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PROPAGAGCAO IN VITRO DE Cattleya LINDL. (ORCHIDACEAE)
NATIVAS DO CERRADO BRASILEIRO EM FUNCAO DA LUZ

RESUMO GERAL

O cultivo in vitro é uma ferramenta biotecnoldgica valiosa na obtencéo de plantas tanto
o cultivo comercial quanto para a pesquisa visando a preservacdo das espécies. Dentre
elas destacam-se a Cattleya nobilior Rchb.f.,, e Cattleya walkeriana Gardner que
pertencem a familia Orchidaceae. Essas plantas sdo nativas do Brasil e estdo
classificadas como quase ameacada de extincdo e vulneravel, respectivamente. Dessa
forma, protocolos para a técnica in vitro variam em funcdo da espécie a ser produzida,
tornando assim necessaria a adequacdo do procedimento para cada uma delas.
Objetivou-se com este trabalho determinar uma metodologia do teste de tetrazoélio,
germinacdo e o desenvolvimento inicial in vitro de propagulos de duas orquideas do
género Cattleya nativas do Cerrado brasileiro. Foram realizados trés experimentos
independentes no Laboratorio de Cultivo in vitro da Faculdade de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Grande Dourados-UFGD. Para o primeiro experimento,
objetivou-se identificar metodologia adequada para a identificacdo da viabilidade de
sementes de Cattleya pelo teste de tetrazolio, por meio de trés pré-condicionamentos:
sem embebicdo (controle); sacarose (10%) ou &gua destilada e, ap6s 24 horas,
submetidas a solucdo de tetrazdlio, com trés tipos de condicionamento: estufa (40 °C),
banho maria (40 °C) ou temperatura ambiente. Apos esse periodo de 24 horas, foi
calculada a porcentagem de sementes viaveis (%SV) e aos 45 dias apds a semeadura, foi
calculada a porcentagem de germinagdo (%G) a nivel de caracterizagdo. O segundo
experimento, objetivou-se avaliar a germinagéo e desenvolvimento inicial in vitro de
orquideas do género Cattleya Lindl. nativas do Cerrado brasileiro em funcdo do
espectro de luz. Apds semeadura, as culturas foram acondicionadas sob os seguintes
espectros de luz - L1: LED 100% branco (6.500K); L2: LED 100% vermelho; L3: LED
100% azul; L4: LED 50% azul + 50% vermelho; L5: LED 50% branco + 25% azul +
25% vermelho; L6: LED 75% azul + 25% vermelho; L7: LED 75% vermelho + 25%
azul e L8: lampada branca fluorescente (6.500K). Aos 45 e 90 dias ap6s a semeadura foi
avaliada a porcentagem de germinacdo (%G) e o estabelecimento inicial dos
propagulos. Em relacdo ao terceiro experimento, objetivou-se avaliar a germinagdo e
desenvolvimento inicial in vitro de orquideas do género Cattleya Lindl. nativas do
Cerrado brasileiro em funcéo de fontes de luz natural e artificial. Os frascos apds serem
inoculados, foram acondicionados sob as seguintes fontes de luz - L1: LED amarelo
3.000K (128 umol m? s?); L2: LED branco 6.500K (108 pmol m? s?); L3: lampada
branca fluorescente 6.500K (23 pmol m2 s?) e L4: luz natural - 35 pmol m? s,
Decorridos 45 e 90 dias ap6s a semeadura, avaliou-se a porcentagem de germinagdo
(%G) e o estabelecimento inicial dos propagulos. Para o experimento |, as espécies C.
nobilior e C. walkeriana, nativas do Cerrado, o condicionamento em temperatura
ambiente apresentou maior efeito na visualizagdo das sementes, sugerindo que o teste de
tetrazdlio deve ser realizado nesta temperatura de condicionamento. Para o experimento
I1, os espectros de luz como L5 e L2 podem ser indicadas como substitutas para a L8,
utilizadas em salas de crescimento. Em relacdo ao experimento Ill, a fonte de luz
artificial como o L1 pode ser indicada como substituta para a L3, utilizada em salas de
crescimento em laboratorios de cultivo in vitro.

Palavras-chave: Orchidaceae; Espécie nativa; Horticultura Ornamental



IN VITRO PROPAGATION OF Cattleya LINDL. (ORCHIDACEAE)
NATIVES OF THE BRAZILIAN CERRADO IN FUNCTION OF
THE LIGHT

ABSTRACT

In vitro cultivation is a valuable biotechnological tool in obtaining plants both for
commercial cultivation and for research aimed at the preservation of species. Among
them stand out Cattleya nobilior Rchb.f., and Cattleya walkeriana Gardner that belong
to the Orchidaceae family. These plants are native to Brazil and are classified as near
endangered and vulnerable, respectively. Thus, protocols for the in vitro technique vary
depending on the species to be produced, thus making it necessary to adapt the
procedure to each one of them. The objective of this work was to determine a
methodology for the tetrazolium test, germination and the initial in vitro development of
propagules of two orchids of the genus Cattleya native to the Brazilian Cerrado. Three
independent experiments were carried out in the In vitro Cultivation Laboratory of the
Faculty of Agricultural Sciences, Federal University of Grande Dourados-UFGD. For
the first experiment, the objective was to identify an adequate methodology to identify
the viability of Cattleya seeds by the tetrazolium test, through three pre-conditioning:
without imbibition (control); sucrose (10%) or distilled water and, after 24 hours,
submitted to a tetrazolium solution, with three types of conditioning: oven (40 °C),
water bath (40 °C) or room temperature. After this 24-hour period, the percentage of
viable seeds (%SV) was calculated and at 45 days after sowing, the germination
percentage (%G) at the characterization level was calculated. The second experiment
aimed to evaluate the in vitro germination and initial development of orchids of the
genus Cattleya Lindl. natives of the Brazilian Cerrado as a function of the light
spectrum. After sowing, cultures were placed under the following light spectra - L1:
100% white LED (6,500K); L2: 100% red LED; L3: 100% blue LED; L4: 50% blue +
50% red LED; L5: LED 50% white + 25% blue + 25% red; L6: LED 75% blue + 25%
red; L7: LED 75% red + 25% blue and L8: white fluorescent lamp (6,500K). At 45 and
90 days after sowing, the germination percentage (%G) and the initial establishment of
the propagules were evaluated. Regarding the third experiment, the objective was to
evaluate the in vitro germination and initial development of orchids of the genus
Cattleya Lindl. natives of the Brazilian Cerrado due to natural and artificial light
sources. After inoculation, the vials were placed under the following light sources - L1:
3,000K yellow LED (128 pmol m2s?); L2: 6,500K white LED (108 pmol m? s); L3:
6,500K white fluorescent lamp (23 pmol m s™) and L4: natural light - 35 umol m2 s,
After 45 and 90 days after sowing, the germination percentage (%G) and the initial
establishment of the propagules were evaluated. For experiment I, the species C.
nobilior and C. walkeriana, native to the Cerrado, the conditioning at room temperature
had a greater effect on the visualization of seeds, suggesting that the tetrazolium test
should be performed at this conditioning temperature. For experiment Il, light spectra
such as L5 and L2 can be indicated as substitutes for L8, used in growth rooms.
Regarding experiment |1, an artificial light source such as L1 can be indicated as a
substitute for L3, used in growth rooms in in vitro culture laboratories.

Keywords: Orchidaceae; Native species; Ornamental Horticulture



INTRODUCAO GERAL

Ha& milhdes de anos, na Malésia, durante o periodo Cretaceo, a maioria das
familias das angiospermas tornavam-se diferenciadas (GARAY, 1972) e, atualmente,
engloba cerca de aproximadamente 899 géneros e 27.801 espécies com nomes aceitos,
sendo a segunda maior familia de plantas com flores (THE PLANT LIST, 2021). Para o
Brasil, sdo listados 251 géneros descritos, 2.692 espécies, das quais 1.490 sdo
endémicas do pais. No Cerrado brasileiro, ocorrem 642 espécies, distribuidas em 113
géneros (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021).

Orchidaceae se encontra entre as plantas ornamentais de maior apreciacdo e de
valor comercial por suas caracteristicas, tais como: tamanho da inflorescéncia,
variedade, tamanho, numero, coloracdo e durabilidade das flores, capacidade de
combinacao genética, além da indicacdo para uso na producdo de flores de corte, vaso e
como folhagem (PASQUAL et al, 2011; HUNHOFF et al., 2016). Essa
representatividade é atribuida principalmente aos novos hibridos que sdo inseridos
anualmente por produtores no mercado, resultantes de cruzamentos, sendo 2.345
cultivares (JUNQUEIRA e PEETZ, 2017).

A maioria das espécies do género Cattleya Lindl. sdo epifitas e possuem
caracteristicas que as unem, tais como: tamanho de pétalas e sepalas e variagdo de cores
e perfumes de suas flores; além da morfologia floral, onde sépalas e pétalas séo
semelhantes. As sépalas sdo protetoras da parte floral interna, distinguindo-se entre uma
sépala dorsal e duas sépalas laterais. As pétalas, também em ndmero de trés, ndo sao
fundidas entre si e apresentam diferengas morfologicas mais notérias: sendo duas
pétalas laterais similares entre si, e a terceira, diferenciada e desenvolvida em labelo, e
que serve como atrativo e como pista de aterrissagem para os agentes polinizadores. O
labelo também pode apresentar em sua base um espordo nectarifero, além disso a
evolugdo levou a redugdo do numero de partes florais e & fusdo das estruturas
reprodutivas masculinas e femininas na coluna, constituindo uma carateristica primaria
da identificacdo de qualquer orquidea (NICOLAU, 2017) (Figura 1).
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FIGURA 1. Aspectos morfoldgicos da flor de Cattleya walkeriana var. alba Gardner
Foto: RIBEIRO, L. M. 2019.

Os frutos pertencentes a esse género sdo capsulares e quase secos, raramente
carnosos; as sementes sS40 numerosas, mindsculas, com embrido rudimentar,
desprovidas de endosperma (RODRIGUES, 2011). Todas essas caracteristicas podem
ser reunidas ndo somente em um Unico género, mas também em toda a familia por conta
da estrutura floral conservada (SUTTLEWORTH et al., 1994; APW, 2013).

Cattleya esta entre os géneros mais comercializados no Brasil, competindo com
outras orquideas como Phalaenopsis e Dendrobium (JUNQUEIRA e PEETZ, 2017).
Possui cerca de 48 espécies distribuidas por toda América Tropical, regido caracterizada
por habitats de alta luminosidade e umidade relativa (FARIA, et al., 2010; CARDOSO,
2014; JUNQUEIRA e PEETZ, 2017). Além disso, no Brasil ocorrem 26 espécies desse
género, 0 maior nimero entre todos os paises, sendo 21 endémicas (PINHEIRO, 2012;
FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021). De acordo com Pinheiro (2012)
esse género é o mais importante dentro dessa familia devido ao elevado valor
ornamental, pelas flores grandes e com inumeras cores, e também ao fato de que todas
as espécies tém sido coletadas intensamente na natureza para cultivo. O autor salienta
ainda que a elevada frequéncia com a qual vem ocorrendo essa procura tem levado a
uma reducdo e desaparecimento de varias populacdes e, consequentemente, varias

destas espécies apresentam-se ameacadas de extincdo. Vale ressaltar que desde a época



da colonizacdo esse género de orquideas vem enfrentando pressdo extrativista
(ARAUJO, 2017).

A maioria das espécies do género Cattleya sdo encontradas no topo de grandes
arvores, exigem um ambiente com condic¢Bes de cultivo intermedidrias sem extremos,
bem como umidade relativa entre 60 a 70% (FARIA et al., 2010). As plantas desse
género apresentam grande diversidade em seus aspectos anatdmicos foliares, que, no
entanto, convergem para aspectos acentuadamente xeromorfos (ambientes secos)
associados ao epifitismo (ZANENGA-GODOY e COSTA, 2003).

Entre as espécies desse género que habitam o bioma Cerrado destacam-se a C.
walkeriana Gardner e C. nobilior Lindl., também inseridas na lista vermelha de espécies
ameacadas (CNCFLORA, 2021).

A Cattleya nobilior Rchb.f., conhecida como a Rainha do Cerrado, é uma das
mais valorizadas, e o titulo de seu nome é em razdo da perfeita forma de suas flores, a
espécie foi descrita pela primeira vez em 1883 por Reichenbach (OSTETTO, 2015).
Essa espécie é encontrada nos Biomas Amazonia e Cerrado, e neste Gltimo, pode ser
encontrada em matas secas, e em locais que apresentam longos periodos de estiagem e
alta luminosidade, podendo ser de habito rupicola ou epifitico. Apresenta flores de
coloragdo rosa/escuro ou rosa claro/lilds, seu labelo possui formato trilobado, seus
pseudobulbos tém entre 5 e 10 cm (pequeno porte), florescendo entre 0s meses de
agosto a setembro. Além disso, sua distribuicdo ocorre nas regides Centro Oeste,
Nordeste e Norte (ARAUJO, 2017; FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021).

A espécie C. nobilior se encontra na lista vermelha da flora brasileira, sendo
classificada como quase ameacada (CNCFLORA, 2021), pois esta vem sofrendo uma
reducdo populacional intensa, a qual pode ser em consequéncia da coleta predatoria e
exploragdo ilegal ou entdo em razdo da substituicdo do habitat natural por plantio de
soja no Cerrado (AUBERTIN e PINTON, 2013) (Figura 2).



FIGURA 2. Aspectos morfoldgicos da flor de Cattleya nobilior Rchb.f. Foto: SOARES,
J. S.2018.

Outra espécie que se destaca entre as Cattleya no cerrado é a Cattleya
walkeriana Gardner., também de habito rupicola e epifitico. Esta € a espécie mais
primitiva dentre as do género Cattleya, seu ancestral comum deu origem a uma série de
derivagdes, as quais comportam C. amethystoglossa Linden e Rchb.f. e C. gutatta Lindl.
em um mesmo clado (PINHEIRO, 2012). Essa espécie pode ser considerada de pequeno
porte dentro do seu género, com altura de aproximadamente 15 cm, pertencente ao
grupo das Cattleya unifoliadas, embora raramente possam ocorrer pseudobulbos com
duas folhas, estas sdo obovadas, suculento-coriaceas, de apice arredondado, base obtusa
paralelinérvias com apenas a nervura central aparente, além disso, a presenca de
estdmatos apenas na face abaxial parece ser a regra entre 0s varios subgrupamentos da
familia Orchidaceae. Sobre ambas as faces foliares de C. walkeriana h& cuticula
espessa, esse espessamento é tido como carater xeromorfico da espécie. Suas flores sdo
de coloragdo rosa escuro a claro/lilas com labelo em formato trilobado (SILVA e
MILANEZE-GUTIERRE, 2004; ARAUJO, 2017).

Os pseudobulbos de C. walkeriana sdo fusiformes e formados por trés entrends,
sendo que o apical ocupa, em média 64% da altura total dessa por¢do caulinar. As raizes
sdo longas, relativamente grossas e por vezes ramificadas. E nativa e endémica do
Brasil, com distribuicdo no Centro-Oeste, Norte e Sudeste (SILVA e MILANEZE-
GUTIERRE, 2004; ARAUJO, 2017; FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO,
2021), e além disso, de acordo com o Centro Nacional de Conservacdo da Flora essa

espécie esté classificada como vulnerdvel (CNCFLORA, 2021) (Figura 3).



FIGURA 3. Aspectos morfolégicos da flor de Cattleya walkeriana Gardner. Foto:
RIBEIRO, L. M. 2018.

Essas plantas possuem o ciclo de vida altamente especializado, suas sementes
apresentam pouca ou nenhuma reserva nutritiva e a germinacdo em ambiente natural é
dependente da associacdo com fungos micorrizicos, 0 que, somado ao extrativismo,
resulta na vulnerabilidade da familia, que esté entre as mais seriamente ameacadas de
extin¢do (FAY, 2018; SUZUKI et al., 2018).

O armazenamento de sementes em bancos de germoplasma sob condicdes
adequadas de baixa temperatura e umidade pode ser realizado, visto que as sementes sdo
muito pequenas e numerosas, porém mesmo em condicdes favoraveis de
armazenamento, a viabilidade dessas sementes pode ser afetada (HOSOMI et al., 2011).
Dessa forma, um fator essencial para a formacgdo de um banco de sementes de orquideas
é a identificacdo da viabilidade dessas sementes, que podem ser utilizadas tanto para a
propagacao e conservacao de espécies nativas, quanto na producdo comercial de mudas
(SILVA et al., 2015; HOSOMI, 2017). Portanto, a utilizacdo de testes rapidos, como o
de tetrazdlio, é importante, principalmente, para agilizar decisdes quanto ao manejo
desses bancos (MARCOS-FILHO, 2015).

