UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

MICROALGAS, SISTEMAS DE MICROPROPAGACAO E
DIODOS EMISSORES DE LUZ NA GERMINACAO E
DESENVOLVIMENTO INICIAL IN VITRO DE Cattleya
nobilior Rchb. f.

LUIZ FELIPE AJALA SANTANA
e

MAISA GOMES DA SILVA OLIVEIRA

DOURADOS
MATO GROSSO DO SUL
2025



MICROALGAS, SISTEMAS DE MICROPROPAGAS;AO E DIODOS
EMISSORES DE LUZ NA GERMINACAO E
DESENVOLVIMENTO INICIAL IN VITRO DE Cattleya nobilior
Rchb.f.

LUIZ FELIPE AJALA SANTANA
e
MAISA GOMES DA SILVA OLIVEIRA

Discentes de Agronomia

Orientador: Prof. Dr. JOSE CARLOS SORGATO

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado a
Universidade Federal da Grande Dourados,
como parte das exigéncias do Curso de
Graduagdo em Agronomia, para obtengdo do

titulo de Engenheiro(a) Agronomo(a).

DOURADOS
MATO GROSSO DO SUL
2025



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP).

048m  Oliveira, Maisa Gomes Da Silva
MICROALGAS, SISTEMAS DE MICROPROPAGACAO E DIODOS EMISSORES DE LUZ
NA GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO INICIAL IN VITRO DE Cattleya nobilior Rchb.f

[recurso eletronico] / Maisa Gomes Da Silva Oliveira, Luiz Felipe Ajala Santana. -- 2025.
Arquivo em formato pdf.

Orientador: José Carlos Sorgato.

TCC (Graduagdo em Agronomia)-Universidade Federal da Grande Dourados, 2025.

Disponivel no Repositorio Institucional da UFGD em:
https://portal.ufgd.edu.br/setor/biblioteca/repositorio

1. orquideas. 2. plantas nativas. 3. bioinsumos. 4. irradiancias. 5. floricultura. I. Santana, Luiz
Felipe Ajala . II. Sorgato, José Carlos. III. Titulo.

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

©Direitos reservados. Permitido a reprodugdo parcial desde que citada a fonte.




MICROALGAS, SISTEMAS DE MICROPROPAGACAO E
DIODOS EMISSORES DE LUZ NA GERMINACAO E
DESENVOLVIMENTO INICIAL IN VITRO DE Cattleya
nobilior Rchb.f.

por

LUIZ FELIPE AJALA SANTANA e MAISA GOMES DA SILVA
OLIVEIRA

Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) apresentado como parte dos requisitos exigidos
para obtencao do titulo de ENGENHEIRO(A) AGRONOMO(A).

Aprovado em: 28/11/2025

Documento assinado digitalmente

b JOSECARLOS SORGATO
g ol Data: 11/12/2025 12:03:50-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. José Carlos
Sorgato
Orientador — UFGD/FCA

. . Documento assinado digitalmente
Documento assinado digitalmente &l

bor s govhr Jras,
g * Data: LL/12/2025 12:35:50-0300 Verif; ue em htty s‘f;'va-lidar iti.gov.br
Verifique em https://validar.iti.gov.br q Ps:, -Itl.gov.

Prof. Dr. Luan Marlon Dra. Jackeline Schultz
Ribeiro Soares
UFGD/FCA UFGD/FCA



AGRADECIMENTOS

Agradecemos, primeiramente, a Deus, por ter nos dado saude e forga para superar
as dificuldades.

Aos nossos pais, pelo amor incondicional, pelo incentivo e por todos os sacrificios
feitos para que pudéssemos ter uma educacao de qualidade.

Ao nosso orientador, Prof. Dr. José¢ Carlos Sorgato, pela paciéncia, pelas
corregdes precisas e por compartilhar seu vasto conhecimento. Sua orientagdo foi
fundamental para o nosso crescimento académico e profissional.

Aos professores do curso de Agronomia, que contribuiram para a nossa formagao
e despertaram o interesse pela pesquisa.

Aos meus amigos de turma, pelo companheirismo, pelas trocas de conhecimento
e pelos momentos de descontragdo que tornaram essa caminhada mais leve.

