonopsis
utricularioides (Sw.) Lindl. UFGD, Dourados-MS, 2019.

Condicéo de luz (CL) Sigla

Fluorescente branca (6.500K) - controle CL1

LED 100% amarela (3.000K) CL2

LED 100% branca (6.500K) CL3

LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul CL4

3.6 Procedimentos para avaliacdo da semeadura assimbiotica
Aos 45 e 90 dias apds a semeadura foi avaliada a porcentagem de germinagéo.

Os materiais contidos nos frascos foram lavados com 3 mL de agua destilada estéril e
acondicionados em placas de acrilico (2,0 cm x 2,0 cm x 0,5 cm), quadriculadas (0,5 cm
x 0,5 cm) e, com auxilio de microscdpico estereoscopico binocular foram contados o
numero de sementes ndo germinadas (NSNG) e o nimero de propégulos clorofilados
(PC). A porcentagem de germinacao foi calculada pela seguinte expressdo: %G = [PC /
(NSNG + PC)] x 100. Apds a contagem, os tratamentos foram fotografados com camera
acoplada ao microscopico estereoscépico, com auxilio do programa computacional

AxionVision versdo 3.1 (Zeiss®).

3.7 Procedimentos para avalia¢do do crescimento inicial
As avaliacOes de crescimento inicial, foram realizadas aos 45 e 90 dias ap0s

a semeadura, seguindo metodologia descrita por Suzuki et al. (2009), onde foram

consideradas as seguintes classes morfoldgicas descritas na Figura 3:
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Estadios de desenvolvimento Sigla
Estéadio 1 - Protocormo intumescido clorofilado P1
# Estadio 2 - Plantula com formacéo da primeira folha P2
n Estadio 3 - Plantula com duas folhas P3
lz */( Estadio 4 - Plantula com folhas e uma ou mais raizes P4

FIGURA 3. Estadios de desenvolvimento de lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. UFGD,
Dourados-MS, 2019. Foto: Luan M. Ribeiro.

Também foi contabilizado o nimero de propagulos nao clorofilados (PNC).
Apos as avaliacBes, os tratamentos foram fotografados com camera acoplada ao
microscopico estereoscdpico, com auxilio do programa computacional AxionVision

versdo 3.1 (Zeiss®).

3.8 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e os

tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4 x 7 (quatro condic¢des de luz e sete
meios de cultura), com dez repeticdes, tanto aos 45 quanto aos 90 dias de cultivo. Os
resultados foram transformados para V(x+1) e, a seguir, submetidos a analise de variancia
e comparados pelo teste de Tukey até 5% de probabilidade com auxilio do software
estatistico SISVAR (Programa de Andlises Estatisticas v.5.3. Universidade Federal de
Lavras, MG).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

45 dias

Houve efeito isolado dos meios de cultura sobre a germinacdo. Efeito
significativo da interagdo entre luz x meio de cultivo foi observado para as variaveis %P2,
%PC e %PNC. Nenhum dos fatores influenciaram a %P1 aos 45 dias ap06s a semeadura
(Tabela 2).

TABELA 2. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G) e do
crescimento inicial in vitro: protocormo estadio 1 (%P1), plantula em estadio 2 (%P2),
propagulo clorofilado (%PC) e propagulo ndo clorofilado (%PNC) de lonopsis
utricularioides (Sw.) Lindl. em diferentes condi¢des de luz e meios de cultivo aos 45 dias
apos a semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2019.

................ Quadrado médio ..................

Fator de variagdo GL

%G %P1 %P2 %PC %PNC
Luz 3 10,46™  162,67™  94,11" 46,78 265,52"
Meio 6 7019,67° 171,01™ 94,11 20452,65° 18578,29"
Luz x Meio 18 101,91"  223,28™  94,11" 572,83 675,27
Erro 54 66,46 127,09 5,65 38,98 161,80
Total 83  47599,67 12598,68 2857,43 135327,58 133248,43
Media 38,85 97,61 1,06 59,80 39,01
C.V. (%) 12,64 10,14 18,49 6,96 24,10

*, ™. significativo e ndo significativo, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
GL.: grau de liberdade.