Dessa forma, a metodologia para o teste de tetrazolio em sementes de
Orchidaceae ja foi proposta na literatura (HOSOMI et al. 2011; 2012; MACEDO et al.
2014; SOARES et al. 2014), no entanto mudancas nos procedimentos de pré-



condicionamento e de condicionamento das sementes para a realizagdo do teste podem
aumentar sua eficiéncia, ja que objetivam melhorar a visualizacdo das sementes viaveis
(HOSOMI, 2017). Para Faria et al. (2012) e Yeung et al. (2018) a propagacdo
seminifera de orquideas em ambiente natural é vista como inviavel, j& que somente 2 a
3% dessas sementes germinam. Sendo assim, a busca por alternativas que visem
integrar atividades, focadas tanto na conservacdo de espécies nativas dentro de areas
preservadas quanto na producdo comercial de mudas, € um dos principais desafios para
prevenir a diminuigdo de populagdes naturais (SILVA et al., 2015).

A técnica de germinagdo in vitro € uma alternativa para a propagagdo tanto
comercial quanto para a conservacdo de espécies ameacadas de extincdo (CARDOSO,
2014; TEIXEIRA DA SILVA et al., 2017), além disso, esse técnica oferece um meio
seguro para a troca internacional de material vegetal, possibilita o estabelecimento de
colecdes extensivas usando espago minimo, permite o fornecimento de material valioso
para a recuperacdo da populacdo nativa, facilitando as investigacdes moleculares e
estudos ecoldgicos (PANDEY et al., 2015).

Vérios fatores podem influenciar na germinacdo, no crescimento e no
desenvolvimento do material vegetal quando cultivado in vitro, como 0 meio de cultura
(LEMES et al., 2020), sistema de micropropagacgédo (RIBEIRO et al., 2019) e condicdes
de luz utilizadas para o cultivo (SORGATO et al., 2021).

A luz, por ser um recurso fundamental durante o ciclo de vida das plantas,
controla as funcdes fisiologicas dos vegetais (MONTES e PAGAN, 2019). A fonte de
luz pode ser tanto artificial quanto natural, em ambientes indoor geralmente é a lampada
fluorescente branca de amplo espectro (350 - 750 nm) e irradiancia em torno de 20
umol m2 st (KITSINELIS, 2011). Porém, esta fonte de energia proporciona baixa
irradiancia e picos de comprimentos de onda pouco efetivos, que pode promover
alteracGes morfofisiologicas que comprometem a sobrevivéncia das plantas quando sdo
transferidas para o ambiente externo, que apresenta elevada demanda evaporativa,
ocasionando a desidratacdo das plantas produzidas, com consequente morte ou atraso no
processo de crescimento e desenvolvimento (KITSINELIS, 2011; GUPTA, 2017).

A luz natural pode ser uma alternativa para esse tipo de cultivo, substituindo a
luz artificial, cujas vantagens vém sendo estudadas por diversos pesquisadores
(KODYM e ZAPATA-ARIAS, 1999; COSTA et al., 2009; DIGNART et al., 2009;
BORGES et al, 2011; SILVA et al, 2012; SORGATO et al., 2021). A luz natural

apresenta algumas vantagens, como 0 menor custo com manutencao, as instalagcdes sao



simplificadas o que diminui custos com a construcdo da sala de crescimento, 0 consumo
de energia elétrica € menor, pois ndo ha gastos com iluminacdo artificial e, durante a
aclimatizacdo o estresse causado a planta € menos intenso (KODYM e ZAPATA-
ARIAS, 1999; CAMARGO et al., 2017). Essa tecnologia ndo é muito adotada por ndo
estarem esclarecidos seus efeitos sobre as culturas que, convencionalmente, sdo
condicionadas em luz artificial, com intensidades luminosas inferiores e com
fotoperiodo e temperatura controlada (ERIG e SCHUCH, 2005; BRAGA et al., 2011).

Em salas de crescimento in vitro, a quantidade e espectro de luz proporcionada
estdo intimamente ligadas ao crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas.
Com isso, a substituicdo de lampadas fluorescentes por diodos emissores de luz (LED)
vem sendo estudados. Estes sdo dispositivos semicondutores compostos basicamente
por silicio, que emitem luz de estreito espectro quando energizados (YEH e CHUNG,
2009; ROCHA et al., 2013). Além disso, os LEDs, podem reduzir os efeitos negativos
do excesso da luz e fornecer a quantidade de luz necessaria para o crescimento da
planta, melhorando assim as condi¢ces para a otimizacdo das concentracdes de
fitoquimicos tais como: flavondides, resinas, taninos, acidos triterpendides e acidos
fendlicos dentre outros (GUPTA, 2017; BATALINI et al., 2020).

O conhecimento disponivel a respeito de protocolos de propagacdo ainda é
restrito a algumas espécies de orquideas, assim, estudos sobre metodologia de
multiplicacdo para espécies de orquideas do Cerrado ainda sdo pouco desenvolvidos,
evidenciando a necessidade de trabalhos na area de germinacdo, multiplicacéo,
conservacao e melhoramento genético (SILVA et al., 2016).

Sendo assim, com o intuito de aprimorar tanto a identificacdo da viabilidade de
sementes de orquideas em bancos de germoplasma, quanto a multiplicacdo in vitro
dessas plantas, foram estudados metodologias de teste de tetrazdlio, além da influéncia
de fontes de luz natural e artificial na germinagdo e desenvolvimento inicial de
orquideas do género Cattleya cultivadas in vitro.

Diante do exposto, buscou-se com este trabalho avaliar a metodologia do teste
de tetrazolio, germinacdo e desenvolvimento inicial in vitro de orquideas do género

Cattleya nativas do Cerrado brasileiro em fungéo da luz.
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CAPITULO | - METODOLOGIA DO TESTE DE TETRAZOLIO
PARA IDENTIFICACAO DE SEMENTES VIAVEIS DE
ORQUIDEAS DO GENERO Cattleya NATIVAS DO CERRADO
BRASILEIRO

(ARTIGO ACEITO PARA PUBLICACAO NA REVISTA SEMINA: CIENCIAS
AGRARIAS - v. 42, n. 3, MAIO/JUN. 2021)

RESUMO

As orquideas necessitam de medidas para a conservacdo de suas espécies, entre essas a
formacéo de bancos de sementes. Objetivou-se identificar metodologia adequada para a
identificacdo da viabilidade de sementes de Cattleya por meio do teste de tetrazdlio.
Sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana Gardner, foram
submetidas a trés pré-condicionamentos: sem embebicdo (controle); sacarose (10%) ou
agua destilada. Decorridas 24 horas, foram submetidas a solucdo de tetrazélio, com trés
tipos de condicionamento: estufa (40 °C), banho maria (40 °C) ou temperatura
ambiente. Apds esse periodo foi calculada a porcentagem de sementes vidveis (%SV).
Foi realizada a semeadura in vitro e, ap6s 45 dias, determinada a porcentagem de
germinacdo (%G). Para essas espécies de Cattleya nativas do Cerrado, 0
condicionamento em temperatura ambiente apresentou maior efeito na visualizagdo das
sementes, sugerindo que o teste de tetrazolio deve ser realizado nesta temperatura de
condicionamento.

Palavras-chave: Banco de sementes, Espécies nativas, Orchidaceae, Teste de
viabilidade.
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TETRAZOLIUM TEST METHODOLOGY FOR IDENTIFYING
VIABLE SEEDS OF GENDER Cattleya NATIVES IN THE
BRAZILIAN CERRADO

ABSTRACT

Orchids need measures for the conservation of their species, among them the formation
of seed banks. The objective of this study was to identify an adequate methodology to
identify the viability of Cattleya seeds by means of the tetrazolium test. Seeds of
Cattleya nobilior Rchb.f. and Cattleya walkeriana Gardner, were submitted to three
preconditions: no imbibition (control); sucrose (10%) or distilled water. After 24 hours,
they were submitted to the tetrazolium solution, with three types of conditioning:
greenhouse (40 °C), water bath (40 °C) or room temperature. After this period the
percentage of viable seeds (%SV) was calculated. Seeding was carried out in vitro and,
after 45 days, the percentage of germination (%G) was determined. For these Cattleya
species native to the Cerrado, conditioning at room temperature had a greater effect on
the seed visualization, suggesting that the tetrazolium test should be performed at this
conditioning temperature.

Keywords: Seed bank, Native species, Orchidaceae, Feasibility test.
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INTRODUCAO

As orquideas destacam-se entre as plantas ornamentais devido a sua capacidade
de combinacdo genética, beleza, diversidade de cor, forma e durabilidade de suas flores
(ZAHARA et al., 2017). De acordo com Fay (2018), as espécies epifitas ainda possuem
grande importancia ecologica nas comunidades florestais, contribuindo com a
manutencdo da biodiversidade. Ainda, alguns géneros também possuem potencial
alimenticio e farmacoldgico. No Brasil, a familia é composta por 251 géneros, dos quais
fazem parte 2.692 espécies, sendo 1.490 endémicas (BARROS et al., 2018a). No
Cerrado brasileiro, ocorrem 642 espécies, distribuidas em 113 géneros, sendo a terceira
e mais representativa familia da biodiversidade vegetal (BATISTA et al., 2005;
BARROS et al., 2018).

Dentre essas, estdo Cattleya nobilior Rchb.f., que apresenta habito rupicola ou
epifitico, com flores rosa/escuro ou rosa claro/lilas e labelo em formato trilobado e
pequeno porte (5 até 10 cm) (BARROS et al., 2018b). De acordo com a Flora do Brasil
(BARROS et al., 2018b) a espécie é nativa, com distribuicdo nas regides Centro Oeste,
Nordeste e Norte. Ja Cattleya walkeriana Gardner. € uma espécie rupicola ou epifita,
nativa e endémica do Brasil, com distribuicdo no Centro-Oeste, Norte e Sudeste
(BARROS et al., 2018c). E uma planta de pequeno porte (pseudobulbos até 10 cm),
possui flores de coloracdo rosa escuro a claro/lilds com labelo em formato trilobado
(ARAUJO, 2017).

Essas plantas possuem o ciclo de vida altamente especializado, suas sementes
apresentam pouca ou nenhuma reserva nutritiva e a germinacdo em ambiente natural é
dependente da associagdo com fungos micorrizicos, 0 que, somado ao extrativismo,
resulta na vulnerabilidade da familia, que estd entre as mais seriamente ameacadas de
extin¢do (FAY, 2018; SUZUKI et al., 2018).

Nesse sentido, para a conservacdo das espécies nativas, torna-se necessaria a
associacdo de metodos de conservagdo in situ e ex situ, tais como a propagacao in vitro
e a formacdo de bancos de sementes (YANG et al., 2017; FAY, 2018). Assim, 0
armazenamento de sementes de orquideas pode ser uma maneira simples e facil de
conservacdo da variabilidade genética das espécies (MACHADO NETO e CUSTODIO,
2005; SEATON et al., 2018). Entretanto, mesmo as sementes sendo armazenadas em

condiges adequadas, sua viabilidade pode ser afetada (HOSOMI, 2017).
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Para identificacdo da qualidade das sementes de orquideas, utiliza-se o teste de
tetrazodlio (2,3,5, trifenil cloreto de tetrazolio), por ser um teste de facil realizacdo e que
fornece resultados rapidos (HOSOMI et al., 2011; SOARES et al., 2014). Contudo,
informacOes sobre métodos de realizacdo deste teste para espécies nativas ainda séo
escassas, principalmente para as espécies de orquideas do Cerrado brasileiro (HOSOMI,
2017).

Devido a importancia ecoldgica e econdmica das espécies de orquideas do
Cerrado, objetivou-se identificar metodologias adequadas para a identificacdo da
viabilidade de sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana Gardner.

por meio do teste de tetrazolio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da Grande Dourados-UFGD. Foram
utilizadas sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. oriundas de Reserva Particular de
Patrimdnio Natural Buraco das Araras (S 21°29°31” ¢ W 56°24°11”) e Cattleya
walkeriana Gardner. doadas pelo pesquisador Dr. Renato F. Galdiano Janior.

Onze meses ap0Os a polinizagdo, as capsulas fechadas foram coletadas e as
sementes provenientes destas, foram retiradas homogeneizadas, pesadas e mantidas em
dessecador, com silica gel, por 15 dias. Sementes de cada espécie foram embaladas
separadamente em papel aluminio e armazenadas em frascos de polipropileno opaco,
com tampa rosqueavel, providos de silica gel, e mantidos sob refrigeracdo a 4+2 °C, por
até 180 dias.

Para a realizagcdo do teste, quarenta e oito amostras de 0,001g das sementes
armazenadas de cada espécie foram alocadas em tubos de ensaio. Conjuntos de 12 tubos
com capacidade para 10 mL foram submetidos ao pré-condicionamento (P) com trés
pré-tratamentos de embebicdo: P1 - sem embebicédo (controle); P2 - 3 mL de solucdo de
sacarose (10%) por 24 horas e P3 - 3 mL de agua destilada por 24 horas. Apds 24 horas
do pré-condicionamento, a triplice lavagem das sementes foi realizada com &agua
destilada e essas foram submetidas a 3 mL de solucdo aquosa de 2,3,5 trifenil cloreto de
tetrazdlio (0,5%), e transferidas para ambientes desprovidos de luz por 24 horas, com
trés tratamentos de condicionamento (C): C1 - estufa (40 °C); C2 - banho maria (40 °C)

e C3 - temperatura ambiente (252 °C), com oito repeti¢cdes de um tubo de ensaio cada.
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Decorridas 24 horas, as suspensdes foram acrescidas de 7 mL de agua destilada
e agitadas, sendo pipetado 1 mL para identificacdo e contagem de sementes viaveis, em
camara de Peters, com o0 auxilio de um microscopio estereoscépico binocular com
zoom. Foi contabilizado o numero de sementes que apresentaram embrides
completamente coloridos de carmim, o nimero de sementes com embrides parcialmente
corados, incolores e desprovidas de embrido, sendo as trés ultimas consideradas
inviaveis. Desta maneira, foi determinado o percentual de sementes viaveis (%SV) por
meio da seguinte férmula:

% SV N® de sementes com embrides totalmente coloridos x 100
70 =

N® total de sementes observadas

Apos Os tratamentos foram fotografados com auxilio de camera digital acoplada
ao microscopico estereoscopico, utilizando o programa computacional AxionVision
versio 3.1 (Zeiss®).

Apos a realizacdo do teste, uma amostra de 0,005 g de sementes de cada espécie
estudada, foi levada para ambiente asséptico e desinfestada com 15 mL de solucéo de
hipoclorito de sodio a 0,8%, permanecendo imersa por cinco minutos. Decorrido este
periodo, a suspensdo de sementes foi diluida para 50 mL e em seguida recebeu triplice
lavagem com &gua destilada estéril (121 °C e 1 atm de pressdo, por 20 minutos). Em
seguida, o volume da suspensdo foi completado para 50 mL com &gua destilada
esterilizada. Na sequéncia, para a semeadura in vitro, inoculou-se 1000 pL da suspensdo
de sementes por frasco, totalizando quatro frascos de cultivo para cada espécie.

Foram utilizados 60 mL de meio de cultura Murashige e Skoog (1962), na
metade da concentracdo de sais (MS %2) por frasco com capacidade para 600 mL.
Posteriormente, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento com
temperatura e fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h) e irradiancia de 22 pmol m=2 s,
propiciada por lampadas fluorescentes brancas.

Apo6s 45 dias de cultivo, foi avaliado a porcentagem de germinacdo. Para isso
foram acrescidos 10 mL de &gua destilada em cada frasco de cultivo, e ap6s a agitacéo
manual a suspensdo de sementes foi vertida em placa Petri e, com o auxilio de um
microscopio estereoscopico binocular com zoom, contou-se o humero total de sementes
observadas e o numero de propéagulos germinados. A porcentagem de germinacao (%G)

foi calculada utilizando-se a seguinte formula:
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e N*® de propagulos germinados x 100
70 =

N® total de sementes observadas

Para cada espécie estudada, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
(DIC) e os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 3x3x8 (trés pré-
condicionamentos, trés condicionamentos, com oito repeticdes de um tubo de ensaio cada),
sendo o experimento realizado em duplicata. Os dados foram submetidos & analise de
variancia, e as médias, quando significativas, foram comparadas por meio do teste de Tukey
(p<0,05).
RESULTADOS

Ocorreu efeito conjunto (p<0,05) dos pré-condicionamentos e condicionamentos

sobre a porcentagem de sementes viaveis (%SV) para as duas espécies (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de sementes viaveis
(%SV) de Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana Gardner, em
funcdo dos pré-condicionamentos (P) e condicionamentos (C). UFGD,
Dourados/MS, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

...Quadrado médio...