Aos integrantes do Gehorti por toda parceria e ensinamentos durante o
desenvolvimento da pesquisa.

A Universidade Federal da Grande Dourados, pela estrutura e oportunidade de
aprendizado.

Por fim, a todos que, direta ou indiretamente, fizeram parte da nossa formacao, o

meu muito obrigado.



SUMARIO

RESUMO . ......oioeeeeeeeeee e sea s s aesansesneees 7
ABSTRACT ... 8
INTRODUGCAO ..o e 9
OBJIETIVOS....ooooeeeeeeeeeeee et sneseans 10
REVISAO DE LITERATURA .....cooomiieieieeeeeeeeeeeeeeee e 10
MATERIAL E METODOS.......coooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeses e 13
RESULTADOS E DISCUSSAQ ....coovioeeeeeeeeeeeee e 14
CONCLUSOES. ..ottt s e s s aaneeens 23
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooouiviieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23



MICROALGAS, SISTEMAS DE MICROPROPAGACAO E DIODOS
EMISSORES DE LUZ NA GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO INICIAL
IN VITRO DE Cattleya nobilior Rchb.f.

Luiz Felipe Ajala Santana; Maisa Gomes da Silva Oliveira

Resumo: A familia Orchidaceae, devido a destruigao de habitats, as mudangas climaticas
e a extracdo ilegal, estd vulneravel e muitas espécies ameagadas de extin¢do, tornando a
conservacdo e multiplicacdo de espécies nativas, como a Cattleya nobilior, uma
necessidade. Ferramentas biotecnoldgicas, como o cultivo in vitro, surgem como
estratégias para a propagacdo eficiente dessas espécies. Este estudo desenvolveu e
otimizou protocolos de cultivo in vitro para C. nobilior por meio de dois experimentos
distintos, mas complementares. O primeiro avaliou o efeito de diferentes concentragdes
da microalga Chlorella sp. (0; 1,5; 3,0; 4,5 g L") e dois niveis de irradiancia LED (18 e
36 umol m™? s!), em um delineamento fatorial 4 x 2. O segundo experimento comparou
trés sistemas de micropropagacao (heterotrofico, fotoautotréfico e fotomixotrofico), sob
os mesmos niveis de irradiancia LED do experimento anterior, em um delineamento
fatorial 3 x 2. Ambos os experimentos, conduzidos em meio solidificado Murashige &
Skoog sob condicdes controladas de temperatura e fotoperiodo (25 + 2 °C; 16 h),
avaliaram a sobrevivéncia, porcentagem de germinagao e estadios de desenvolvimento
dos propégulos aos 60 e 120 dias (Experimento 1) e 45 e 90 dias (Experimento 2). Os
dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05), com auxilio do programa SISVAR. Os resultados do primeiro
experimento indicaram que a irradiancia de 36 pmol m™ s™! teve maior influéncia do que
a suplementacdo com microalgas para o desenvolvimento dos propagulos, com a maior
porcentagem de plantulas em estigio P4 (97,60%) sendo observada no tratamento
controle sob esta irradiancia aos 120 dias. Para o segundo experimento, o sistema de
micropropagacio fotomixotrofico e a irradidncia de 36 pmol m? s! foram mais
favoraveis, promovendo 100% de germinagdo aos 45 dias e 43,85% de plantulas em
estagio P4 aos 90 dias. A otimizagao desses fatores contribuiu para acelerar a reproducao
e promover praticas sustentaveis, auxiliando na conservagao da espécie e na reducdo da
coleta ilegal. Dessa forma, a utilizagdo da irradidncia de 36 pmol m™ s acelerou o
desenvolvimento dos propagulos de C. nobilior nos dois experimentos, sendo adequada
para sua germinagdo e cultivo in vifro em salas de crescimento, uma vez que ¢ uma
espécie que ocorre no Cerrado strictu sensu.

Palavras-chave: orquideas, plantas nativas, bioinsumos, irradiancias, floricultura



MICROALGAE, MICROPROPAGATION SYSTEMS, AND LIGHT-EMITTING
DIODES ON THE GERMINATION AND INITIAL IN VITRO DEVELOPMENT
OF Cattleya nobilior Rchb.f.