A maior %G foi observada com a utilizacdo do meio VW (90%), valor este
56 pontos percentuais maior do que 0 meio MS % que apresentou %G = 40%, enquanto
os meios de cultura PC, PF e PM apresentaram a menor eficiéncia para a germinagéo in

vitro dessa orquidea (20%, 23% e 23%, respectivamente) (Tabela 3).

TABELA 3. Porcentagem de germinacéo (%G) de lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl.
em fungdo dos meios de cultivo aos 45 dias apos semeadura. UFGD, Dourados- MS,
2019.

%G
Meios de cultivo PC PF PM K MS MS1/2 VW
20¢c 23 ¢ 23 ¢ 36 b 39b 40b 90 a
Média 39
C.V. (%) 12,64

Letras minusculas, na linha, comparam os meios de cultura (Tukey p<0,05). Formula¢Ges comerciais de N-
P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson C (1946); MS= Murashige & Skoog
(1962); MS Y%= (MS na metade de concentracdo de sais); VW= Vacin & Went (1949).
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Godo et al. (2011), em sua revisdo relataram que a luz € um fator ambiental
importante que pode afetar diretamente o desenvolvimento das plantas. Para a germinacéo
de sementes de orquideas, o efeito das condi¢bes de luminosidade ndo é generalizado,
uma vez que as respostas germinativas podem ser determinadas pela espécie, dependendo
ou ndo do seu habito de crescimento (KAUTH et al., 2008). Esses resultados corroboram
com Soares (2018) que, estudando a germinacdo de Schomburgkia crispa Lindl. em
diferentes meios de cultivo e condigdes de luminosidade, observou que ndo houve
influéncia da luminosidade sobre esse a germinacéo, evidenciando que as sementes dessas
espécies sdo, nas condicBes avaliadas, fotoblasticas neutras (TAIZ et al., 2017).

Observando as respostas germinativas dessa espécie pode-se destacar que a
escolha do meio de cultivo é importante para o sucesso da germinacao de sementes de
orquideas, uma vez que a formulacdo adequada para cada espécie esta ligada diretamente
aos nutrientes fornecidos as plantas e a sua influéncia na germinacgdo (SUZUKI et al.,
2009).

As maiores médias de %PC (100%) foram observadas nos tratamentos PF +
CL2; K+ CL1; K+ CL3e MS % + CL2. J4 as menores médias foram encontradas em PC
e PM, apresentando os maiores valores de mortalidade (%PNC), independente da luz
utilizada. De maneira geral, no meio VW houve a menor mortalidade de protocormos
(Tabela 4).

Ao analisar a composicdo quimica dos diferentes fertilizantes comerciais
adicionados aos meios de cultivo PC, PF e PM, pode-se observar que os maiores valores
de %PC foram encontrados em PF (Tabela 4). Esses resultados permitem inferir que o N
(nitrogénio) em elevadas concentracdes, pode ter influenciado na mortalidade dos

protocormos.
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TABELA 4. Porcentagem de protocormos clorofilados (%PC) e ndo clorofilados (%PNC)
de lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. em diferentes condicGes de luz e meios de cultivo
aos 45 dias apés semeadura. UFGD, Dourados-MS, 20109.

Meio HPC
CL1 CL2 CL3 CL4
PC 0,00 dA 0,00 cA 0,00 eA 0,00 dA
PF 95,83 aA 100,00 aA 62,03 dB 50,62 cC
PM 0,00 dA 0,00 cA 4,76 eA 0,00 dA
K 100,00 aA 58,91 bB 100,00 aA 93,86 Aa
MS 63,71 cA 67,41 bA 76,08 cA 68,44 bA
MS %2 75,23 bB 100,00 aA 91,41 bA 94,19 aA
VW 94,30 aA 94,96 aA 85,64 bA 97,05 aA
C.V. (%) 6,96
Meio %PNC
PC 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
PF 4,17 dB 0,00 cB 37,97 bA 49,38 bA
PM 100,00 aA 100,00 aA 95,24 aA 100,00 aA
K 0,00 dB 41,09 bA 0,00 cB 6,14 cB
MS 36,29 cA 32,59 bA 23,92 bA 31,56 bA
MS % 24,77 cA 0,00 cA 8,59 cA 581 CcA
VW 5,70 dA 5,04 cA 14,36 cA 2,95 cA
C.V. (%) 24,10

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultivo na mesma condigéo de luz.