FV GL %SV
P 2 16000,79ns
C 2 10035,80ns
PxC 4 3619,09*
Erro 56 228,51
Total 71 81031,25
Média 64,15
C.V. (%) 14,11

Cattleya walkeriana Gardner
...Quadrado médio...

FV GL
%SV
P 2 7724,21*
C 2 15202,15*
PxC 4 1320,06*
Erro 56 411,46
Total 71 78876,57
Média 47,66
C.V. (%) 24,21

FV: fator de variacdo; GL: grau de liberdade; *, ns: significativo e ndo significativo, pelo teste
de Tukey (p>0,05).
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Para C. nobilior observou-se as maiores %SV quando as sementes foram
embebidas em P3 por 24 horas e posteriormente condicionadas em C3 (88,24%),
embora sem diferenca estatistica daquelas embebidas em P2 (86,62%) e condicionadas
em C3 (87,18%) e aquelas pré-condicionadas em P1 e condicionadas em C3 (82,73%)
(Quadro 2).

QUADRO 2. Valores da porcentagem de sementes viaveis (%SV) de Cattleya nobilior
Rchb.f., em funcdo do pré-condicionamento e condicionamento no teste
de tetrazdlio. UFGD, Dourados/MS, 2021.

%SV
Pré-condicionamento ... Condicionamento ...................
Estufa (C1) Banho maria (C2) Temp. ambiente (C3)
Controle (P1) 9,30 bB 11,03 bB 82,73 aA
Sacarose (P2) 86,62 aA 65,73 aB 87,18 aA
Agua destilada (P3) 86,67 aA 59,89 aB 88,24 aA
Média 60,86 45,55 86,05
CV.% 14,11

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Para C. walkeriana, as maiores %SV foram observadas quando as sementes
foram embebidas em P2 por 24 horas e posteriormente condicionadas em C3 (87,58%),
ndo diferindo estatisticamente entre os pré-condicionamento P1 e P2 condicionadas em
C3 (67,16 e 68,57% respectivamente) (Quadro 3).

Quadro 3. Valores da porcentagem de sementes viaveis (%SV) de Cattleya walkeriana
Gardner., em funcdo do pré-condicionamento e condicionamento no teste de
tetrazolio. UFGD, Dourados/MS, 2021.

%SV
Pré-condicionamento ..., Condicionamento ...................
Estufa (C1) Banho maria (C2)  Temp. ambiente (C3)
Controle (P1) 9,70 bB 8,64 bB 67,16 aA
Sacarose (P2) 36,89 aB 67,69 aA 87,58 aA
Agua destilada (P3) 26,88 abB 55,87 aA 68,57 aA
Média 24,49 44,07 74,44
CV.% 24,21

Meédias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Os resultados observados para as duas espécies de Cattleya (Figura 1 e 2)

sugerem que protocolos especificos devem ser utilizados na condugdo do teste de
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tetrazolio para melhor visualizacdo de sementes viaveis de orquideas.

C1 C2 C3

P1

P2

P3

1 mm

FIGURA 1. Sementes de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcao do pré-condicionamento
(P1 - sem embebicdo (controle), P2 - 3 mL de solucgédo de sacarose (10%)
por 24 horas e P3 - 3 mL de solucdo destilada por 24 horas) e
condicionamento (C1 - estufa (40 °C), C2 - banho maria (40 °C) e C3 -
temperatura ambiente (25+2 °C) no teste de tetrazdlio. UFGD,
Dourados/MS, 2021.
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C1 C2 C3

P1

P2

P3

1 mm

FIGURA 2. Sementes de Cattleya walkeriana Gardner., em funcdo do pré-
condicionamento (P1 - sem embebicdo (controle), P2 - 3 mL de solucéo
de sacarose (10%) por 24 horas e P3 - 3 mL de solucédo destilada por 24
horas) e condicionamento (C1 - estufa (40 °C), C2 - banho maria (40 °C)
e C3 - temperatura ambiente (252 °C) no teste de tetrazolio. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

Os maiores valores de viabilidade encontrados no teste de tetraz6lio foram
préximos aos de germinacdo (%G) nas duas espécies estudadas. C. nobilior apresentou
%SV = 88,24% e %G = 97,34%, enquanto que em C. walkeriana observou-se %SV =
87,58% e %G = 95,22%, aos 45 dias apos semeadura.

DISCUSSAO

Hosomi et al. (2017) ressaltam que, o uso de diferentes pré-condicionamentos e
condicionamentos das sementes, pode facilitar a penetracdo da solucédo de tetrazolio nos
tecidos a serem avaliados. Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que,
tanto para C. nobilior quanto para C. walkeriana, o condicionamento das sementes em

temperatura ambiente (C3) auxiliou na precisdo do teste de tetrazdlio. Sendo assim, a
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temperatura durante o teste pode ser um fator determinante no aumento da visualizagédo
das sementes viaveis dessas especies.

Estes mesmos autores, trabalhando com espécies do mesmo género, mas nativas
da Mata Atlantica (Cattleya labiata Lindl. e Cattleya tigrina A.Rich.), observaram que
a utilizacdo de solucdo de glicose ou sacarose a 10% no pré-condicionamento, resultou
em melhor visualizacdo das sementes durante o teste de tetrazolio. No entanto, para as
espécies utilizadas neste trabalho, a temperatura durante a realizacdo do teste foi mais
importante que o pré-condicionamento das sementes.

Segundo Carneiro (2014), essa variacdo de respostas em relacdo ao teste de
tetrazdlio entre espécies de orquideas de dominios fitogeogréaficos diferentes, pode estar
relacionada com a grande diversidade da familia Orchidaceae. Ainda Oliveira et al.
(1996) ressaltam que as espécies de orquideas do Cerrado, principalmente as do género
Cattleya, possuem adaptacOes para longos periodos de estiagem e resisténcia a baixa
humidade relativa do ar, conseguindo dessa forma, diminuir a desidratacdo de seus
tecidos, o que pode ter influéncia na fisiologia das suas sementes.

Os resultados de sementes viaveis proximos, porém inferiores aos de germinacgéo
podem ser explicados pelo modo de agdo do teste, uma vez que este reflete a atividade
das enzimas desidrogenases envolvidas no processo de respiracdo, tornando possivel
diferenciar as partes vivas das sementes daguelas mortas, que ndo colorem (OLIVEIRA
et al., 2005). As regras para analise de sementes (BRASIL, 2009) ressaltam ainda que
embrides parcialmente corados de carmim podem ou ndo ser vidveis, uma vez que a
posicdo e o tamanho das areas necrosadas é que determinam a viabilidade das sementes.
Desta maneira, a maior %G pode ter ocorrido pois sementes que foram consideradas

inviaveis no teste de tetrazolio podem ter germinado em condic¢des adequadas.

CONCLUSAO

Para as espécies Cattleya nobilior e Cattleya walkeriana, nativas do Cerrado, o
teste de tetrazdlio deve ser efetuado em temperatura ambiente, o que, levando em
consideracdo a importancia da conservacdo das espécies, facilita a identificacdo de

sementes viaveis entre os lotes em bancos de germoplasma.
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CAPITULO Il - GERI\/!INAC}AO E DESENVOLVIMENTO INICIAL
IN VITRO DE ORQUIDEAS DO GENERO Cattleya NATIVAS DO
CERRADO BRASILEIRO EM FUNCAO DA ESPECTRO DE LUZ

RESUMO

Mesmo com 0 avango nas técnicas de cultivo in vitro para a obtencdo de mudas com
qualidade fisioldgica, ainda sdo insuficientes os dados acerca dos tipos de fontes de luz
e ajustes espectrais adequados ao crescimento de propagulos de orquideas nativas do
Cerrado. Para tanto, objetivou-se avaliar a germinacdo e desenvolvimento inicial in
vitro de orquideas do género Cattleya nativas do Cerrado brasileiro em funcdo do
espectro de luz, foi necessario para responder esta questdo. ApOs semeadura em
ambiente asséptico, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento sob 0s
seguintes espectros de luz - L1: LED 100% branco (6.500K); L2: LED 100% vermelho;
L3: LED 100% azul; L4: LED 50% azul + 50% vermelho; L5: LED 50% branco + 25%
azul + 25% vermelho; L6: LED 75% azul + 25% vermelho; L7: LED 75% vermelho +
25% azul e L8: lampada branca fluorescente (6.500K). Aos 45 e 90 dias apos a
semeadura foi avaliada a porcentagem de germinacdo (%G) e o estabelecimento inicial
dos propagulos. Os propagulos foram avaliados quanto a sua porcentagem em estadio 1
(%P1), 2 (%P2), 3 (%P3) e 4 (%P4). De maneira geral, todos 0s espectros
proporcionaram a germinacdo de Cattleya nobilior Rchb.f.,, no entanto foi fator
limitante para a germinacao de Cattleya walkeriana Gardner. Aos 90 dias de semeadura,
observou-se que a utilizagdo do L5 proporcionou maior %P4 de C. nobilior e com
menor mortalidade de plantulas, porém na utilizacdo do L2, houve maior %P4 de C.
walkeriana. Cada espécie de orquidea responde diferente a determinado espectro de luz
utilizado. As fontes de luz como L5 e L2 podem ser indicadas como substitutas para a
L8, utilizadas em salas de crescimento em laboratorios de cultivo in vitro.

Palavras-chave: Diodo emissor de luz, Espécie nativa, Horticultura ornamental,
Orchidaceae.
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GERMINATION AND INITIAL IN VITRO DEVELOPMENT OF
ORCHIDS OF THE GENUS Cattleya NATIVES OF THE
BRAZILIAN CERRADO AS A FUNCTION OF THE SPECTRUM
OF LIGHT

ABSTRACT

Even with the advance in in vitro cultivation techniques to obtain seedlings with
physiological quality, there are still insufficient data on the types of light sources and
spectral adjustments suitable for the growth of propagules of native Cerrado orchids.
Therefore, the objective was to evaluate the germination and initial development in vitro
of orchids of the genus Cattleya native to the Brazilian Cerrado as a function of the light
spectrum, it was necessary to answer this question. After sowing in an aseptic
environment, cultures were placed in a growth room under the following light spectra -
L1: 100% white LED (6,500K); L2: 100% red LED; L3: 100% blue LED; L4: 50% blue
+ 50% red LED; L5: LED 50% white + 25% blue + 25% red; L6: LED 75% blue + 25%
red; L7: LED 75% red + 25% blue and L8: white fluorescent lamp (6,500K). At 45 and
90 days after sowing, the germination percentage (%G) and the initial establishment of
the propagules were evaluated. The propagules were evaluated for their percentage in
stage 1 (%P1), 2 (%P2), 3 (%P3) and 4 (%P4). In general, all spectra provided the
germination of Cattleya nobilior Rchb.f., however it was a limiting factor for the
germination of Cattleya walkeriana Gardner. At 90 days of sowing, it was observed that
the use of L5 provided higher %P4 of C. nobilior and with lower seedling mortality, but
when using L2 there was a higher %P4 of C. walkeriana. Each species of orchid
responds differently to a particular light spectrum used. Light sources such as L5 and L2
can be indicated as replacements for L8, used in growth rooms in in vitro culture
laboratories.

Keywords: Light-emitting diode, Native species, Ornamental horticulture, Orchidaceae.



27

INTRODUCAO

Orchidaceae é uma das maiores e mais representativas familias dentre as
Angiospermas (THE PLANT LIST, 2021). A Flora do Brasil em construgéo (2021),
lista 642 espécies distribuidas em 113 géneros dentro da composicdo floristica do
Cerrado brasileiro, sendo que no estado de Mato Grosso do Sul sdo encontradas 92
espécies pertencentes a 38 géneros.

De maneira geral, as espéecies de orquideas nativas possuem elevado potencial
ornamental, o que as torna muito visadas comercialmente. Esse fato faz com que a
extracdo de maneira desordenada dessas espécies, seja um dos principais fatores para a
diminuicdo das populacBes no Cerrado (CARDOSO, 2017). Duas espécies que se
destacam nesse Bioma sdo Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana Gardner,
sendo a ultima endémica do pais. Essas espécies possuem habito epifitico ou rupicola, e
sua distribuicdo conjunta ocorre nas regides Centro Oeste e Norte (FLORA DO
BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021). De acordo com o Centro Nacional de
Conservacdo da Flora essas espécies estdo classificadas como quase ameacada e
vulneravel, respectivamente (CNCFLORA, 2021a).

No seu habitat as orquideas dependem da interacdo entre fatores bidticos e
abidticos, que atuam em sua germinacdo, crescimento, desenvolvimento e sucesso
reprodutivo, determinando sua sobrevivéncia. A distribuicdo e a abundancia dessas
espécies, em condic¢des naturais, sdo limitadas e reduzidas por a¢des antropogénicas, 0
que resulta na vulnerabilidade dessa familia botanica (FAJARDO et al., 2017; GALE et
al., 2018). Sendo assim, a busca por alternativas que visem integrar atividades, focadas
tanto na conservacdo de espécies nativas dentro de &reas preservadas, quanto na
producdo comercial de mudas, é um dos principais desafios para prevenir a diminuicao
de populagdes naturais (SILVA et al., 2015).

Diante do exposto, as lampadas de LEDs (Light-Emitting Diode) vem sendo
utilizadas como fonte de energia luminosa na propagacao, principalmente em ambientes
indoor (AGARWAL e GUPTA, 2016; SORGATO et al., 2021), com o objetivo de
otimizar o processo de producdo de plantas cultivadas in vitro (TEIXEIRA DA SILVA
et al., 2015; SORGATO et al., 2021), pois atuam em diversos processos metabolicos
dos vegetais (ZHANG et al., 2015). Os efeitos promocionais ou inibitorios da espectro

de luz sobre as plantas sdo tracos intrinsecos de cada espécie (GODO et al., 2009).
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O espectros de luz que sdo reconhecidas como mais importante para o
crescimento das plantas sdo azul e vermelho, pois Sdo essenciais em processos
fisiolégicos como a fotossintese, porém poucos sdo os estudos relatando os efeitos
morfofisiol6gicos sobre as orquideas nativas em relacdo ao ajuste da composi¢do
espectral entre vermelho e azul (LIN et al., 2013; ZHA et al., 2020; RIBEIRO et al.,
2019).

Zha et al. (2020) explicam que o espectro de luz azul (comprimento de onda
curto - UV-A) é propicio para sintese de ascorbato (molécula ascorbante molécula de
defesa (&cido organico antioxidante) em plantas, essa molécula é importante na defesa
de tecidos fotossintético contra o estresse fotoxidativo. J& Ma et al. (2014) salientam
que o espectro de luz vermelha poderia suprimir efetivamente a reducdo dos niveis de
ascorbato, porém esse mesmo espectro de luz, induz a abertura estomatica em folhas
intactas, processo fisioldgico chave que regula a absorcdo de CO; e perda de &gua nas
plantas (ZHU et al. 2019).

O Uso de LEDs proporcionam diversas vantagens como, alta durabilidade,
tamanho reduzido, baixa emissdo de calor, faixa espectral especifico e eficiéncia em
conversdo de energia elétrica em luminosa, sendo possivel obter dias longos com menor
consumo de energia e economia no custo de producdo (BATISTA et al.,, 2018;
PINHEIRO et al., 2019). O uso de iluminacao artificial e controlada como LEDs, pode
reduzir os efeitos negativos do excesso da luz e fornecer a quantidade de luz necessaria
para o crescimento da planta (GUPTA, 2017), melhorando assim as condigdes para a
otimizacdo das concentragdes de fitoquimicos tais como: ascorbato, flavonoides,
resinas, taninos, acidos triterpendides e acidos fendlicos dentre outros, em vegetais
produzidos em ambientes controlados (BATALINI et al., 2020; ZHA et al., 2020).

Diante do exposto, foram testadas as hipdteses: 1. Os espectros da luz
influenciaram a germinacédo de sementes de Cattleya nativas do Cerrado; 2. As especies
testadas respondem de modo distinto as diferentes irradiancias nos diferentes estadios
de desenvolvimento. Considerando a importancia na propagacdo e conservacdo das
espécies de orquideas nativas, e a necessidade de dados sobre as relacdes entre o
espectro de luz proporcionado por lampadas LEDs e sua potencial influéncia na
morfogénese de orquideas, objetivou-se avaliar a germinacdo e o desenvolvimento
inicial in vitro de orquideas do género Cattleya Lindl. nativas do Cerrado brasileiro em

funcéo de diferentes espectros de luz.