Luiz Felipe Ajala Santana; Maisa Gomes da Silva Oliveira

Abstract: The Orchidaceae family, due to habitat destruction, climate change, and illegal
extraction, is vulnerable, with many species threatened with extinction, making the
conservation and multiplication of native species, such as Cattleya nobilior, a necessity.
Biotechnological tools, such as in vitro culture, emerge as strategies for the efficient
propagation of these species. This study developed and optimized in vitro culture
protocols for C. nobilior through two distinct but complementary experiments. The first
experiment evaluated the effect of different concentrations of the microalga Chlorella sp.
(0; 1.5; 3.0; 4.5 g L") and two LED irradiance levels (18 and 36 pmol m? s™), ina 4 x 2
factorial design. The second experiment compared three micropropagation systems
(heterotrophic, photoautotrophic, and photomixotrophic), under the same two LED
irradiance levels (18 and 36 pmol m™ s™), in a 3x2 factorial design. Both experiments,
conducted in solidified Murashige & Skoog medium under controlled temperature and
photoperiod conditions (25 £ 2 °C; 16 h), assessed the survival, germination percentage,
and developmental stages of the propagules at 60 and 120 days (Experiment 1) and 45
and 90 days (Experiment 2). Data were subjected to analysis of variance and means
compared by Tukey's test (p<0,05), using the SISVAR software. Results from the first
experiment indicated that the irradiance of 36 pmol m? s was more influential than
microalgae supplementation for propagule development, with the highest percentage of
P4 stage plantlets (97.60%) observed in the control treatment under this irradiance at 120
days. For the second experiment, the photomixotrophic micropropagation system and 36
umol m s! irradiance were more favorable, promoting 100% germination at 45 days and
43.85% of P4 stage plantlets at 90 days. The optimization of these factors contributed to
accelerating reproduction and promoting sustainable practices, aiding in the conservation
of the species and reducing illegal harvesting. Thus, the use of irradiance of 36 pmol m™
s accelerated the development of C. nobilior propagules in both experiments, being
suitable for their germination and in vitro cultivation in growth chambers, since it is a
species that occurs in the Cerrado strictu sensu.

Keywors: Orchids, native plants, bioinputs, irradiances, floriculture



INTRODUCAO

A familia Orchidaceac ¢ a mais representativa e diversificada entre as
Angiospermas, detendo elevado valor ornamental, alimenticio e farmacologico (ZHANG
etal., 2023; WFO, 2025). No entanto, a beleza intrinseca de suas flores tem impulsionado
a extragdo de orquideas nativas, configurando-se como um dos principais fatores para a
diminui¢do de suas populacdes em diversos biomas, conforme alertado por (SOARES et
al., 2020; NONGDAM et al., 2023). O género Cattleya sp., compreende 107 espécies,
das quais 100 sdo endémicas (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2025), exibindo habitos
rupicolas e epifiticos e capacidade de recombinagdo genética e estrutural, além da
durabilidade de suas flores. Essas caracteristicas intensificam a procura e a pressao
antropica, resultando na perda de biodiversidade e em extragdes ilegais (FAY, 2018;
FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2025; WFO, 2025).

Diante deste cenario, que envolve demandas comerciais, ornamentais e
ambientais para a familia Orchidaceae, a busca por uma produgdo sustentavel e
economicamente viavel tornou-se importante, impulsionando a utilizagdo de técnicas
avangadas e de menor custo (VENDRAME et al., 2023). Nesse contexto, as ferramentas
biotecnoldgicas, como o cultivo in vitro, emergem como estratégias essenciais para a
multiplicagdo rapida e eficiente, tanto para fins de pesquisa e produgao comercial quanto
para a conservagdo de espécies ameagadas (RIBEIRO et al., 2019; SORGATO et al.,
2020; SOARES et al., 2020; CAVALLARO et al., 2022; FERREIRA et al., 2022).