Letras maidsculas, na linha, comparam a condicdo de luz do mesmo meio de cultura (Tukey p<0,05).
Formulacbes comerciais de N-P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson C
(1946); MS= Murashige & Skoog (1962); MS %= (MS na metade de concentracéo de sais); VW= Vacin &
Went (1949); CL1= Fluorescente branca (6.500K); CL2= LED 100% amarela (3.000K); CL3= LED 100%
branca (6.500K); CL4= LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul.

O N é um dos elementos mais limitantes no crescimento e desenvolvimento
das plantas, sendo o seu papel amplamente reconhecido (Rodrigues et al., 2011). Ha
relatos na literatura de que, quando o N é fornecido somente na forma de sais inorganicos
de amdnio, as células in vitro apresentam sintomas de toxidez (Ribeiro et al., 2002). Além
disso, 0 acimulo do ion aménio pode ser prejudicial a fisiologia do vegetal, podendo levar
a morte e por este motivo necessita ser assimilado rapidamente em sua forma organica
(TAIZ etal., 2017).

Embora sem significancia, a %P1 de I. utricularioides apresentou média geral
de 97,62%. Aos 45 dias de cultivo in vitro a grande maioria dos propagulos ainda se
encontravam em estadio 1 (protocormo intumescido clorofilado), sendo que praticamente
todos os meios de cultura e condi¢cdes de luminosidade testados propiciaram valores

elevados dos protocormos nesse estadio de crescimento. Entretanto, apenas quando foi
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utilizado o meio K + CL2 foi observada a formacdo de plantulas no estadio 2 (%P2),

sendo este 29,64% do total do tratamento.

TABELA 5. Porcentagens de propagulos em estadio 2 (%P2) de lonopsis utricularioides
(Sw.) Lindl. em diferentes condigdes de luz e meios de cultivo aos 45 dias apds a
semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2019.

Ve %P2
¢10 CcL1 CcL2 CcL3 cL4
PC 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA
PF 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA
PM 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA
K 0,00 aB 20,64 aA 0,00 aB 0,00 aB
MS 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA
MS ¥ 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA
VW 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA
Média 0,00 4,23 0,00 0,00
C.V. (%) 18,49

Letras mindsculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma condigao de luz.

Letras maidsculas, na linha, comparam a condi¢do de luz do mesmo meio de cultura (Tukey p<0,05).
Formulagbes comerciais de N-P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson C
(1946); MS= Murashige & Skoog (1962); MS %= (MS na metade de concentracdo de sais); VW= Vacin &
Went (1949); CL1= Fluorescente branca (6.500K); CL2= LED 100% amarela (3.000K); CL3= LED 100%
branca (6.500K); CL4= LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul.

Essas observacdes permitem inferir que, embora a %G de |. utricularioides
tenha sido maior no meio VW, a utilizacdo de meio K, em sala de crescimento com LED
100% amarela (3.000K) pode ser a condi¢do mais apropriada para a germinacao in vitro
dessa espécie, ja que promoveu o desenvolvimento dos protocormos formados, o que

pode resultar em maior crescimento em menor periodo de tempo.

90 dias

Aos 90 dias de cultivo in vitro, houve efeito significativo (p<0,05) da
interacdo das condicBes de luz x meios de cultivo para as varidveis %P1, %P2, %P4 e

%PC. Para %P3 e %PNC foi constatado efeito isolado dos meios de cultivo (Tabela 6).
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TABELA 6. Resumo da analise de variancia do crescimento inicial in vitro: protocormo
estadio 1 (%P1), plantula em estadio 2 (%P2), plantula em estadio 3 (%P3), plantula em
estadio 4 (%P4), propagulo clorofilado (%PC) e propagulo ndo clorofilado (%PNC) de
lonopisis utricularioides (Sw.) Lindl. em diferentes condigdes de luz e meios de cultivo
aos 90 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2019.