29

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultivo in vitro de Flores e
Plantas Ornamentais da Faculdade de Ciéncias Agrérias (FCA), da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD). Foram utilizadas como material de estudo,
sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. oriundas de Reserva Particular de Patrimonio
Natural Buraco das Araras (S 21°29°31” ¢ W 56°24’11”) e sementes de Cattleya
walkeriana Gardner, doadas pelo pesquisador Dr. Renato F. Galdiano Junior.

Os frutos foram abertos e as sementes foram acondicionadas em dessecador com
silica gel (25+2 °C; 75% UR) por 15 dias. Apos esse periodo, uma amostra de 0,005 g
de sementes de cada espécie foi avaliada quanto a viabilidade pelo teste de tetrazolio
(SOARES et al., 2014), sendo descartada ap6s a confirmacdo da viabilidade.

Para a germinacdo das sementes e desenvolvimento inicial dos protocormos e
plantulas, foi utilizado o meio MS %2 (MURASHIGE e SKOOG, 1962), solidificado
com 7,0 g L de agar bacteriologico (Himedia®, india) e suplementado com 30 g L™ de
sacarose. O pH do meio foi aferido e ajustado para 5,8 utilizando-se KOH (0,1M) e na
sequéncia distribuido em frascos com tampa rosqueavel com capacidade de 600 mL,
sendo que cada frasco recebeu 60 mL do referido meio de cultivo. Posteriormente, 0s
frascos foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1,1 atm de pressao, por 20 minutos.
Apo6s atingir temperatura ambiente (25+2 °C) os frascos foram transferidos para
ambiente esteril.

Em seguida, foram pesadas 0,005 g de sementes de cada espécie, sendo levadas
para ambiente asséptico e desinfestadas conforme metodologia descrita por Soares et al.
(2020). Posteriormente, a suspensdo de sementes foi diluida para 50 mL com &gua
destilada estéril e em seguida recebeu triplice lavagem com &gua destilada estéril (40
mL por lavagem), sendo a dgua descartada apds cada lavagem. Apds este procedimento,
o volume da suspensao foi completado para 50 mL com &gua destilada estéril para a
semeadura in vitro, sendo inoculados 1 mL da suspensdo de sementes por frasco.

Apos a inoculacdo, os frascos foram vedados com filme plastico de policloreto
de vinila (filme PVC) e acondicionados em sala de crescimento com temperatura,
fotoperiodo e irradiancia controlados (25+2 °C; 16 h; 25 pmol m s) sob os seguintes
espectros de luz — L1: LED 100% branco (6.500K); L2: LED 100% vermelho; L3: LED
100% azul; L4: LED 50% azul + 50% vermelho; L5: LED 50% branco + 25% azul +
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25% vermelho; L6: LED 75% azul + 25% vermelho; L7: LED 75% vermelho + 25%
azul e L8: lampada branca fluorescente (6.500K) (Figura 1).
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FIGURA 1. Distribuicdo espectral de energia relacionada as fitas de LEDs e a lampada
fluorescente. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Decorridos 45 dias da semeadura, foi avaliada a porcentagem de germinacao de
cada espécie. Os materiais contidos nos frascos foram lavados com &gua destilada
esteril e acondicionados em placas de acrilico (2,0 x 2,0 x 0,5 cm), quadriculadas (0,5 x
0,5 cm). Este procedimento foi repetido até ndo restar nenhuma semente ou propégulo
no frasco de cultivo. Com auxilio de microscopico estereoscopico binocular com zoom
foram contados o numero de sementes ndo germinadas (NS) e o de propagulos
clorofilados (NPC). A porcentagem de germinagdo (%G) foi calculada pela seguinte
expressdo: %G = [NPC / (NS + NPC)] x 100.

As avaliagdes do estabelecimento inicial foram realizadas aos 45 e 90 dias ap0s
a semeadura. Aos 45 dias foram utilizados os mesmos frascos da avaliacdo da

germinacdo e aos 90 dias foram abertos novos frascos para avaliacdo. Os propagulos
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foram avaliados quanto a sua porcentagem em estadio 1 (%P1), 2 (%P2), 3 (%P3) e 4
(%P4). Para a avaliacdo dos estadios de propagulos, foi considerado como estadio 1
(protocormos intumescido), estadio 2 (plantula com formacdo da primeira folha),
estadio 3 (plantula com duas folhas) e estadio 4 (plantula com folhas e uma ou mais
raizes) (SUZUKI et al., 2009) (Figura 2).

FIGURA 2. Morfologia geral dos estddios de desenvolvimento de protocormos e
plantulas até a formacdo de plantas de Cattleya nobilior Rchb.f. A) Estadio
1 = protocormo intumescido clorofilado; B) Estadio 2 = plantula com
formacdo da primeira folha; C) Estadio 3 = plantula com duas folhas; D)
Estadio 4= plantula com folhas e uma ou mais raizes. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

Também foi mensurado, com auxilio de paquimetro digital, o tamanho dos
propagulos (do &pice a base) (mm) ap6s 90 dias da semeadura. Todos os tratamentos
foram fotografados com camera acoplada ao microscopico estereoscopico, com auxilio
do programa computacional AxionVision versdo 3.1 (Zeiss®).

Para cada espécie em estudo, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com oito tratamentos (espectro de luz) com quatro repeticoes de um
frasco de cultivo cada. Os resultados foram transformados para V(x+1) e, a seguir,
submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)
utilizando o programa SISVAR (Programa de Analises Estatisticas v.5.3. Universidade
Federal de Lavras, MG).

RESULTADOS

Germinacao e desenvolvimento inicial aos 45 dias apds a semeadura.
N&o foi observado efeito significativo do espectro de luz (p<0,05) sobre a
porcentagem de germinacédo (%G) de C. nobilior, havendo efeito sobre a porcentagem

de protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio 3 (%P3)
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e de protocormos clorofilados (%PC) e ndo clorofilados (%PNC) para essa espécie. Para
C. walkeriana, houve efeito do espectro de luz (p<0,05) para todas as caracteristicas

avaliadas (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G),
protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), e em
estadio 3 (%P3), de protocormos clorofilado (%PC) e ndo clorofilado
(%PNC) de Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana Gardner, aos
45 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

FV GL
%G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC

EL 7 16,67"™ 1289,66*  1105,40*  29,65* 48,93* 48,94*
Total 31 498,52 12072,32  10986,42 539,44 686,94 686,99
Média 97,18 36,16 62,41 1,42 93,67 6,33

C.V. (%) 2,00 17,47 14,92 15,01 2,12 30,02

Cattleya walkeriana Gardner

FV GL

%G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC

EL 7 187,17* 1109,46* 986,66* 9,42* 805,81*  805,81*
Total 31 213560 10006,30 9572,10 202,18 6512,38 6512,38
Media 89,10 65,51 22,15 1,40 80,31 19,68

C.V. (%) 3,43 8,01 25,43 15,50 3,74 18,17

FV: fator de variagdo; GL: grau de liberdade; EL: espectro de luz; *, ": significativo e ndo
significativo, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Para C. nobilior, observou-se média geral de %G = 97,18. Em relacdo a
avaliacdo da porcentagem de propagulos, foi observado que aos 45 dias, a maior %P1
ocorreu em L6 com 57,99%, mas ndo diferindo estatisticamente do L3, L7 e L5 com
57,45%, 44,42% e 42,09%, respectivamente.

As maiores médias em %P2 (88,76% e 80,62%) foram verificadas nos
tratamentos L2 e L8 respectivamente (Quadro 2). De maneira geral, a maioria das
plantulas ficaram em estadio 2 durante os primeiros 45 dias de cultivo in vitro, com
média geral de 62,42%.
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QUADRO 2. Protocormos em estaddio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em
estadio 3 (%P3), de protocormos clorofilado (%PC) e ndo clorofilado
(%PNC) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo do espectro de luz
(EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100% azul (L3); 50%
azul + 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25% vermelho
(L5); 75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25% azul (L7) e
lampada branca fluorescente (L8), aos 45 dias apds a semeadura. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

EL %P1 %P2 %P3 %PC %PNC
L1 32,30 b 67,69 b 0,00 b 91,49 b 8,51 a
L2 11,25 ¢ 88,76 a 0,00 b 96,78 a 3,22b
L3 57,45 a 42,55 ¢ 0,00 b 92,16 b 784
L4 31,46 b 64,19 b 435a 95,98 a 4,02 b
L5 42,09 a 57,92 ¢ 0,00 b 91,34 b 8,66 a
L6 57,99 a 42,01¢ 0,00 b 91,68 b 8,32 a
L7 44,42 a 55,58 ¢ 0,00 b 89,91b  10,09a
L8 12,37 ¢ 80,62 a 701a 100,00a  0,00b
Média 36,17 62,42 1,42 93,67 6,33
C.V. (%) 17,47 19,41 15,01 2,12 30,02

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A utilizagdo do L8 proporcionou maiores %P3 com 7,01%, mas sem diferenca
estatistica do L4 com 4,35%. N&o foram observadas plantulas em estadio 4 aos 45 dias
apos semeadura de C. nobilior. Dessa forma, pode-se inferir que o uso de LEDs 50%
azul + 50% vermelho e ldampada branca fluorescente em salas de crescimento podem
promover desenvolvimento de plantulas dessa espécie em curto periodo de tempo.

Quanto a mortalidade dos propagulos, a lampada L8 e os LEDs L2 e L4
apresentaram as maiores %PC com 100,00%, 96,78% e 95,98% respectivamente. J& 0
uso dos LEDs L7, L5, L1, L6 e L3 acarretaram as maiores %PNC com 10,09%, 8,66%,
8,52%, 8,32% e 7,84% respectivamente (Quadro 2).

Para a propagacdo de C. walkeriana, o uso dos LEDs L2, L6, L7, L3 e a
lampada fluorescente L8, apresentaram as maiores %G com 97%, 96%, 92%, 91% e
93% respectivamente, ndo diferindo significativamente entre si. Dessa forma, pode-se
inferir que o espectro de luz influencia na germinacéo dessa espécie.

Com relacdo a porcentagem de propagulos, constatamos que a maior %P1
ocorreu na utilizacdo do L6 com valores médios de 100,00% e L1 com 91,49%, mas
ndo diferindo significativamente entre si. Para plantulas em estadio 2, houve maior
porcentagem na L2 com %P2 = 49,68, ndo diferindo do L8 e L4 com 42,43% e 32,09%,

respectivamente. Os espectros de luz L8, L2, L4 e L5 proporcionaram as maiores %P3
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com médias de 3,75%, 3,15%, 3,12% e 2,53% respectivamente, ndo diferindo
significativamente entre si. No entanto, ndo foram observadas plantulas em estadio 4
aos 45 dias apds semeadura.

Quanto a sobrevivéncia dos propagulos, a utilizacdo do L8, L6 e L7
proporcionaram as maiores %PC com 100,00%, 94,51% e 91,72% respectivamente,
sem diferenca entre si. No entanto quando foram utilizadas L4, L1 e L5 verificou-se 0s
maiores %PNC com 37,33%, 33,45%, 33,35% respectivamente.

Enquanto C. nobilior apresentou maior % de P2 aos 45 dias de cultivo, para C.
walkeriana, no mesmo tempo de cultivo, a maioria dos propagulos ainda se encontrava
em estadio 1, com média geral de 73,95%. Ainda, houve maior média de %PNC na

espécie C. walkeriana (19,68%) em relacdo a C. nobilior (6,33%) (Quadros 2 e 3).

Quadro 3. Porcentagem de germinacdo (%G), de protocormos em estadio 1 (%P1),
plantulas em estadio 2 (%P2), e em estadio 3 (%P3), de protocormos
clorofilado (%PC) e ndo clorofilado (%PNC) de Cattleya walkeriana
Gardner, em funcdo do espectro de luz (QL): 100% branco (L1); 100%
vermelho (L2); 100% azul (L3); 50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco
+ 25% azul + 25% vermelho (L5); 75% azul + 25% vermelho (L6); 75%
vermelho + 25% azul (L7) e lampada branca fluorescente (L8), aos 45 dias
apos a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

EL %G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC
L1 8lb  9149a 8,51 ¢C 0,00 b 6655¢c  3345a
L2 97a  47,16c  49,68a 315a 8154b  1845D
L3 91a  7879b  21,21b 0,00 b 7886b  21,13b
L4 78b  6479c  3209a 312a 6267c  37,33a
L5 86b  7761b  19,87b 253a 6665¢c  3335a
L6 96a  100,00a  0,00c 0,00 b 94,52 a 5,48
L7 92a  7791b  22,08b 0,00 b 91,72 a 8,28 ¢
L8 93a  5382c  42,43a 375a  100,00a  0,00c
Média 89,10 73,95 24,48 1,57 80,31 19,68
CV.(%) 343 8,63 24,78 15,50 3,74 18,17

Meédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Ao observar a Figura 3, pode-se verificar que, visualmente, os protocormos e
plantulas tiveram pouca variagdo no tamanho, independente do estadio de

desenvolvimento ou dos diferentes espectros de luz.
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FIGURA 3. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), e em
estadio 3 (%P3) de Cattleya nobilior Rchb.f., em fungdo do espectro de luz
(EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100% azul (L3); 50% azul
+ 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25% vermelho (L5);
75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25% azul (L7) e
lampada branca fluorescente (L8), aos 45 dias ap0s a semeadura. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

Em relacdo a Figura 4, os protocormos e plantulas de C. walkeriana
apresentaram, visualmente, variacdo no tamanho dependendo do espectro de luz
utilizado. Quanto aos protocormos em estadio 1, L5 e L6 proporcionaram os menores

tamanhos.
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FIGURA 4. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), e em
estadio 3 (%P3) de Cattleya walkeriana Gardner, em funcdo do espectro
de luz (EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100% azul (L3);
50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25% vermelho
(L5); 75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25% azul (L7) e
lampada branca fluorescente (L8), aos 45 dias ap0s a semeadura. UFGD,
Dourados/MS, 2021.
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Desenvolvimento inicial aos 90 dias ap6s a semeadura.

Aos 90 dias de cultivo in vitro, verificou-se o efeito do espectro de luz (p<0,05)
sobre a porcentagem de protocormos em estadio 1 (%P1), de plantulas em estadio 3
(%P3) e estadio 4 (%P4) para C. nobilior. Ja para C. walkeriana, houve efeito do

espectro de luz (p<0,05) para todas as caracteristicas avaliadas (Quadro 4).

QUADRO 4. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de protocormos em
estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio 3 (%P3) e
estddio 4 (%P4) de Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana
Gardner, aos 90 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

v cL %P1 %P2 %P3 %P4
EL 7 150,97* 343,85"™ 264,57* 638,58*
Total 31 1346,93 6010,31 3194,66 8303,04
Média 7,15 26,20 18,26 48,39
C.V. (%) 24,28 26,00 27,23 12,87
Cattleya walkeriana Gardner
........................... Quadrado médio...........ccceeeveevveennenn
Fv cL %P1 %P2 %P3 %P4
EL 7 981,35* 296,90* 678,74* 232,25™
Total 31 12835,96 3147,41 6215,68 3235,76
Média 40,76 13,75 23,58 15,89
C.V. (%) 18,14 23,30 17,49 30,60

FV: fator de variacdo; GL: grau de liberdade; EL: espectro de luz; *, ns: significativo e ndo
significativo, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Para a C. nobilior, aos 90 dias de cultivo, a maior %P1 foi observada com a
utilizacdo de L1, com média de 18,38%. Em relacdo ao %P2 ndo foi verificada
diferenca estatistica entre os tratamentos, ainda que o maior valor da média registrada
(45,48%) tenha sido observado em L3. A maior %P3 foi verificada quando utilizou-se
L2 (29,95%), ndo diferindo de L6 e L7 com médias de 26,00% e 25,75%
respectivamente. Houve maior %P4 com o0s espectros de luz L5 e L8, com valores
médios de 68,32% e 66,52% respectivamente (Quadro 5).
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QUADRO 5. Porcentagem de protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2),
em estadio 3 (%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcéo
do espectro de luz (EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100% azul
(L3); 50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25% vermelho
(L5); 75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25% azul (L7) e
ldmpada branca fluorescente (L8), aos 90 dias apdés a semeadura. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

EL %P1 %P2 %P3 %P4
L1 18,38 a 29,23 a 12,63 b 39,75Db
L2 0,00c 28,00 a 29,95 a 42,01 b
L3 6,89 C 45,48 a 13,44 b 34,19b
L4 11,77 b 28,26 a 16,80 b 43,16 b
LS 3,65¢C 21,78 a 6,24 b 68,32 a
L6 10,75b 21,20 a 26,00 a 42,05Db
L7 1,56 ¢ 21,59 a 25,75 a 51,10 b
L8 4,15¢ 14,05 a 15,27 b 66,52 a

Média 7,15 26,20 18,26 48,39

C.V. (%) 24,28 26,00 217,23 12,87

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Ja para C. walkeriana, a L7 acarretou em maior %P1 (74,45%), no entanto sem
diferenca dos demais espectros de luz, L6, L8, L5, L4, L3 com médias de 57,21%,
50,47%, 48,10%, 45,23% e 40,96%, respectivamente. Com relacdo a maior %P2, 0s
LEDs L3, L1 e L2 proporcionaram melhores resultados, apresentando médias de
28,58%, 22,33% e 17,64% respectivamente.