A otimiza¢do dos protocolos de cultivo in vitro ¢ uma area de constante
investigacdo. As técnicas que vem sendo utilizadas sdo a suplementacdo do meio de
cultura com microalgas, a modificacdo das condi¢des de luz e os diferentes sistemas de
cultivo. As microalgas, como a Chlorella sp., t€ém sido exploradas como suplementos
nutritivos alternativos, com potencial para influenciar positivamente a germinagao
assimbiotica e o desenvolvimento vegetal (CORBELLINI et al., 2020; DUDINA et al.,
2024). Paralelamente, o uso de diodos emissores de luz (LED) tem se consolidado no
cultivo indoor, oferecendo uma flexibilidade na iluminagao horticola, permitindo o ajuste
preciso da intensidade e do espectro luminoso para otimizar os processos fisiologicos das
plantas, fator importante na propagagdo em escala comercial e no cultivo in vitro (ONA
et al., 2021; LIVADARIU et al., 2023; TANGTRAGOON et al., 2023).

Além disso, a necessidade de adequacdes nos sistemas de micropropagacao ¢

fundamental para melhorar as caracteristicas morfofisioldgicas das plantas cultivadas in



vitro e facilitar seu estabelecimento ex vitro. A transi¢ao de sistemas heterotroficos, mais
comuns, para fotomixotréficos ou fotoautotroficos, que envolvem diferentes regimes de
trocas gasosas e presenca de sacarose no meio, pode conferir maior vigor as plantulas
(MIRANDA et al., 2020; SOARES et al., 2020; CAVALLARO et al., 2022; FERREIRA
etal., 2022).

Embora a literatura cientifica apresente diversos trabalhos sobre o cultivo in vitro
de orquideas, para o cultivo in vitro de Cattleya nobilior ainda ha uma lacuna no
conhecimento. A hipdtese central € que a otimizagdo desses fatores contribuird para um
protocolo de propagacdo in vitro mais eficiente e sustentdvel para essa espécie. Espera-
se que os resultados acelerem a reproducao dessa orquidea nativa, € promovam praticas
de cultivo que possam reduzir a pressao sobre suas populagdes naturais, fortalecendo as

iniciativas de conservagao.

OBJETIVOS

Avaliar e otimizar a germinacao e o desenvolvimento inicial in vitro de Cattleya
nobilior Rchb.f. por meio da aplicacdo de diferentes concentragdes de microalgas,

sistemas de micropropagacao e irradidncias proporcionadas por diodos emissores de luz.

REVISAO DE LITERATURA

A familia Orchidaceae, que compreende cerca de 836 géneros e 33.165 espécies,
destaca-se como a maior familia de plantas com flores, reconhecida por sua capacidade
de combinagdes genéticas, beleza, diversidade de cor e durabilidade de suas flores
(TIRUWA et al., 2024; CATALOGUE OF LIFE, 2025; WFO, 2025). No Brasil, sdo
descritos 247 géneros e 2.665 espécies, das quais 1.533 sdo endémicas. Essas
caracteristicas conferem as orquideas um apelo ornamental no setor da floricultura,
impulsionando um mercado expressivo e representando um dos segmentos mais
promissores do agronegocio brasileiro (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2025; ZHANG
et al., 2023).

Contudo, apesar de seu valor econdmico e ecoldgico, a familia Orchidaceae
enfrenta ameagas. A extracdo ilegal e irracional de orquideas nativas de seus habitats
naturais ¢ um fator critico para a diminui¢cdo de suas populagdes em diversos biomas

(NONGDAM et al., 2023; VENDRAME et al., 2023). Espécies nativas, como a Cattleya
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nobilior Rchb.f., encontrada nos biomas Cerrado e Amazonia, sofrem pressao
significativa, tornando sua conservagdo e propagacao sustentavel um desafio urgente
(FREITAS et al., 2021; SANTOS et al., 2021). Essa orquidea, por seu elevado potencial
ornamental e importancia ecologica, exige estratégias eficazes para mitigar os impactos
da coleta descontrolada.

Diante da crescente demanda e dos impactos sobre as populagdes naturais, a busca
por métodos de producao sustentaveis tornou-se essencial. O cultivo in vitro surge como
uma alternativa biotecnologica promissora, possibilitando a multiplicacdo rapida e
eficiente de orquideas tanto para fins de pesquisa e produ¢do comercial quanto para a
conservagao de espécies. Esta técnica supera as limitacdes da germinacao natural, que ¢
um processo lento e invidvel para orquideas devido a auséncia de cotilédone e
endosperma reduzido nas sementes (CHOKHELI et al., 2020; SANTOS et al., 2021;
SOARES et al., 2020). O cultivo in vitro permite a obtencdo de um grande nimero de
plantas em pequeno espago fisico, em menor tempo e com elevada qualidade sanitaria
(CHOKHELI et al., 2020).