Fatorde ., . Quadrado médio ..................

variacéo %P1 %P2 %P3 %P4 %PC  %PNC
Luz 3 772,16" 333,94" 67,39 430,81" 36565™ 365,65™
Meio 6 11313,30" 2380,11" 1267,10° 1349,86" 19584,16" 19584,16"

Luzx Meio 18 301,67° 119,84° 80,67" 230,41" 113,46 113,46™
Erro 54 100,56 47,78 4510 56,74 13425 134,25
Total 83 81121,84 201068 11721,1 16624,3 128367,6 128367,7
Média 67,86 1458 8,89 8,66 57,31 42,68

C.V. (%) 9,74 26,17 31,43 3419 10,60 22,85

*, Ms: significativo e ndo significativo, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
GL.: grau de liberdade.

De maneira geral, os maiores valores para %PC foram observados nos meios
VW, MS %2 e MS, independente da condicéo de luz utilizada. A condi¢cdo de luminosidade
influenciou apenas as plantulas cultivadas em meio K, apresentando %PC de 88,63 e
78,75% nas lampadas CL3 e CL4, respectivamente (Tabela 7).

TABELA 7. Porcentagem de protocormos clorofilados (%PC) de lonopsis utricularioides
(Sw.) Lindl. em diferentes condi¢des de luz e meios de cultivo aos 90 dias apds
semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2019.

Meio %PC

CL1 CL2 CL3 CL4
PC 0,00 cA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 cA
PF 66,11 bA 64,07 bA 81,19 aA 74,71 bA
PM 0,00 cA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 cA
K 63,19 bB 66,61 bB 88,63 aA 78,75 bA
MS 54,23 bA 71,68 bA 71,91 aA 76,88 bA
MS %2 95,24 aA 87,45 aA 86,99 aA 97,62 aA
VW 87,80 aA 97,64 aA 96,86 aA 97,27 aA

Média 52,37 55,35 60,80 60,75

C.V. (%)

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma condicao de luz.

Letras maidsculas, na linha, comparam a condicdo de luz do mesmo meio de cultura (Tukey p<0,05).
Formulagbes comerciais de N-P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson C
(1946); MS= Murashige & Skoog (1962); MS %= (MS na metade de concentracdo de sais); VW= Vacin &
Went (1949); CL1= Fluorescente branca (6.500K); CL2= LED 100% amarela (3.000K); CL3= LED 100%
branca (6.500K); CL4= LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul.

Novamente entre os meios de cultivos formulados com formulacdes

comerciais, somente PF apresentou protocormos clorofilados aos 90 dias de cultivo,
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reiterando a hipotese de que elevadas concentracdes de nitrogénio podem ter sido toxicas,
prejudicando o desenvolvimento in vitro de I. utricularioides.
Os meios VW e MS Y% proporcionaram 0s menores valores em %PNC,

apresentando mortalidade de 5,11 e 8,18%, respectivamente (Tabela 8).

TABELA 8. Porcentagem de protocormos ndo clorofilados (%PNC) de lonopsis
utricularioides (Sw.) Lindl. em meios de cultivo aos 90 dias ap6s semeadura. UFGD,
Dourados-MS, 2019.

9%PNC
Meio de cultivo  PC PF PM K MS  MS% VW
100,00a 2848b 100,00a 2570b 31,32b 818c 51lc
Média 42,68
C.V. (%) 24,10

Letras mindsculas, na linha, comparam os meios de cultura (Tukey p<0,05). Formulagdes comerciais de N-
P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10); K= Knudson C (1946); MS= Murashige & Skoog
(1962); MS Y%= (MS na metade de concentracao de sais); VW= Vacin & Went (1949).