Os maiores valores (48,21%) de %P3 foram observados com a utilizacdo de L2.
Quanto a formacdo de plantulas em estddio 4, no LED L2 verificamos melhores
resultados, com %P4 = 28,23, sem diferenca significativa dos demais espectros de luz
(Quadro 6).
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QUADRO 6. Porcentagem de protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2),
em estadio 3 (%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya walkeriana Gardner, em
funcéo do espectro de luz (EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100%
azul (L3); 50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25%
vermelho (L5); 75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25% azul
(L7) e lampada branca fluorescente (L8), aos 90 dias ap6s a semeadura. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

EL %P1 %P2 %P3 %P4
L1 30,79 b 22,33 a 32,01b 14,88 a
L2 591c 17,64 a 48,21 a 28,23 a
L3 40,96 a 28,58 a 21,46 ¢c 9,00 a
L4 45,23 a 537b 30,68 b 18,72 a
LS 48,10 a 10,22 b 19,79 ¢ 21,90 a
L6 57,21a 1481 Db 15,53 ¢ 12,45a
L7 74,45 a 6,58 b 10,53 ¢ 8,45a
L8 50,47 a 13,05b 17,50 ¢ 18,98 a
Média 44,14 14,82 24,46 16,58
C.V. (%) 17,28 23,30 18,28 30,60

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Os diferentes espectros de luz utilizados no desenvolvimento inicial in vitro de
C. nobilior, influenciaram no tamanho dos propagulos. Aos 90 dias ap0s a semeadura,
observou-se a presenca de protocormos e plantulas em todos os estadios de
desenvolvimento em todos os tratamentos, exceto para L2 que ndo apresentou

protocormos em estadio 1 (Figura 5).
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FIGURA 5. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio
3 (%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo do
espectro de luz (EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100% azul
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(L3); 50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25%
vermelho (L5); 75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25%
azul (L7) e lampada branca fluorescente (L8), aos 90 dias apds a
semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

A utilizacdo dos espectros de luz L3, L4, L5 e L8 proporcionaram protocormos
visualmente maiores no estadio 1. No entanto para plantulas em estadio 2 e 3, 0
tamanho pouco variou entre os tratamentos, enquanto que em estadio 4, a utilizacdo de
L3 e L8 promoveu plantulas visualmente maiores em relagdo aos outros espectros de
luz. Essas observacgdes visuais permitem inferir que a utilizacao de L3 e L8 é apropriada
para o crescimento e desenvolvimento inicial de C. nobilior (Figura 5).

Ao observar a Figura 6, pode-se notar que para C. walkeriana, todos os
propégulos apresentaram menor tamanho, independente do estadio de desenvolvimento
ou do espectro de luz utilizado, quando comparados com os propagulos de C. nobilior
(Figura 5). Ainda assim, os espectros de luz utilizados influenciaram no tamanho dos
propagulos de C. walkeriana que, aos 90 dias apds a semeadura, apresentavam-se em
todos os estadios de desenvolvimento em todos os tratamentos.

EL

%P1

%P2

%P3

FIGURA 6. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio 3
(%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya walkeriana Gardner, em funcdo do
espectro de luz (EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100% azul (L3);
50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25% vermelho (L5);
75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25% azul (L7) e lampada
branca fluorescente (L8), aos 90 dias ap6s a semeadura. UFGD, Dourados/MS,
2021.



40

Para protocormos em estadio 1, os espectros de luz L2 e L7 proporcionaram,
visualmente, maior tamanho em relacdo as demais. Plantulas em estadio 2 e 3 pouco
variaram de tamanho nos diferentes tratamentos. Os mesmos espectros de luz que
propiciaram maior tamanho de propagulos em estadio 1, também apresentaram esse
efeito nas plantulas em estadio 4. Essas observagdes permitem inferir que a utilizacdo de
L2 e L7 é apropriada para o crescimento e desenvolvimento inicial de C. walkeriana
(Figura 6).

Foi observado efeito do espectro de luz (p<0,05) sobre o tamanho dos
protocormos em estadio 1 (P1), plantulas em estadio 3 (P3) e estadio 4 (P4) para C.
nobilior. Ja para C. walkeriana, houve efeito do espectro de luz (p<0,05) para todas as

caracteristicas avaliadas (Quadro 7).

QUADRO 7. Resumo da andlise de variancia do tamanho (mm) dos protocormos em
estadio 1 (P1), plantulas em estadio 2 (P2), em estadio 3 (P3) e estadio 4
(P4) de Cattleya nobilior Rchb.f., e Cattleya walkeriana Gardner, aos 90
dias apds a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

v GL P1 P2 P3 P4
EL 7 2,93* 2,40™ 8,43* 13,72*
Total 47 35,19 81,57 118,49 142,40
Média 3,94 5,13 5,69 8,31
C.V. (%) 5,59 10,44 8,75 5,38
Cattleya walkeriana Gardner
............................ Quadrado médio............ccoceveennee.
EV cL P1 P2 P3 P4
QL 7 1,33* 1,95* 5,47* 4,49*
Total 47 30,79 25,99 52,32 54,72
Média 1,65 3,72 3,85 5,24
C.V. (%) 11,45 5,74 6,18 6,20

FV: fator de variacdo; GL: grau de liberdade; EL: espectro de luz; *, ™: significativo e ndo
significativo, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Observou-se que a utilizacdo dos espectros de luz L4, L3, L5 e L8 apresentaram
melhores condigdes para o0 maior tamanho dos protocormos de C. nobilior em estadio 1,
com médias de 5,03; 4,47; 4,31 e 4,27 mm, respectivamente. J& as plantulas em estadio
2 apresentaram maior tamanho quando cultivados em L5 (5,89 mm), no entanto sem
diferenca significava dos demais espectros de luz, com média geral de 5,13 mm
(Quadro 8).
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A utilizacdo de L3, L4, L5 e L8 também proporcionaram o maior tamanho de
plantulas em estadio 3, apresentando medias de 7,59; 6,83; 5,97 e 5,91 mm,
respectivamente. J& 0s maiores valores para tamanho de plantulas em estadio 4 foram
observados com o uso de L8 e L5 como espectros de luz, com médias de 10,00 e 9,98

mm, respectivamente (Quadro 8).

QUADRO 8. Tamanho (mm) dos protocormos em estadio 1 (P1), plantulas em estadio 2 (P2),
em estadio 3 (P3) e estadio 4 (P4) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcéo do
espectro de luz (EL): 100% branco (L1); 100% vermelho (L2); 100% azul (L3);
50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco + 25% azul + 25% vermelho (L5);
75% azul + 25% vermelho (L6); 75% vermelho + 25% azul (L7) e lampada
branca fluorescente (L8), aos 90 dias ap6s a semeadura. UFGD, Dourados/MS,

2021.

EL P1 P2 P3 P4

mm mm mm mm
L1 3,52 b 4,56 a 4,73 b 8,11 Db
L2 3,11 b 4,85a 538D 8,36 b
L3 4,47 a 519a 7,59 a 8,78 b
L4 5,03a 583 a 6,83 a 7,70 b
L5 4,31a 589a 597a 9,98 a
L6 3,05Db 423 a 3,78 Db 523c¢C
L7 3,76 b 5,76 a 527D 8,24 b
L8 4,27 a 477 a 591a 10,00 a

Média 3,94 5,13 5,69 8,31

C.V. (%) 5,59 10,44 8,75 5,38

Meédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

De maneira geral, novamente, os propagulos da espécie C. walkeriana
apresentaram tamanho reduzido em relagdo aos propagulos de C. nobilior,
independentemente dos espectros de luz empregados.

A utilizagéo de L1, L2, L7 e L5 proporcionaram melhores condigdes para o
crescimento dos protocormos em estadio 1, apresentando médias de 5,03; 4,47; 4,31 e
4,27 mm, respectivamente. Os maiores tamanhos de plantulas em estadio 2 foram
observados em L6, L4, L2, L7 e L5 com médias de 4,38; 4,34; 4,10; 3,86 e 3,73 mm,
respectivamente. J& em relacdo a plantulas em estadio 3 e 4, somente L2 proporcionou
condicgdes para o maior tamanho desses propagulos, com valores médios de 5,49 e 7,17

mm, respectivamente (Quadro 9).
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QUADRO 9. Tamanho dos protocormos em estadio 1 (P1 mm), plantulas em estadio 2 (P2
mm), em estadio 3 (P3 mm) e estadio 4 (P4 mm) de Cattleya walkeriana
Gardner, em funcdo do espectro de luz (EL): 100% branco (L1); 100%
vermelho (L2); 100% azul (L3); 50% azul + 50% vermelho (L4); 50% branco +
25% azul + 25% vermelho (L5); 75% azul + 25% vermelho (L6); 75%
vermelho + 25% azul (L7) e ldmpada branca fluorescente (L8), aos 90 dias apds
a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

EL P1 P2 P3 P4

mm mm mm mm
L1 2,46 a 345b 334c 4,63 b
L2 2,00a 410a 549a 717a
L3 1,32b 3,07b 334c 4,84 b
L4 1,10b 434a 487b 4,45 b
L5 181la 373a 2.99¢c 5,00 b
L6 1,14b 438a 4,48 b 5,66 b
L7 1,882 3,864 317¢ 4,88 b
L8 1,49 b 2,83b 312¢ 533 b

Média 1,65 3,72 3,85 5,24

C.V. (%) 11,45 5,74 6,18 6,20

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

DISCUSSAO

Germinacao e desenvolvimento inicial aos 45 dias apos a semeadura

Os efeitos dos espectros de luz sobre a germinagdo das sementes de Cattleya
testadas foram distintos entre as espécies. Para C. nobilior, os espectros de luz testados
ndo foram limitantes para a germinacdo das sementes, apresentando ainda baixa
mortalidade de propagulos. Em contrapartida, para a C. walkeriana, os espectros de luz
afetaram de maneira acentuada a germinacdo, visto que as maiores porcentagens de
germinagdo ocorreram sob |&mpada fluorescente (L8) e nos LEDs monocromaticos
vermelho, azul ou combinacdes entre eles, com valores proximos a 80%. Os valores de
germinacao obtidos para as duas espécies do género Cattleya podem ser considerados
satisfatorios para espécies nativas e corroboram com os encontrados por Soares et al.
(2020), que estudando a germinacdo de Cattleya nobilior Rchb.f., Cattleya lundii
(Rchb.f. & Warm.) Van den Berg e Brassavola tuberculata Hook, observaram médias
de %G de 98,5%, 96,6% e 62,0%, respectivamente.

A luz é um fator importante para as orquideas cultivadas in vitro (HANUS-
FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA (2017), sendo que o espectro de luz proporcionado

ao material propagado regula as vias bioquimicas que controlam o crescimento e a
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morfogénese (TAIZ et al., 2017). Segundo Lin et al. (2011), a utilizacdo dos LEDs
vermelho, azul ou em combinac@es, pode promover maior germinagdo e brotacdes em
plantulas. Os comprimentos de onda da ld&mpada branca fluorescente, de modo geral,
promovem o crescimento foliar e acumulo de carboidratos, contribuindo para o
estabelecimento inicial dessas plantulas, porém, nessa fonte de luz podem ocorrer
alteracdes fotomorfogénicas, principalmente na formacdo dos tecidos do mesoéfilo e da
epiderme, e na ineficiéncia do mecanismo de abertura e fechamento estomatico,
comprometendo sua funcionalidade (FARIA et al., 2012; HUNG et al., 2016; HANUS-
FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA, 2017). Além disso, nessa fonte de luz,
dependendo da espécie, o fornecimento de energia (ATP) e o potencial redutor
(NADPH), excedem a demanda do metabolismo vegetal no processo de fixacdo de
carbono (GU et al. 2017), podendo assim acumular espécies reativas de oxigénio
(ROS), 0 que dependendo do acumulado pode agir como um sinal para induzir respostas
de defesa (em baixas concentracGes) ou sendo toxica em altas concentracdes induzindo
a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares, causando danos oxidativos aos
componentes celulares (VRANOVA et al., 2002; BAYAT et al., 2018). Sendo assim,
estudos vem sendo desenvolvidos para encontrar as melhores combinagfes entre os
espectros de luz no desenvolvimento de plantas, principalmente nativas (GU et al.,
2012; GUPTA e JATOTHU, 2013; MITCHELL et al., 2015; GUPTA, 2017).

Como o intuito da semeadura in vitro é produzir o maior nimero de plantulas
possivel em menor periodo de tempo, as melhores respostas observadas para a formacao
de plantulas de C. nobilior em estadio 3 aos 45 dias da semeadura, ocorreu com a
utilizacdo dos espectros de luz tanto branca fluorescente quanto o LED vermelho em
combinacdo com azul. Para C. walkeriana, o uso de lampada fluorescente, LED
monocromatico vermelho e em combinagdes com branco e azul, proporcionaram
melhores condi¢gdes para a formagdo de plantulas em estadio 3 aos 45 dias da
semeadura. Para essa espécie, tanto a germinacdo como o desenvolvimento inicial
foram influenciados positivamente pela lampada branca fluorescente e pelo LED
monocromatico vermelho. Esses resultados podem ser justificados, pelos espectros de
luz especificas terem efeitos precisos nas plantas, como por exemplo, as
monocromaticas azul e vermelha possuem comprimentos de onda com maior eficacia
durante a fotossintese (YANG et al., 2017).

Ainda, o comprimento de onda vermelho desempenha um papel importante no

controle das funcGes do cloroplasto, e do sistema reprodutivo (REHMAN et al., 2017).
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Ja a luz azul influencia no crescimento da planta, expansdo foliar, fotomorfogénese,
abertura estomatica, fotossintese e acimulo de pigmento (SAVVIDES et al., 2012).
Porem, e sabido que as plantas quando cultivadas sob luz azul tém maior conduténcia
estomatica, maior atividade do fotossistema e capacidade de transporte de elétrons
fotossintéticos e niveis mais elevados de ribose-1, 5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) do que aquelas plantas cultivadas sob luz vermelha (MUNEER et al., 2014;
YANG et al., 2018). Dessa forma, existe a necessidade de ajuste espectral entre esses
dois comprimentos de onda, o que pode influenciar no desenvolvimento da planta (LI et
al., 2020).

Além disso, 0 uso dos LEDs possuem vantagens em relacdo as lampadas
fluorescentes, como, longo periodo de vida Util, alta eficiéncia no processo de geracédo
de luz e baixa emisséo de calor, consumindo menos energia em salas de crescimento
(GUPTA e JATOTHU, 2013; GUPTA, 2017).

A simples exposi¢do do 6rgdo vegetal a luz vermelha, azul ou combinacges entre
elas podem acarretar na organogénese que consequentemente favorece na formacao de
brotos e raizes (GEORGE e JATOTHU, 2013; GUPTA, 2017). Dessa forma, é possivel
manejar o cultivo indoor substituindo o uso de reguladores vegetais pelos diferentes
comprimentos de onda proporcionados por lampadas LED, proporcionando o
desenvolvimento inicial de protocormos (BAE et al., 2014).

A luz branca fluorescente contém todos os comprimentos de onda necessarios
para ganhos energéticos pela fotossintese e outros processos fisiologicos, porém o0s
LEDs sdo uma das Unicas fontes luminosas que proporcionam a flexibilidade da
composigdo espectral, podendo dessa forma regular e controlar os aspectos fisioldgicos
da planta, tais como a fotossintese e fotomorfogénese, auxiliando assim no crescimento
(ANTONOPOULOU et al., 2004; SINGH et al., 2015), tal como observado para
Cattleya nobilior Rchb.f (FREITAS et al., 2019) e Schomburgkia crispa Lindl.
(SORGATO et al., 2021).

Hung et al. (2016) e Taiz et al. (2017) salientam ainda que a influéncia da
qualidade da luz sobre o crescimento e o desenvolvimento de plantas estd fortemente
associada a espécie vegetal. Sendo assim, de acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, é crucial ajustar a composicao espectral dos espectros de luz para cada espécie
estudada, visto que ainda sdo escassas as pesquisas com plantas nativas (HANUS-
FAJERSKA e WOJCIECHOWSKA, 2017; SORGATO et al., 2021), principalmente da
familia Orchidaceae.
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E importante salientar ainda que, aos 45 dias de cultivo in vitro, a espécie C.
walkeriana teve desenvolvimento mais lento e maior mortalidade de propagulos do que
C. nobilior, o que evidencia a menor rusticidade da espécie, que tem menos informacdes
cientificas sobre seu cultivo e, além disso é considerada vulneravel (CNCFLORA,

2021b) na avaliacdo do risco de extingao.