O sucesso do cultivo in vitro e do estabelecimento ex vitro de orquideas é
diretamente influenciado por diversos fatores, incluindo o meio de cultura, a condi¢ao de
luz e o sistema de vedacao dos frascos (CUNHA et al., 2019; NONGDAM et al., 2023).

A formulagao do meio de cultura ¢ fundamental para o desenvolvimento vegetal,
pois deve suprir as necessidades da planta em termos de nutrientes minerais, vitaminas e
reguladores de crescimento. O meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) ¢ amplamente
empregado, e suas formulagdes sdo frequentemente ajustadas para atender as exigéncias
especificas de cada espécie (COSTA et al., 2024). A utilizacdo de microalgas, como a
Chlorella sp., representa uma opgao promissora de suplemento nutritivo para promover
melhorias e ajustes nos protocolos de cultivo in vitro de orquideas. As microalgas tém
sido usadas em diversas fases da propagacdo, inclusive influenciando a germinacao
assimbiotica (DUDINA et al.,, 2024). Corbellini et al. (2020) explicam que a
suplementagdo de microalgas no meio de cultura ¢ uma alternativa eficaz que pode
substituir reguladores sintéticos de crescimento, uma vez que estes bioinsumos
desencadeiam respostas fisiologicas semelhantes as dos reguladores de crescimento,
apresentando compostos organicos como zeatina e citocinina. Além disso, as microalgas
podem promover a quebra de dorméncia em sementes ¢ o favorecimento das atividades

dos tecidos vegetativos e do sistema fotossintético (CORBELLINI et al., 2020).
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A luz ¢é outro fator relevante, influenciando o metabolismo, crescimento ¢
desenvolvimento das plantas. Diferentes niveis de irradiancia e fotoperiodos sao
estudados para otimizar as técnicas de propagagao (TANGTRAGOON et al., 2023). Os
diodos emissores de luz (LED) tém se consolidado na horticultura controlada, oferecendo
efeitos benéficos em diversas culturas. Esta fonte de luz proporciona muitas
possibilidades na iluminagdo horticola, cultivo indoor e cultivo in vitro, devido a sua
capacidade de permitir ajustes de irradiancia adequada aos fotorreceptores das plantas
(ONA et al., 2021; LIVADARIU et al., 2023).

O uso de LED permite o controle preciso da irradidncia, com economia de energia
de até 70% e menor impacto ambiental. A irradiancia, ou quantidade de luz
disponibilizada, ¢ fundamental para a regulagdo de diversas vias bioquimicas
responsaveis pela germinacao, crescimento e morfogénese (CAVALLARO E MULEO,
2022).

O sistema de vedacgdo dos frascos também exerce influéncia direta no cultivo in
vitro € no estabelecimento ex vitro das orquideas. O sistema de vedagdo convencional
promove alta umidade relativa e reduzidas trocas gasosas, o que pode levar a desordens
anatdmicas e metabdlicas, embora em algumas espécies possa favorecer o perfilhamento
e o numero de brotagdes devido ao acumulo de CO> e etileno (SOARES et al., 2023;
SOUZA et al., 2023). J& os sistemas que permitem trocas gasosas, como 0s sistemas
fotomixotréficos e fotoautotroficos, promovem a aeragdo € o crescimento da planta,
diminuindo o acumulo de gases e favorecendo a rusticidade para a aclimatizacao ex vitro
(MAWARDI et al., 2024). A aclimatizacdo ¢ um periodo de transi¢do critico, onde as
plantas necessitam ajustar sua fisiologia das condi¢des in vifro para ambientes ex vitro,
sendo determinante para o sucesso ou nao do cultivo (DIMITROVA et al., 2021).