O meio PF apresentou as maiores médias para % de P1, independente da
condicdo de luz utilizada. A média de PF + CL1 (100%) néo diferiu estatisticamente da

apresentada por VW (84,16%) na mesma condicdo de luminosidade (Tabela 9).

TABELA 9. Porcentagem de propagulos em estadio 1 (%P1) no crescimento inicial de
lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. em diferentes condi¢des de luz e meios de cultivo
aos 90 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2019.

Meio %P1
CL1 CL2 CL3 CL4
PC 0,00 eA 0,00 cA 0,00 dA 0,00 dA
PF 100,00 aA 96,97 aA 95,83 aA 94,41 aA
PM 0,00 eA 0,00 cA 0,00 dA 0,00 dA
K 70,59 bcA 45,79 bB 60,09 bAB 48,56 bB
MS 51,03 cdA 44,14 bA 49,23 bA 39,68 bA
MS % 27,36 dAB 35,88 bA 23,56 CAB 11,79 cB
VW 84,16 abA 25,32 bC 50,92 bB 44,80 bBC
Média 76,16 64,01 68,52 62,75
C.V. (%) 9,74

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma condigao de luz.

Letras mailsculas, na linha, comparam a condicdo de luz do mesmo meio de cultura (Tukey p<0,05).
Formulacbes comerciais de N-P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson C
(1946); MS= Murashige & Skoog (1962); MS %= (MS na metade de concentracdo de sais); VW= Vacin &
Went (1949); CL1= Fluorescente branca (6.500K); CL2= LED 100% amarela (3.000K); CL3= LED 100%
branca (6.500K); CL4= LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul.

Os resultados permitem inferir que os meios de cultivo alternativos com

formulagdes comerciais de N-P-K, ndo contribuiram com o desenvolvimento dos
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protocormos, uma vez que, quase todos ainda se encontravam na fase P1 aos 90 dias de
cultivo.

As maiores médias para %P2 foram observadas no meio MS % + CL3
(45,54%) sem diferencga significativa para MS %2 + CL2 (33,36%) e MS + CL3 (33,18%)
e no meio MS + CL4 (42,37%) sem diferenca significativa para MS + CL3 e MS %2 +
CL4 (28,23%) (Tabela 10).

TABELA 10. Porcentagem de propagulos em estadio 2 (P2) no crescimento inicial de
lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. aos 90 dias ap6s a semeadura em funcdo das
condicdes de luz e dos meios de cultivo. UFGD, Dourados-MS, 2019.

Ve %P2
¢10 CcL1 CL2 cL3 CcL4
PC 0,00 bA 0,00 cA 0,00 Da 0,00 cA
PF 0,00 bB 3,03 cA 4,16 cdA 5,59 CA
PM 0,00 bA 0,00 cA 0,00 dA 0,00 cA
K 15,09 abA 11,97 beA 21,20 bcA 15,11 beA
MS 8,11 bB 33,99 aA 33,18 abA 42,37 aA
MS1/2 3042 aB 33,36 aAB 45,54 aA 28,23 abB
VW 10,04 bB 23,12 abAB 26,42 bA 17.21 bcAB
Meédia 9,09 15,07 18,64 15,50
C.V. (%) 26,17

Letras mindsculas na coluna comparam os meios de cultura na mesma condigao de luz.

Letras maidsculas, na linha, comparam a condi¢do de luz do mesmo meio de cultura (Tukey p<0,05).
Formulagbes comerciais de N-P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson C
(1946); MS= Murashige & Skoog (1962); MS %= (MS na metade de concentracdo de sais); VW= Vacin &
Went (1949); CL1= Fluorescente branca (6.500K); CL2= LED 100% amarela (3.000K); CL3= LED 100%
branca (6.500K); CL4= LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul.

Para os propagulos em estadio 3, os maiores resultados foram observados com
a utilizagdo dos meios de cultivo MS e MS %2 (23,15 e 22,14% respectivamente) (Tabela
11).

TABELA 11. Porcentagens de propagulos em estadio 3 (%P3) de lonopsis utricularioides
(Sw.) Lindl. em meios de cultivo aos 90 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados-MS,
2019.