Desenvolvimento inicial aos 90 dias apés a semeadura

A utilizacdo da combinagdo de LEDs branco, azul, vermelho, assim como da
lampada fluorescente, proporcionaram propagulos de maior tamanho em estadio 4 de C.
nobilior e melhores condi¢Ges para a maior porcentagem de plantulas aos 90 dias apés a
semeadura. Embora sem diferenca estatistica, o0 LED monocromatico vermelho
apresentou propéagulos de maior tamanho em estadio 4 e melhores condicfes para a
maior %P4 de C. walkeriana.

Li et al. (2010) trabalhando com plantas de algodéo e utilizando LEDs vermelho
e azul relatam que suas combina¢6es podem influenciar positivamente no crescimento
das plantas, com posterior aumento de massa fresca em relacéo a utilizacdo aos LEDs
monocromaticos, pois em seu trabalho, a combinagdo 1:1, foi prontamente absorvidas
pelas plantas fornecendo um espectro de luz eficiente para fotossintese e
fotomorfogénese. Os autores ainda salientam que a proporcéo ideal de luz vermelha
para luz azul difere entre as espécies de plantas e cultivares sob condi¢Ges de cultura de
tecido vegetal.

Zhu et al. (2019) também explicam que plantas submetidas ao espectro visivel
do vermelho monocromatico, pode induzir o aumento de protoplastos, balan¢o de
carbono, biossintese de fitohormdnios e na abertura estomatica em folhas, porém para
este Gltimo, os autores explicam que ndo se sabe, até que ponto a abertura estomatica,
induzida pela luz vermelha, surge da deteccdo direta da luz vermelha por células
guardias versus respostas indiretas como resultado das influéncias da luz vermelha na
fotossintese do mesofilo. Assim, as plantas precisam ndo somente da luz vermelha
monocromatica, mas também do azul para regular outros tipos de respostas além da
fotossintese e producdo de biomassa (CASAL, 2006; WHITELAM e HALLIDAY,
2007). Os fatos relacionados por esses autores podem explicar os resultados
apresentados neste trabalho, onde esses comprimentos de ondas aceleraram o

desenvolvimento de plantulas até o estadio 4.
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Além disso, observamos visualmente a variacdo de tamanho dos propégulos
entre C. nobilior e C. walkeriana, independente do estadio de desenvolvimento. A partir
desses resultados pode-se inferir que a espécie de C. walkeriana possui um
desenvolvimento mais lento em relagdo a C. nobilior. Para Godo et al. (2009), os efeitos
inibitérios ou promocionais da luz na germinacdo e desenvolvimento inicial de
protocormos e plantulas sdo tracos intrinsecos de cada espécie. Hanus-Fajerska e
Wojciechowska (2017) salientam que existem trés grandezas fisicas da luz que mais
influenciam no crescimento in vitro e na morfogénese que sdo: a duracdo da exposi¢do a
luz (fotoperiodo), a densidade de fluxo e o comprimento de onda.

Estes resultados permitem inferir que os estudos sobre a germinacdo e
desenvolvimento inicial de protocormos e plantulas das orquideas sdo importantes, uma
vez que, por meio deles é possivel conhecer ndo somente a espécie, como também a sua
interacdo com o ambiente no qual sera cultivada, considerando que ndo existe um
padrdo de comportamento para essa familia botanica na literatura cientifica. Esse fato
evidencia que os protocolos de germinacdo e estabelecimento inicial in vitro para

familia Orchidaceae precisam ser espécie especificos.

CONCLUSAO

Os espectros de luz testadas ndo foram limitantes para a germinagdo das
sementes C. nobilior. Em contrapartida, para a C. walkeriana as maiores porcentagens
de germinacdo ocorreram em lampada fluorescente e nos LEDs monocromaéticos
vermelho e azul ou combinaces entre eles.

A combinacédo entre os LEDs branco, azul e vermelho proporcionam melhores
condigdes para o desenvolvimento inicial de C. nobilior. Enquanto para C. walkeriana,

foi influenciado positivamente pelo LED monocromatico vermelho.
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CAPITULO I11 - GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO
INICIAL IN VITRO DE ORQUIDEAS DO GENERO Cattleya
NATIVAS DO CERRADO BRASILEIRO EM FUNCAO DE FONTES
DE LUZ NATURAL E ARTIFICIAL

RESUMO

A luz é um fator de destaque na conducdo e manejo de plantas em sistemas de
producdo. Para o cultivo in vitro, o entendimento dos efeitos da luz natural e artificial
sobre a germinacdo e morfogénese é importante para preencher lacunas no
conhecimento sobre a producdo de orquideas, em especial, as nativas do Cerrado.
Objetivou-se avaliar a germinacdo e desenvolvimento inicial in vitro de orquideas do
género Cattleya nativas do Cerrado brasileiro em funcdo de fontes de luz natural e
artificial. Os frascos apds serem inoculados, foram acondicionados em sala de
crescimento sob as seguintes fontes de luz natural e artificial - L1: LED amarelo 3.000K
(128 pmol m? s1): L2: LED branco 6.500K (108 pumol m? s%); L3: lampada branca
fluorescente 6.500K (23 umol m s™) e L4: luz natural - 35 umol m= s™. Decorridos 45
e 90 dias ap0s a semeadura, avaliou-se a porcentagem de germinagdo (%G) e o
estabelecimento inicial dos propagulos. Os propagulos foram avaliados quanto a sua
porcentagem em estadio 1 (%P1), 2 (%P2), 3 (%P3) e 4 (%P4). De maneira geral, as
fontes de luz ndo influenciaram a germinacdo de Cattleya nobilior Lindl., no entanto
foram limitantes para a germinacéo de Cattleya walkeriana Gardner. A utilizacdo do L3
proporcionou estabelecimento inicial em C. nobilior em menor periodo de tempo e com
menor mortalidade das plantulas aos 90 dias ap6s semeadura, no entanto para C.
walkeriana observou-se melhor estabelecimento inicial de plantulas em menor periodo
de tempo com a utilizacdo do L3, L1 e L4. A luz natural ndo forneceu as melhores
condigdes para o melhor estabelecimento inicial de ambas as espécies. Sendo assim,
recomenda-se a utilizacao de fontes de luz artificial nas duas espécies estudadas.

Palavras-chave: Espécie nativa, Horticultura ornamental, LEDs, Orchidaceae.
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GERMINATION AND INITIAL IN VITRO DEVELOPMENT OF
Cattleya GENDER ORCHIDS NATIVE OF THE BRAZILIAN
CERRADO IN FUNCTION OF SOURCES OF NATURAL AND
ARTIFICIAL LIGHT

ABSTRACT

Light is a prominent factor in the conduction and management of plants in production
systems. For in vitro cultivation, understanding the effects of natural and artificial light
on germination and morphogenesis is important to fill gaps in knowledge about the
production of orchids, especially those native to the Cerrado. The aim of this study was
to evaluate the in vitro germination and initial development of orchids of the genus
Cattleya native to the Brazilian Cerrado under natural and artificial light sources. After
inoculation, the flasks were placed in a growth room under the following natural and
artificial light sources - L1: 3,000K yellow LED (128 pmol m? s?); L2: 6,500K white
LED (108 pumol m? s%); L3: 6,500K white fluorescent lamp (23 pmol m2 s?) and L4:
natural light - 35 umol m2 s, After 45 and 90 days after sowing, the germination
percentage (%G) and the initial establishment of the propagules were evaluated. The
propagules were evaluated for their percentage in stage 1 (%P1), 2 (%P2), 3 (%P3) and
4 (%P4). In general, light sources did not influence Cattleya nobilior Lindl.
germination, however they were limiting for Cattleya walkeriana Gardner germination.
The use of L3 provided initial establishment in C. nobilior in a shorter period of time
and with lower seedling mortality at 90 days after sowing, however for C. walkeriana
there was better initial establishment of seedlings in a shorter period of time with the
use of L3, L1 and L4. Natural light did not provide the best conditions for the best
initial establishment of both species. Therefore, it is recommended to use artificial light
sources in the two studied species.

Keywords: Native species, Ornamental horticulture, LEDs, Orchidaceae.
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é uma das maiores e mais representativas familias dentre
as Angiospermas (THE PLANT LIST, 2021). De acordo com a Flora do Brasil em
construcdo (2021), lista 642 espécies distribuidas em 113 géneros dentro da composicao
floristica do Cerrado brasileiro, sendo que na regido Centro-Oeste existem 106 géneros,
distribuidos em 507 espécies e no Mato Grosso do Sul sdo encontradas 92 espécies
pertencentes a 38 géneros.

As espécies de orquideas nativas possuem elevado potencial ornamental, o que
as torna muito visadas. Esse fato faz com que a extracdo dessas espécies seja um dos
principais fatores para a diminuicao das populac@es no Cerrado (CARDOSO, 2017).

Dentre as espécies do género Cattleya, destacam-se a Cattleya nobilior Rchb.f.,
que possui habito epifitico ou rupicola, com distribui¢do nas regides Norte, Nordeste e
Centro Oeste e a Cattleya walkeriana Gardner, que também possui habito epifitico ou
rupicola, e sua distribuicdo ocorre nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste
(FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2021).

Essas plantas apresentam pseudobulbos ovalados ou fusiformes e podem medir
de 5 a 12 cm de comprimento com presenca de duas folhas para C. nobilior ou uma
folha para C. walkeriana, as flores de ambas as espécies sdo de coloracdo entre rosa
escuro/rosa claro a claro/lilas (ARAUJO, 2017). De acordo com o Centro Nacional de
Conservacdo da Flora essas espécies estdo classificadas como: quase ameacada e
vulneravel, respectivamente, além de ser considerada endémica para a C. walkeriana
(CNCFLORA, 2021).

Essas orquideas possuem crescimento lento, o que torna demorada a producgéo
de novas mudas, necessitando de um longo periodo até que atinjam o estadio
reprodutivo. Nesse sentido, a semeadura in vitro € uma ferramenta biotecnol6gica muito
atil, pois possibilita a conservacdo de especies por meio da obtencdo de plantas em
grande escala e em tempo relativamente curto e com alta qualidade o que contribui para
diminuicdo do risco de extincdo (CARDOSO, 2014; HANUS-FAJERSKA e
WOJCIECHOWSKA, 2017; FAY, 2018).

Com o cultivo in vitro a germinacdo e o estabelecimento inicial do material
propagado sdo influenciados por diversos fatores abioticos, destacando-se a fonte de

luz, natural ou artificial que é fornecida durante essa fase, ja que a luz € fundamental
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para a fotossintese e fotomorfogénese nas plantas (SORGATO et al., 2015; TEIXEIRA
DA SILVA etal., 2015; TAIZ et al., 2017).

A fonte de luz utilizada em ambientes indoor geralmente é a lampada
fluorescente branca de amplo espectro (350 - 750 nm) e irradidncia em torno de 20
umol m? s (KITSINELIS, 2011). No entanto, as lampadas de LED (Light-Emiting
Diode) vem sendo utilizadas como alternativa a iluminacdo convencional, demonstrado
através de pesquisas que podem ser utilizadas como fonte de luz artificial para a cultura
de tecidos de plantas, obtendo resultados satisfatorios (GUPTA, 2017), uma vez que 0s
LEDs trazem como vantagens o controle do espectro de luz emitido, baixo consumo de
energia elétrica e maior durabilidade.

Através das propriedades espectrais e da irradiancia é possivel, ainda, regular as
caracteristicas das plantas cultivadas in vitro, como varia¢cbes morfoldgicas, anatdmicas
e atributos fisioldgicos como o alongamento, a formacéo de brotos axilares, a inducéo
de embriGes somaticos, a rizogénese, a anatomia foliar, e habilidades fotossintéticas
(GUPTA e JATOTHU, 2013).

Outra alternativa para o cultivo in vitro € a producdo de plantulas em ambiente
de luz natural, substituindo a luz artificial, cujas vantagens vém sendo estudadas por
diversos pesquisadores (KODYM e ZAPATA-ARIAS, 1999; COSTA et al., 2009;
DIGNART et al., 2009; BORGES et al, 2011; SILVA et al, 2012; SORGATO et al.,
2021).

Esse tipo de luz possui um papel importante no crescimento da planta, atribuido
pela presenca de luz azul que pode influenciar na expanséo foliar, abertura estomética,
fotossintese e no acumulo de pigmento, além de reverter positivamente algumas
alteracdes fisiologicas de plantas que tenham sido cultivadas em ambiente indoor
(OUZOUNIS et al., 2015).

Assim, foram testadas as hipéteses:1. No cultivo in vitro a luz natural e artificial
atua de modo distinto nas respostas germinativas e de desenvolvimento inicial em
orquideas do género Cattleya; 2. As respostas sdo espécie-especificas. Dessa forma,
objetivou-se avaliar a germinacéo e o desenvolvimento inicial in vitro de C. nobilior e
C. walkeriana em funcdo da fonte de luz natural e artificial, como contribuigdo ao

manejo e producdo de orquideas do género Cattleya nativas do Cerrado brasileiro.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).
Foi utilizado como material de estudo, sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. oriundas
de reserva particular de patrimonio natural (S 21°29°31” ¢ W 56°24°11”) e Cattleya
walkeriana Gardner, doadas pelo pesquisador Dr. Renato F. Galdiano Janior.

Pesou-se 0,005 g de sementes de cada espécie para avaliacdo da viabilidade pelo
teste de tetrazolio (SOARES et al., 2014) e, ap6s a confirmacdo da viabilidade, foram
acondicionadas em dessecador com silica gel (252 °C; 75% UR) por 14 dias.

Para a germinacdo das sementes e desenvolvimento inicial dos protocormos e
plantulas, utilizou-se o0 meio MS % (MURASHIGE e SKOOG, 1962), solidificado com
7,0 g L de agar bacterioldgico (Himedia®, india) e suplementado com 30 g L de
sacarose. O pH do meio foi aferido e ajustado para 5,8 utilizando-se KOH (0,1M) e na
sequéncia distribuido em frascos com tampa rosqueavel com capacidade de 600 mL,
sendo que cada frasco recebeu 60 mL do referido meio de cultivo. Na sequéncia, 0s
frascos foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1,1 atm de presséo, por 20 minutos.
Apos o resfriamento (25+2 °C) os frascos foram transferidos para ambiente estéril.

Posteriormente, foram pesadas 0,005 g de sementes de cada espécie, sendo
levadas para ambiente asseptico e desinfestadas conforme metodologia descrita por
Soares et al. (2020). Na sequéncia, a suspensdo de sementes foi diluida para 50 mL com
agua destilada estéril e em seguida recebeu triplice lavagem com agua destilada estéril
(40 mL por lavagem), sendo a agua descartada apOs cada lavagem. ApoOs este
procedimento, o volume da suspensao foi completado para 50 mL com &gua destilada
estéril para a semeadura in vitro, sendo inoculados 1.000 pL da suspensdo de sementes
por frasco.

Apos a inoculagdo, os frascos foram vedados com filme pléstico de policloreto
de vinila (filme PVC) e um conjunto de cinco frascos foram levados para condicdo de
viveiro telado com sobreposicao de duas telas de sombreamento de 50% sob a seguinte
condi¢do de luz natural - L4: luz natural - média de 35 umol m? s, sob condicdes
médias de temperatura e umidade relativa de 22,645 °C e 73,9+10%, respectivamente. E
os outros frascos foram acondicionados em sala de crescimento com temperatura e

fotoperiodo controlados (25+2 °C; 16 h) sob a seguintes fontes de luz artificial — L1:
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LED amarelo 3.000K (128 umol m? s%); L2: LED branco 6.500K (108 pmol m2 s?) e
L3: lampada branca fluorescente 6.500K (23 umol m2 s?) (Figura 1).
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FIGURA 1. Distribuicdo espectral de energia relacionada as diferentes fontes de luz.
UFGD, Dourados/MS, 2021.

Quarenta e cinco dias ap0s a semeadura, foi avaliada a porcentagem de
germinacdo de cada espécie. Os materiais contidos nos frascos foram lavados com agua
destilada estéril e acondicionados em placas de acrilico (2,0 x 2,0 x 0,5 cm),
quadriculadas (0,5 x 0,5 cm). Este procedimento foi repetido até ndo restar nenhuma
semente ou propagulo no frasco de cultivo. Com auxilio de microscopico
estereoscopico binocular com zoom foram contados o numero de sementes nao
germinadas (NS) e o numero de propagulos clorofilados (NPC). A porcentagem de
germinacdo (%G) foi calculada pela seguinte expressdo: %G = [NPC / (NS + NPC)] x
100.