Embora a literatura cientifica apresente diversos trabalhos sobre o cultivo in vitro
de orquideas, para o cultivo in vitro de Cattleya nobilior ainda ha uma lacuna no
conhecimento. A compreensdo dos fatores a serem estudados é essencial para o
desenvolvimento de protocolos de micropropagagdo eficientes e sustentaveis, que
contribuam para a conservagdo e o uso comercial de Cattleya nobilior, reduzindo a

pressdo sobre suas populagdes naturais.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultivo in vitro de Flores
e Plantas Ornamentais da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), utilizando sementes da espécie Cattleya nobilior, oriundas
do banco de sementes desse Laboratorio.

Para semeadura in vitro foi utilizado o meio de cultura MS solidificado com 7,0
g L' de 4gar bacterioldgico (Himedia®, india). O pH do meio foi aferido e ajustado para
5,8 com KOH (0,1M) antes da esterilizagdo em autoclave (121 °C e 1,1 atm de pressdo),
por 20 minutos, e, em seguida, 60 mL do meio foram distribuidos em frascos com
capacidade para 600 mL. A semeadura in vitro foi realizada em ambiente asséptico,
inoculando-se 1 mL da solucdo de sementes previamente desinfestadas por frasco de
cultivo. As culturas foram alocadas em salas de crescimento com temperatura e
fotoperiodo controlados (25 £ 2 °C; 16 h). Os niveis de irradiancia, quando aplicaveis,
foram proporcionados por diodos emissores de luz (3000K), utilizando-se 18 umol m2s”
e 36 umol m? s, O projeto foi dividido em dois experimentos.

Experimento 1: otimizagdo da propagacdo de C. nobilior com uso de microalgas
e irradiancias proporcionadas por LED. Foi utilizado o meio de cultura MS acrescido de
30 g L! de sacarose e suplementado com biomassa seca da microalga Chlorella sp. nas
concentragdes de 0; 1,5; 3,0; ou 4,5 g L'\, A biomassa seca da microalga foi adquirida em
loja especializada em produtos naturais na cidade de Dourados-MS, Brasil. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 4 x 2, compreendendo quatro concentragdes de microalga Chlorella sp. e os dois
niveis de irradidncia (L1= 18 e L2= 36 pmol m? s'). Cada tratamento teve quatro
repeti¢des de um frasco cada, em duplicata.

Experimento 2: sistemas de micropropagacdo de C. nobilior e irradidncias
proporcionadas por LED. Foi utilizado o meio de cultura MS suplementado ou ndo com
sacarose: 1 - sistema heterotrofico (SMH) utilizou sacarose (30 g L") sem trocas gasosas;
2 - sistema fotoautotréfico (SMFA) ndo teve sacarose no meio, mas permitiu trocas
gasosas; 3 - sistema fotomixotrofico (SMFM) incluiu sacarose (30 g L™') no meio, com
trocas gasosas. O delineamento experimental utilizado foi DIC em esquema fatorial 3 x
2, compreendendo os trés sistemas de micropropagag¢ao (SMH, SMFA, SMFM) e dois
niveis de irradidncia (L1= 18 e L2= 36 pmol m? s'). Cada tratamento teve quatro

repeti¢des de um frasco cada, em duplicata.
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Para o Experimento 1, as avaliagdes foram realizadas aos 60 e 120 dias ap6s a
semeadura, devido ao atraso na germinacao e desenvolvimento dos propagulos. Para o
Experimento 2, as avaliagdes ocorreram aos 45 e 90 dias apds a semeadura. Em ambos
os experimentos, as plantas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, porcentagem de
germinacdo (%QG) e estadios de desenvolvimento. A porcentagem de germinagdo foi
calculada pela expressdao: %G = [NPC / (NS + NPC)] x 100, onde NS correspondeu ao
nimero de sementes ndo germinadas e NPC ao niumero de propagulos clorofilados. Para
a contagem, os materiais contidos nos frascos de cultivo de cada tratamento foram lavados
com 3 mL de dgua destilada estéril e acondicionados em placas de acrilico (2 x 2 x 0,5
cm), quadriculadas (0,5 x 0,5 cm). Os propagulos foram classificados em quatro estadios,
conforme Suzuki et al. (2009): estadio 1 (protocormos intumescido), estadio 2 (plantula
com formacdo da primeira folha), estddio 3 (plantula com duas folhas) e estadio 4
(plantula com folhas e uma ou mais raizes). As contagens e avaliagdes foram realizadas
com o auxilio de microscopio estereoscopico binocular, e os tratamentos foram
fotografados com camera acoplada ao microscopio estereoscopico, utilizando o programa
computacional AxionVision versdo 3.1 (Zeiss®). Os dados foram submetidos a anélise de
variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), com auxilio do

programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Otimizacdo da propagacdo de Cattleya nobilior com uso de microalgas

e irradiancias proporcionadas por LED.