%P3
Meio de cultivo PC PF PM K MS MS 1/2 VW
0,00c 0,00c 0,00c 1141b 23,15a 2214a 5,58hbc
Média 8,89
C.V. (%) 31,43

Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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As maiores médias para % P4 foram observadas no meio VW + CL2
(46,27%), ndo diferindo significativamente do mesmo meio de cultura na luz CL4
(31,50%) (Tabela 12).

TABELA 12. Porcentagem de propagulos em estadio 4 (P4) no crescimento inicial de
lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. aos 90 dias apds a semeadura em funcdo das
condigdes de luz e dos meios de cultivo. UFGD, Dourados-MS, 2019.

Meio %P4
CL1 CL2 CL3 CL4
PC 0,00 bA 0,00 cA 0,00 aA 0,00 bA
PF 0,00 bA 0,00 cA 0,00 aA 0,00 bA
PM 0,00 bA 0,00 cA 0,00 aA 0,00 bA
K 1,42 bB 26,80 bA 10,94 aAB 26,77 aA
MS 0,00 bA 3,17 cA 2,47 aA 0,00 bA
MS 1/2 21,35 aAB 9,88 hcB 13,65 aB 30,41 aA
VW 2,51 bC 46,27 aA 15,41 aBC 31,50 aAB
Média 3,61 12,30 6,08 12,67
C.V. (%) 34,19

Letras minusculas na coluna comparam os meios de cultura ha mesma condigéo de luz.

Letras maidsculas, na linha, comparam a condicdo de luz do mesmo meio de cultura (Tukey p<0,05).
FormulacGes comerciais de N-P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson (1946);
MS= Murashige & Skoog (1962); MS %= (MS na metade de concentracéo de sais); VW= Vacin & Went
(1949); CL1= Fluorescente branca (6.500K); CL2= LED 100% amarela (3.000K); CL3=LED 100% branca
(6.500K); CL4= LED 50% branca (6.500K) + 25% vermelha + 25% azul.

Na natureza, |. utricularioides tem habito epifitico e ocorre em ambientes de
Cerrado, o que pode explicar o requerimento de menor teor de nutrientes. De acordo com
Stewart (1989), as espécies de orquideas podem ser divididas em dois grupos conforme
suas necessidades nutricionais: 0 primeiro grupo € composto por espécies que germinam
em meios de cultura com menor concentracdo de nutrientes, como o VW, ja o segundo
grupo é composto por espécies de orquideas que germinam melhor em meios com maior
concentracdo de macronutrientes.

Os resultados observados neste trabalho tanto para germinacdo quanto para
crescimento inicial sugerem que 1. utricularioides, pertenca ao primeiro grupo,
necessitando de meios de cultura com menor fornecimento de nutrientes para o cultivo in

vitro, como pode ser observado na Figura 4.
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45 dias 90 dias
CL1 CL2 CL3 CL4 CL1 CL2 CL3 CL4

PM

Imm

Figura 5. Propagulos de lonopsis utricularioides (Sw.) Lindl. aos 45 e 90 dias apés a
semeadura em funcdo das condicdes de luz e meios de cultura. Formulagdes comerciais
de N-P-K: PF) 09-45-15 ou PM) 20-20-20 ou PC) 30-10-10; K= Knudson C (1946); MS=
Murashige & Skoog (1962); MS Y%= (MS na metade de concentracdo de sais); VW=
Vacin & Went (1949); CL1= Fluorescente branca (6.500K); CL2= LED 100% amarela
(3.000K); CL3= LED 100% branca (6.500K); CL4= LED 50% branca (6.500K) + 25%
vermelha + 25% azul.

CONCLUSAO

1- A luz ndo é um fator limitante para a germinacdo de lonopsis utricularioides
(Sw.) Lindl.

2- A espécie estudada germina e se desenvolve melhor quando cultivada in vitro com
a utilizagdo de meios de cultivo que possuam menores concentragdes de sais.

3- A fonte de luz LED 100% amarela (3.000K) pode ser utilizada em salas de

crescimento no cultivo in vitro de I. utricularioides.
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