As avaliacdes do estabelecimento inicial foram realizadas aos 45 e 90 dias apds
a semeadura, quanto a porcentagem de protocormos em estadio 1 (%P1), 2 (%P2), 3
(%P3) e 4 (%P4). Para a avaliacdo dos estadios de protocormos, foi considerado como
estadio 1 (protocormos intumescido), estddio 2 (plantula com formagdo da primeira
folha), estadio 3 (plantula com duas folhas) e estadio 4 (plantula com folhas e uma ou
mais raizes) (SUZUKI et al., 2009) (Figura 2).
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FIGURA 2. Morfologia geral dos estadios de desenvolvimento de protocormos e
plantulas até a formacdo de plantas de Cattleya nobilior Rchb.f. A) Estadio
1 = protocormo intumescido clorofilado; B) Estadio 2 = plantula com
formacéo da primeira folha; C) Estadio 3 = plantula com duas folhas; D)
Estddio 4= plantula com folhas e uma ou mais raizes. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

Também foi mensurado (mm) o tamanho dos propagulos apds 90 dias da
semeadura. Apds as avaliacOes, todos os tratamentos foram fotografados com camera
acoplada ao microscopico estereoscépico, com auxilio do programa computacional
AxionVision versdo 3.1 (Zeiss®).

Para cada espécie em estudo, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com quatro tratamentos (condi¢cBes de irradiancia) com cinco
repeticdes de um frasco de cultivo cada. Os resultados foram transformados para \(x+1)
e, a seguir, submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste de Tukey
(p<0,05) com auxilio do programa SISVAR (Programa de Andlises Estatisticas v.5.3.

Universidade Federal de Lavras, MG).

RESULTADOS

Germinacao e desenvolvimento inicial aos 45 dias ap06s a semeadura

Houve efeito das fontes de luz (p<0,05) sobre a porcentagem de protocormos em
estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio 3 (%P3) e de protocormos
néo clorofilados (%PNC) para C. nobilior. Para C. walkeriana, ocorreu efeito das fontes

de luz (p<0,05) para todas as caracteristicas avaliadas (Quadro 1).
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QUADRO 1. Resumo da anélise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G),
protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), e em
estadio 3 (%P3), de protocormos clorofilado (%PC) e ndo clorofilado
(%PNC) de Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana Gardner, aos
45 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

FV GL
%G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC

FL 3 2,36™  5478,60* 4139,90* 531,76* 1591,57"™ 1591,57*
Total 15 28,83  21287,35 2140582 2749,08  8667,11 8667,11
Média 98,67 46,82 45,41 7,32 85,78 14,22

C.V. (%) 0,71 23,54 34,22 43,57 13,57 40,00

Cattleya walkeriana Gardner

FV GL
%G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC

FL 3 287,58* 1533,76* 2507,04* 362,12  901,68*  901,79*
Total 15 108590 6307,46  8359,36  1624,18  3573,82 3574,14
Media 83,71 81,89 18,03 6,23 81,86 18,14

C.V. (%) 2,94 7,60 18,75 45,62 5,61 21,09

FV: fator de variagdo; GL: grau de liberdade; FL: fontes de luz; *, ": significativo e ndo
significativo, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para C. nobilior, observou-se média geral de %G de 98,67. Em relagdo a
avaliacdo da porcentagem de propagulos, observou-se que aos 45 dias, a maior %P1
ocorreu em L4 com 96,74%. Houve maior %P2 com a utilizagcdo do L3 com média de
74,87%, mas ndo diferindo estatisticamente do L1 e L2 com médias de 57,91% e
46,98%. A utilizacdo do L1 proporcionou maior %P3 com media de 24,25%, seguido da
utilizacdo do L3 com média de 5,04%. N&o foram observadas plantulas em estadio 4
aos 45 dias apds semeadura. Sendo assim, pode-se inferir que o uso de lampadas LED
amarelo 3.000K (128 pmol m? s?') e lampada branca fluorescente em salas de
crescimento podem promover o desenvolvimento de plantulas dessa especie em curto
periodo de tempo.

Com relacdo a mortalidade dos propagulos, L3 propiciou maior %PC com média
de 100%, mas ndo diferindo estatisticamente do L1, L2 e L4 com médias de 99,55%,
86,12% e 57,46% respectivamente. J& 0 uso do L4, acarretou maior %PNC com média
de 42,54%, mas ndo diferindo do L2 com média de 13,88%. (Quadro 2).
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QUADRO 2. Porcentagem de germinacdo (%G), protocormos em estadio 1 (%P1),
plantulas em estadio 2 (%P2), e estadio 3 (%P3), de protocormos
clorofilado (%PC) e néo clorofilado (%PNC) de Cattleya nobilior
Rchb.f., em funcdo das fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K
(128 pmol m?2 st); L2: LED branco 6.500K (108 umol m? s?); L3:
lampada branca fluorescente 6.500K (23 pmol m? s?) e L4: luz natural
(35 umol m2 s1), aos 45 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados/MS,

2021.
FL %G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC
L1 99,66 a 17,84 b 57,91a 24,25 a 99,55a 0,45Db
L2 98,28 a 53,02b 46,98 ab 0,00c 86,12a 13,88 ab
L3 98,83 a 20,09 b 74,87 a 5,04 b 100,00a  0,00b
L4 97,89 a 96,74 a 3,26 b 0,00c S57,46a 4254 a
Media 98,67 46,92 45,75 7,32 85,78 14,22
C.V. (%) 0,71 23,54 34,22 43,57 13,57 40,00

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para C. walkeriana, a utilizacdo do L3 proporcionou maior %G com média de
92,72%, mas ndo diferindo estatisticamente do L1 com média de 87,77%. Com relacdo
aos estadios de desenvolvimento dos propagulos, o uso do L4 apresentou maior %P1
(99,99%), mas ndo diferindo estatisticamente do L2 com média de 99,49%. A utilizacao
do L3 proporcionou a maior %P2 (53,36%). A maior %P3 foi observada com o uso do
L1 com média de 20,09%. Né&o foi observado plantulas em estadio 4 aos 45 dias apés a
semeadura. Dessa forma, pode-se inferir que a utilizacdo de LED amarelo 3.000K (128
umol m2 s1) em sala de crescimento podem promover o crescimento dessa espécie em
um curto periodo de tempo.

Com relacdo a mortalidade dos propagulos, a maior %PNC foi observada com o
uso do L2 acarretando média de 35,01%, mas sem diferenca estatistica do L1 com
média de 24,33% (Quadro 3). A L3 contribuiu para a maior %PC com média de 100%,
mas ndo diferindo estatisticamente do L4 (86,79%). (Quadro 3).
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QUADRO 3. Porcentagem de germinacdo (%G), protocormos em estadio 1 (%P1),
plantulas em estadio 2 (%P2), e estadio 3 (%P3), de protocormos
clorofilado (%PC) e ndo clorofilado (%PNC) de Cattleya walkeriana
Gardner, em funcdo das fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K
(128 pmol m?2 st); L2: LED branco 6.500K (108 umol m? s?); L3:
lampada branca fluorescente 6.500K (23 umol m™2 s?) e L4: luz natural
(35 umol m2 s1), aos 45 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados/MS,

2021.

FL %G %P1 %P2 %P3 %PC %PNC
L1 87,77 ab 62,96 b 16,95b 20,09a 75,67bc 24,33ab
L2 73,14 c 99,49 a 051c 0,00 c 64,99 c 35,01 a

L3 92,72 a 41,80 b 53,36a 4,84b 100,00 a 0,00 c
L4 81,22 bc 99,99 a 0,00 c 0,00 c 86,79ab 13,22 bc

Média 83,71 76,06 17,70 6,23 81,86 18,14

C.V. (%) 2,94 7,60 18,75 45,62 5,61 21,09

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para ambas as espécies, verificamos visualmente que os protocormos e plantulas
tiveram variacdo em seu tamanho (Figuras 1 e 2). Com a L1 e L3 os propagulos de
modo geral, apresentaram tamanho maior em comparagéo aos outros tratamentos. N&o
observamos plantulas em estadio 4 aos 45 dias apds semeadura. Quanto aos propagulos
cultivados sob L2 e L4, apresentaram 0s menores tamanhos e auséncia de plantulas em

estadio 3 de desenvolvimento inicial (Figuras 2 e 3).
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FIGURA 2. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2) e estadio 3
(%P3) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcédo das fontes de luz (FL) - L1:
LED amarelo 3.000K (128 pmol m2 s1); L2: LED branco 6.500K (108
umol m2 s1); L3: 1ampada branca fluorescente 6.500K (23 pmol m2s?) e
L4: luz natural (35 pmol m? s?), aos 45 dias ap6s a semeadura. UFGD,
Dourados/MS, 2021.

FL L1 L2 L3 L4

FIGURA 3. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2) e estadio 3
(%P3) de Cattleya walkeriana Gardner, em funcédo das fontes de luz (FL) -
L1: LED amarelo 3.000K (128 pumol m2 s); L2: LED branco 6.500K



63

(108 pmol m2s1); L3: Iampada branca fluorescente 6.500K (23 pmol m
s1) e L4: luz natural (35 umol m? s?), aos 45 dias apés a semeadura.
UFGD, Dourados/MS, 2021.

Desenvolvimento inicial aos 90 dias ap6s a semeadura

Aos 90 dias de cultivo in vitro, verificou-se efeito das fontes de luz (p<0,05)
sobre a porcentagem de protocormos em estadio 1 (%P1), de plantulas em estadio 2
(%P2) e estadio 4 (%P4) para C. nobilior. Para C. walkeriana, ocorreu efeito das fontes
de luz (p<0,05) em todas as caracteristicas avaliadas, exceto para plantulas em estadio 1
(%P1) (Quadro 4).

Quadro 4. Resumo da analise de variancia da porcentagem de protocormos em estadio 1
(%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio 3 (%P3) e estadio 4 (%P4)
de Cattleya nobilior Rchb.f. e Cattleya walkeriana Gardner, aos 90 dias apds
a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

FV GL Quadrado médio...........cceeeveuneen.
%P1 %P2 %P3 %P4
FL 3 5477,24* 203,83* 233,11™ 3618,87*
Total 15 17150,27 939,43 1501,93 12009,63
Média 43,60 13,82 12,55 30,03
C.V. (%) 11,47 18,72 36,60 12,58
Cattleya walkeriana Gardner
FV GL Quadrado médio............ccoceveennee.
%P1 %P2 %P3 %P4
FL 3 564,81" 321,43* 283,62* 654,91*
Total 15 4887,29 3617,03 1728,20 7283,54
Média 50,42 12,91 14,15 21,80
C.V. (%) 23,22 57,20 31,20 47,86

FV: fator de variacdo; GL: grau de liberdade; FL: fonte de luz; *, ™: significativo e nédo
significativo, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para C. nobilior, aos 90 dias de cultivo in vitro, observou-se que a utilizacao do
L4 apresentou a maior %P1 com média de 92,38%. Em relacdo ao %P2, os maiores
valores foram observados com o uso do L2 com média de 22,19%, mas ndo diferindo
estatisticamente do L1 e L3 com médias de 14,41% e 13,96% respectivamente. O uso
do L2 proporcionou a maior %P3 com média de 20,27%, mas sem diferenca estatistica
dos demais tratamentos, com média geral de 12,55%. A maior %P4 foi observada com a
utilizacdo do L3 com média de 66,90% (Quadro 5).
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QUADRO 5. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), estadio 3
(%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo das
fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K (128 pumol m? s?); L2:
LED branco 6.500K (108 umol m s); L3: Iampada branca fluorescente
6.500K (23 pmol m2 st) e L4: luz natural (35 umol m? s?), aos 90 dias
apos a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

FL %P1 %P2 %P3 %P4

L1 31,46 b 14,41 ab 12,59 a 41,55 b

L2 46,61 b 22,19 a 20,27 a 10,94 c

L3 3,95¢ 13,96 ab 15,20 a 66,90 a

L4 92,38 a 4,74 c 2,15a 0,75¢
Média 43,60 13,82 12,55 30,03
C.V. (%) 11,47 18,72 36,60 12,58

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Com relacdo a C. walkeriana, observou-se que aos 90 dias de cultivo, a
utilizacdo do L2 apresentou a maior %P1 (58,16%), mas ndo diferindo estatisticamente
dos demais tratamentos, com média geral de 50,67%. O Uso do L4 proporcionou a
maior %P2 (23,99%), mas sem diferenca estatistica do L2 (18,55%). A maior %P3 foi
observada com a utilizagdo do L2 com média de 19,69%, mas diferencga estatistica do
L1 e L4 com média de 14,23% e 14,95% respectivamente. O uso do L3 proporcionou a
maior %P4 (35,47%), mas ndo diferindo estatisticamente do L1 e L4 com média de
30,40% e 22,18%. Dessa forma, pode-se inferir que o desenvolvimento inicial dessa
espécie é satisfatoria com o uso de LED amarelo 3.000K (128 pmol m2 s*), lampada
branca fluorescente 6.500K (23 pmol m2 s1) e também em condicdo de luz natural (35

umol m=2 s™) (Quadro 6).

QUADRO 6. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), estadio 3
(%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya walkeriana Gardner, em funcdo das
fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K (128 pmol m?s™); L2: LED
branco 6.500K (108 pmol m? s?); L3: lampada branca fluorescente
6.500K (23 pmol m? s?) e L4: luz natural (35 umol m2 s™), aos 90 dias
apos a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

FL %P1 %P2 %P3 %P4
L1 48,44 a 6,93 b 14,23 ab 30,40 a
L2 58,16 a 18,55 a 19,69 a 3,59b
L3 57,21a 391b 341b 35,47 a
L4 38,88 a 23,99 a 14,95 ab 22,18 a
Média 50,67 13,35 13,07 22,91
C.V. (%) 23,22 57,20 31,20 47,86

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).



65

Ao verificar a figura 4, pode-se observar que as diferentes fontes de luz
utilizadas aos 90 dias apds a semeadura, influenciaram no tamanho dos propagulos,
independente do estadio de desenvolvimento. A utilizacdo do L1 e L3 apresentaram
visualmente protocormos e plantulas de maior tamanho em comparagdo aos outros
tratamentos. Dessa forma, pode-se inferir visualmente que a utilizagdo do L1 e L3 ¢

apropriada para o crescimento e desenvolvimento inicial de C. nobilior (Figura 4).

FL L1 L2 L3 L4

FIGURA 4. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio
3 (%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya nobilior Rchb.f., em funcdo das
fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K (128 pmol m?s™); L2: LED
branco 6.500K (108 pmol m? s?); L3: lampada branca fluorescente
6.500K (23 pmol m?2 s?) e L4: luz natural (35 umol m2 s™), aos 90 dias
apos a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Ja em relacdo a C. walkeriana, observou-se visualmente variacdo no tamanho
dos propagulos aos 90 dias de cultivo in vitro, independente do estadio de

desenvolvimento inicial e da fonte de luz utilizada. A utilizagdo do L1 e L3
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apresentaram visualmente protocormos e plantulas de maior tamanho em comparagao

aos outros tratamentos (Figura 5).

FL L1 L2 L3 L4

%P1

%P2

%P3

%P4

lcm

FIGURA 5. Protocormos em estadio 1 (%P1), plantulas em estadio 2 (%P2), em estadio
3 (%P3) e estadio 4 (%P4) de Cattleya walkeriana Gardner, em funcdo das
fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K (128 pumol m? s?); L2: LED
branco 6.500K (108 umol m2 s?); L3: lampada branca fluorescente 6.500K
(23 umol m? st) e L4: luz natural (35 pumol m? s?), aos 90 dias apos a
semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Aos 90 dias de semeadura, observou-se efeito das fontes de luz (p<0,05) de C.
nobilior para todas as caracteristicas avaliadas. Para C. walkeriana, houve efeito das
fontes de luz (p<0,05) para plantulas em estadio 2 (P2 mm), em estadio 3 (P3 mm) e
estadio 4 (P4 mm) (Quadro 7).
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QUADRO 7. Resumo da anélise de variancia do tamanho dos protocormos em estédio 1
(P1 mm), plantulas em estddio 2 (P2 mm), em estadio 3 (P3 mm) e
estadio 4 (P4 mm) de Cattleya nobilior Rchb.f., e Cattleya walkeriana
Gardner, aos 90 dias ap0s a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

Cattleya nobilior Rchb.f.

i GL P1 P2 P3 P4
FL 3 7,66* 6,10* 12,69* 56,19*
Total 23 25,07 25,33 48,32 176,72
Média 3,33 4,22 3,93 5,99
C.V. (%) 3,63 6,24 7,01 4,00
Cattleya walkeriana Gardner
............................ Quadrado médio..........cccervereenee.
v Gl P1 P2 P3 P4
FL 3 0,74 0,49* 10,88* 27,87*
Total 19 7,93 3,48 45,40 90,64
Média 1,53 2,46 1,96 3,40
C.V. (%) 11,30 5,34 16,45 7,23

FV: fator de variagdo; GL: grau de liberdade; FL: fonte de luz; *, ": significativo e nao
significativo, pelo teste de Tukey (p<0,05).