Houve interagdo significativa entre os fatores concentragdes de Chlorella sp. e
niveis de irradidncia para as porcentagens de protocormos e plantulas nos estagios P1, P2
e P3 (Tabela 1). Aos 60 dias apos a germinacao, foram observadas plantulas somente até

o estagio P3.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia da porcentagem de protocormos em estagio 1
(%P1), plantulas em estagio 2 (%P2) e estagio 3 (%P3) de Cattleya nobilior Rchb.f., em
funcdo das concentracdes de Chlorella sp. e niveis de irradidncia, aos 60 dias apds
semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2025.

............... Pr>Fc..ooeeneen.
F.V. G.L.

%P1 %P2 %P3

Concentragoes 1 0,14ns 0,00%* 0,00*

Niveis de irradiancia 3 0,00* 0,00* 0,00*

Concentragdes x Niveis de irradiancia 3 0,00%* 0,00* 0,00*
Total 39 32157,41 30850,56 1733,43

Média Geral 43,64 31,41 2,43

C.V. (%) 14,96 13,15 15,10

*_ ns; significativo e ndo significativo, pelo teste de F a 5% de probabilidade. F.V.: fator de variagdo G.L.:
grau de liberdade; C.V.: coeficiente de variacdo; Pr>Fc: probabilidade maior que F calculado.

Os resultados demonstraram que a interagao entre as concentragdes de Chlorella
sp. e a irradidncia apresentou efeito no desenvolvimento inicial de C. nobilior. A
concentracdo de 3 g L! de microalga, sob irradidncia L2 (36 pmol m2 s™'), resultou na
maior porcentagem de protocormos em estagio 1 (90%). O maior nimero de protocormos
em P2 ocorreu no tratamento controle sob irradiancia de L1 (18 pmol m™2s™) (78,16%),
e o numero de propagulos em estagio P3 foi favorecido (19,44%) no tratamento controle

sob irradiancia de L2 (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de protocormos em estagio 1 (%P1), em estagio 2 (%P2) e estagio
3 de Cattleya nobilior Rchb.f., em fun¢do das concentragdes de Chlorella sp. e niveis de
irradidncia, aos 60 dias ap6s semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2025.

%P1 %P2 %P3
Concentragdes
L1 L2 L1 L2 L1 L2
0 21,83cA 8,30cB 78,16aA  72,09aB  0,00aB  19,44aA
1,5 79,00aA  30,00bB  21,00cA  10,00cB 0,00aA  0,00bA
3,0 60,00bB  90,00aA  39,99bA  10,00cB 0,00aA  0,00bA
4,5 20,00cB  40,00bA 0,00dB  20,00bA 0,00aA  0,00bA
Média 45,20 42,07 34,78 28,02 0,00 4,86
C.V. (%) 14,96 13,15 15,10

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maitsculas na linha, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade. L1 = 18 umol m? s™! ¢ L2 =36 umol m? s°
1
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Para os 120 dias apds a semeadura houve efeito significativo entre os fatores
concentragdes de Chlorella sp. e niveis de irradidncia para as porcentagens de
protocormos e plantulas nos estagios P1, P2, P3 e P4. Vale ressaltar que apenas aos 120

dias foram observadas plantulas desenvolvidas até o estagio P4 (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de protocormos em estagio 1
(%P1), plantulas em estagio 2 (%P2), estagio 3 (%P3) e estagio 4 (%P4) de Cattleya
nobilior Rchb.f., em funcdo das concentragdes de Chlorella sp. e irradiancias, aos 120
dias ap6s semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2025.

................ Pr>Fc..............
F.V. G.L.