A utilizacdo do L1 apresentou protocormos em estadio 1 de maior tamanho, com
média de 4,24 mm, mas ndo diferindo estatisticamente do L3 com média de 4,07%. A
utilizacdo do L1 proporcionou plantulas em estadio 2 de maior tamanho com média de
5,03 mm, no entanto sem diferenca significativa do L2 e L3 (4,43 e 4,65 mm). Ja os
maiores valores para o tamanho de plantulas em estadio 3 e estadio 4 foram observados

com o0 uso do L3 com média de 6,00 e 10 mm respectivamente (Quadro 8).

QUADRO 8. Tamanho (mm) dos protocormos em estadio 1 (P1), plantulas em estadio 2
(P2), em estéadio 3 (P3) e estadio 4 (P4) de Cattleya nobilior Rchb.f., em
funcéo das fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K (128 pmol m
sh); L2: LED branco 6.500K (108 pumol m? s?); L3: lampada branca
fluorescente 6.500K (23 pmol m? s?) e L4: luz natural (35 pmol m2s™),
aos 90 dias ap6s a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

L P1 P2 P3 P4
mm mm mm mm

L1 4242 5,03 a 347D 6,48 b

L2 325D 443a 3,63 4,35¢

L3 4,07a 4.65a 6,00 a 10,00 a

L4 1,76 275D 261D 3,07d
Média 3,33 4,22 3,93 5,99
C.V. (%) 3,63 6,24 7,01 4,00

Meédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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De modo geral, novamente, os propagulos de C. walkeriana, apresentaram
tamanho reduzido em relacédo aos propagulos de C. nobilior, independentemente do tipo
da fonte de luz empregada. A utilizacdo do L2 apresentou protocormos em estadio 1 de
maior tamanho com média de 1,92 mm, mas sem diferenca estatistica dos demais
tratamentos, com média geral de 1,53 mm. Ja os maiores valores de tamanho de
plantulas em estadio 2 foram observados com o uso de L3 (2,83 mm), mas ndo diferindo
estatisticamente do L1 e L2 (2,44 e 2,49 mm). Observou-se plantulas de maior tamanho
em estadio 3 com a utilizagdo do L3 (3,12 mm), mas ndo diferindo estatisticamente do
L1 e L2 (3,07 e 1,64 mm respectivamente). J& em relacdo as plantulas em estadio 4, a
utilizacdo do L3 proporcionou os maiores valores de tamanho (5,33 mm), mas nao
diferindo estatisticamente do L1 (4,56 mm) (Quadro 9).

QUADRO 9. Tamanho (mm) dos protocormos em estadio 1 (P1), plantulas em estadio 2
(P2), em estadio 3 (P3) e estadio 4 (P4) de Cattleya walkeriana Gardner,
em fungéo das fontes de luz (FL) - L1: LED amarelo 3.000K (128 pmol
m2s?); L2: LED branco 6.500K (108 pmol m2 s?); L3: Iampada branca
fluorescente 6.500K (23 pmol m2 s?) e L4: luz natural (35 pmol m2s?),
aos 90 dias apds a semeadura. UFGD, Dourados/MS, 2021.

FL P1 P2 P3 P4
mm mm mm mm

L1 1,70a 2,44 ab 3,07 a 4,56 ab

L2 192a 2,49 ab 1,64 a 0,00 c

L3 149a 2,83 a 3,12a 533a

L4 1,02 a 2,07 Db 0,00 b 3,70 c
Média 1,53 2,46 1,96 3,40
C.V. (%) 11,30 5,34 16,45 7,23

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

DISCUSSAO

Germinacao e desenvolvimento inicial aos 45 dias ap06s a semeadura

As diferentes fontes de luz estudadas atuaram de forma distinta nas respostas
germinativas e de desenvolvimento inicial nas espécies de orquideas, demonstrando que
as respostas sdo de espécie especificas. Para C. nobilior, as fontes de luz ndo foram
limitantes para a germinagdo das sementes, visto que houve elevadas porcentagens de
germinacdo e também baixa mortalidade de protocormos, sugerindo que essa espécie €

pouco exigente em relacdo a fonte de luz para a germinagdo de suas sementes. Com
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relacdo a C. walkeriana, ldmpada branca fluorescente 6.500K (L3) e LED amarelo
3.000K (L1) proporcionaram as maiores %G com valores proximos a 90%, no entanto
para essa mesma espécie, houve alta taxa de mortalidade, aqui representada pela
porcentagem de propagulos ndo clorofilados em LED branco 6.500K (L2) (35,01
%PNC) sugerindo que C. walkeriana é mais exigente em relacdo a fonte de luz no
processo de germinacdo. Os valores de germinacdo para ambas as espécies em estudo
podem ser considerados satisfatorios para espécies nativas e corroboram com o0s
encontrados por Sorgato et al. (2021) que, trabalhando com germinagdo de
Schomburgkia crispa Lindl. em diferentes fontes de luz, encontraram %G média de
98%, independente da fonte de luz utilizada. Ainda Pérez (2016) ressalta a importancia
do trabalho de germinacéo in vitro com lampadas artificiais devido a grande diferenca
da necessidade de cultivo e fatores especificos das espécies de orquideas,
principalmente nativas. Sabe-se que a luz é um fator importante para as orquideas
cultivadas in vitro (GUPTA e JATOTHU, 2013), sendo assim, as lampadas artificiais
como os LEDs colaboram tornando os sistemas de cultivo mais eficientes e
proporcionando uma melhor converséo de energia elétrica em iluminacdo (NAVARRO,
2013). Meisel e Pinto (2011) explicam que em monocotiledoneas, os fitocromos séo
mais abundantes em tecidos jovens, e que as moléculas fotorreceptoras ou complexos de
moléculas, quando ativadas por fotons de determinadas fontes de luz, traduzem sinais
que causam a capacidade do organismo de responder a estimulos luminosos.

As melhores respostas foram observadas para a formacdo de plantulas em
estadio 3 de C. nobilior e C. walkeriana aos 45 dias ap06s a semeadura, com a utilizacéo
do L1, essa mesma fonte de luz influenciou positivamente tanto a germinacdo quanto o
desenvolvimento inicial dessas duas espécies. Esses resultados corroboram com os de
Sorgato et al. (2021) que avaliando o estabelecimento inicial de Schomburgkia crispa
Lindl., observaram que essa mesma fonte de luz artificial, propiciou 45,6% de aumento
de plantulas, promovendo dessa forma, melhores condi¢cBes para o estabelecimento
inicial de plantulas em um menor espaco de tempo. Esses resultados também podem ser
atribuidos ao fato do L1 apresentar maior quantidade de energia na regido do vermelho
(Figura 1), o que, sob o ponto de vista fisiologico, contribui de maneira mais efetiva
para a excitacdo dos pigmentos fotossintéticos (SORGATO et al., 2021). Além do L1
proporcionar irradiancia maior que a L3 (fonte de luz artificial mais utilizada em
ambientes indoor), este apresenta dois picos sinuosos em = 460 nm e em = 580 nm.

Provavelmente, esses picos de comprimentos de onda de maior espectro contribuam
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para o desenvolvimento desses propagulos (SORGATO et al., 2021). Hung et al. (2016)
explicam que o comprimento de onda utilizado no cultivo in vitro também pode
acarretar na promocdo do crescimento foliar, acimulo de carboidratos e alteracfes
anatdbmicas, o que, neste estudo pode ter contribuido para o crescimento dessas
plantulas.

E importante salientar ainda que, aos 45 dias de cultivo in vitro, a espécie C.
walkeriana apresentou desenvolvimento mais lento e maior mortalidade de propagulos

em relagdo a C. nobilior, evidenciando a menor rusticidade da espécie.

Desenvolvimento inicial aos 90 dias apos a semeadura

A utilizacdo da L3 proporcionou melhores condi¢gfes para a maior porcentagem
de plantulas em estadio 4 de C. nobilior aos 90 dias apds semeadura. E importante
salientar que para essa espécie, ndo houve influéncia das fontes de luz no processo de
germinacéo, apresentando de modo geral 98,67%. Sendo assim, com esses resultados,
pode-se inferir que a espécie C. nobilior é exigente quanto a fonte de luz somente para o
desenvolvimento inicial dos propagulos.

Provavelmente essa fonte de luz (6.500K - 23 pmol m2 s) é a que mais se
aproxima de seu habitat natural, visto que essa espécie ocorre em matas secas, e também
vegeta em locais que apresentam longos periodos de estiagem e alta luminosidade
(OSTETTO, 2015), demonstrando dessa forma a sua rusticidade. Ali et al. (2005)
explicam que em ambiente natural, as orquideas sdo expostas a intensidades de luz que
flutuam consideravelmente ao longo do dia. No interior de uma floresta, manchas de sol
séo de curta duracdo e expdem as folhas do sub-bosque ao sol pleno, favorecendo o
crescimento e desenvolvimento das plantas abaixo do dossel (BRANTLEY e YOUNG,
2010). De acordo com Soares (2018) em ambiente de sub-bosque j& estabelecida,
possuem PAR variando entre 5 ¢ 10 umol m? s!. E importante ressaltar que as
respostas das plantas a diferentes fontes de luz é de natureza singular a cada espécie e,
em Orchidaceae pode estar associado a anatomia da planta (PINHEIRO, 2012; HUNG
etal., 2016; TAIZ et al., 2017).

Com relagéo a C. walkeriana, observou-se que a utilizacdo da L3 apresentou a
maior formacg&o de plantulas em estadio 4 aos 90 dias apds semeadura, no entanto, sem
diferenca estatistica do L1 e a L4. Vale lembrar que para essa espécie, houve influéncia
da fonte de luz no processo de germinacao, com média geral de 92,72% quando também

utilizou-se a L3. Dessa forma, pode-se inferir que ao contrario da C. nobilior, a espécie
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C. walkeriana por ser uma planta de ambiente mais sombreado é mais exigente quanto a
variacdo da irradiancia, somente para o processo de germinacdo. Lin e Hsu (2004)
relatam que a capacidade de aclimatacdo ou ajuste de uma planta ao regime de luz ¢é
determinado geneticamente e define sua plasticidade fisiologica frente a um fator
ambiental.

A fonte de luz artificial como os LEDs ou lampadas convencionais podem
proporcionar aumento da quantidade de clorofila e de carotendides nos tecidos das
plantas (OLIVEIRA, 2008). Braga (2009) afirma que a fonte de luz artificial afeta a
estrutura e a anatomia das folhas, parecendo exercer maiores efeitos durante a expansao
foliar, exibindo alto grau de plasticidade tanto anatémico como fisiolégico como
germinacao, inibicdo de alongamento do hipocétilo, expansdo dos cotilédones e das
folhas, e biossintese de pigmentos, alongamento do caule e inducdo ao florescimento
em plantas propagadas convencionalmente. Caron et al. (2014) reforgam que a
capacidade das plantas crescerem em condi¢bes de maior ou menor luminosidade vai
depender das estruturas morfologicas e fisioldgicas, ou seja, das estratégias adaptativas.
Freitas (2019) trabalhando com crescimento in vitro de orquideas do género Cattleya,
observou que o fornecimento de luz artificial por lampadas LED 3.000K, independente
da irradiéncia, teve influéncia positiva na promogéo do crescimento de plantulas.

Por outro lado, a luz natural contém o equilibrio perfeito de luz vermelha e azul
para produzir o crescimento ideal e desenvolvimento das plantas, a radiacdo solar
controla muitos processos do desenvolvimento, agindo como um sinal para a
germinacdo, o crescimento direcionado e a arquitetura da planta (MARQUES, 2019).
Além disso, EBURNEO et al. (2017) relataram que os estdbmatos de Catasetum X
apolloi Benelli & Grade responderam melhor ao estresse hidrico quando cresceram em
ambiente de luz natural. No entanto, neste trabalho quando as culturas foram
acondicionadas em viveiro telado (luz natural), o0 ambiente dentro do telado por nédo ser
controlado, resultou em oscilacdo de temperatura e irradiancia no interior do frasco de
cultivo ao longo do dia. Estes fatos podem ter contribuido para a mortalidade de
protocormos e plantulas. Mesmo assim ambas as espécies se desenvolveram até P4 aos
90 dias de cultivo.

Ainda, pode-se observar que houve variacdo na diferenca de tamanho dos
propagulos entre C. nobilior e C. walkeriana, independente do estadio de
desenvolvimento. Dessa forma, com esses resultados, pode-se inferir que a espécie C.

walkeriana, mesmo pertencendo a0 mesmo género, possui um desenvolvimento mais
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lento em relacdo & C. nobilior, esse fato evidencia que os protocolos de germinacéo e
estabelecimento inicial in vitro para familia Orchidaceae precisam ser espécie
especificos. Para Godo et al. (2009) os resultados inibitorios ou promocionais na
germinacdo e desenvolvimento inicial de protocormos e plantulas sob a luz sé&o tracos
intrinsecos de cada espécie.

Dessa forma, considerando a importancia e a ampla variedade de espécies dentro
da familia Orchidaceae, ndo ¢ possivel generalizar os efeitos das diferentes fontes de luz
na germinagao e no desenvolvimento inicial in vitro. Sendo assim, os resultados obtidos
neste trabalho s&o de suma importancia tanto para a produgdo comercial quanto na
conservacao dessas espécies em estudo, visto que cada planta, principalmente as nativas

respondem a determinada fonte de luz.

CONCLUSAO

As fontes de luz testadas ndo foram limitantes para a germinacdo de C. nobilior.
Para C. walkeriana as maiores porcentagens de germinacao ocorreram sob o efeito de
fontes de luz artificiais lampada fluorescente e o LED amarelo 3.000K.

A lampada branca fluorescente proporcionou melhores condi¢Ges para o
desenvolvimento inicial de C. nobilior e C. walkeriana, sendo que para esta ultima, sem
diferenca para o LED 3.000K.

Com base nos resultados desse estudo recomenda-se o utilizacdo de fontes de luz

artificial nas duas espécies estudadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido a importancia da conservacdo de espécies nativas e na produgdo comercial
de plantas ornamentais como as Orchidaceae, 0 presente estudo permitiu concluir que a
propagacao in vitro de Cattleya sob diferentes tipos de luz, constitui-se em um método
bastante satisfatorio. No entanto, ainda ha poucos estudos para determinar o ajuste das
fontes de luz para espécies nativas, visto que cada planta responde a determinado tipo de
luz, sendo assim algo intrinseco de cada espécie.

Nesse sentido, o resultado do teste de tetrazolio de sementes de Cattleya nobilior e
C. walkeriana independente do pré-condicionamento, ambas as espécies mostraram que 0
condicionamento em temperatura ambiente foi mais adequado para a melhor visualizagao
das sementes viaveis. Ainda, os resultados da porcentagem de germinacgdo foram proximos
aos valores da porcentagem de sementes viaveis.

De modo geral, todas os espectros de luz testadas neste trabalho, apresentaram
condigbes para os maiores valores de germinacdo de C. nobilior, no entanto, para C.
walkeriana, houve influéncia da espectro de luz utilizada para os maiores valores de
germinacdo. Além disso, as luzes 50% branco + 25% azul + 25% vermelho e 100%
vermelho monocromético demonstram-se melhores no desenvolvimento inicial de C.
nobilior e C. walkeriana, respectivamente.

Independente da luz natural ou artificial utilizadas neste trabalho, de modo geral,
ambas as fontes de luz apresentaram as maiores porcentagem de germinagdo para C.
nobilior, em contra partida, a luz artificial como lampada branca fluorescente e LED
amarelo 3.000K demonstram-se melhores na maior germinacdo de C. walkeriana. A
utilizacdo de fontes artificiais como a lampada branca fluorescente apresentou melhores
condicBes para 0 melhor estabelecimento inicial de C. nobilior, porém o uso de lampada
branca fluorescente, LED amarelo 3.000K e a luz natural demonstraram-se melhores na
promocdo de plantulas de C. walkeriana, entretanto, para esta Gltima fonte de luz, houve
visualmente maior mortalidade de plantulas. Com isso, indicando o uso de fontes artificiais
de luz em cultivo in vitro.
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