%P1 %P2 %P3 %P4

Concentragdes 1 0,00* 0,00* 0,00* 0,00%*

Niveis de irradiancia 3 0,00* 0,00* 0,00* 0,00*

Concentragdes x Niveis de irradiancia 3 0,00* 0,00* 0,00* 0,00*
Total 39 6961,77 18554,70 9768,08 47104,05

Meédia Geral 5,82 16,64 10,10 18,65

C.V. (%) 12,86 17,89 9,01 7,78

*, ns; significativo e ndo significativo, pelo teste de F a 5% de probabilidade. F.V.: fator de variagdo G.L.:
grau de liberdade; C.V.: coeficiente de variacdo; Pr>Fc: probabilidade maior que F calculado.

A maior porcentagem de protocormos em estagio 1 foi observada com 3 g L! de
microalga sob irradiancia de 18 pmol m2 s™' (40%), ¢ a maior porcentagem de P2 com
1,5 g L! de microalga sob irradidncia de 18 pmol m2 s (66,60%). Quanto ao estagio
P3, a maioria das plantulas (42,44%) estava no tratamento controle sob irradidncia de 18
pumol m2 s7'. O maior desenvolvimento dos protocormos (P4) também foi observado no
controle, com irradiancia de 36 pmol m2 s™!, atingindo 97,60% das plantulas nesse
estagio. Dessa forma, pode-se dizer que o tratamento controle, aliado a irradiancia de 36
umol m? s !, acelerou o desenvolvimento inicial de C. nobilior até o estagio P4 (Tabela

4).

16



Tabela 4. Porcentagem de protocormos em estagio 1 (%P1), em estagio 2 (%P2), estagio
3 (%P3) e estagio 4 (%P4) de Cattleya nobilior Lind., em fun¢do das concentracdes de
Chlorella sp. e niveis de irradiancia, aos 120 dias ap6s semeadura. UFGD, Dourados-MS,
2025.

%P1 %P2 %P3 %P4
Concentragoes L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
0 0,00cA 0,00aA 5,93cA 0,60bB 42,44aA 1,80aB 51,63aB 97,60aA
1,5 6,60bA 0,00aB 66,60aA 0,00bB 6,60cA 0,00bB 0,00bA 0,00bA
3,0 40,00aA 0,00aB 20,00bA 20,00aA 30,00bA 0,00bB 0,00bA 0,00bA
4,5 0,00cA 0,00aA 20,00bA 0,00bB 0,00dA 0,00bA 0,00bA 0,00bA
Média 11,65 0,00 28,13 5,15 19,76 0,45 12,90 24,40
C.V. (%) 12,86 17,89 9,01 7,78

Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna e maitsculas na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade. L1 = 18 umol m?2 s™! ¢ L2 =36 umol m? s°

1

De modo geral, o uso de microalgas como bioestimulantes no cultivo in vitro tem
se mostrado como uma alternativa promissora, demonstrando efeitos positivos em
diversas respostas morfogénicas. Em Schomburgkia crispa Lindl., por exemplo, a
aplicacdo de bioestimulantes em suspensdo ou em sobrenadante promoveu crescimento
significativo dessa orquidea (Pereira et al., 2018). De forma semelhante, o uso de
microalgas promoveu o comprimento radicular, elevando a biomassa total em Cattleya
labiata Lindl. (Corbellini et al., 2020).

As microalgas também podem promover quebra de dorméncia em sementes € o
favorecimento das atividades dos tecidos vegetativos e do sistema fotossintético
(Paradikovi¢ et al., 2019; Corbellini et al., 2020). Corbellini et al. (2020) explicam, que a
suplementagao de microalgas no meio de cultura ¢ uma alternativa organica e eficaz que
pode substituir reguladores sintéticos de crescimento, uma vez que esses bioinsumos
desencadeiam respostas fisiologicas semelhantes as dos reguladores de crescimento, por
apresentarem compostos organicos, tais como, zeatina e citocinina.

Embora as microalgas possam apresentar varios beneficios ao cultivo in vitro,
neste trabalho, para a espécie C. nobilior, a irradidncia teve maior influéncia sobre o
desenvolvimento inicial dos propagulos. A maior porcentagem de plantulas em estagio
P4 observada no tratamento controle sob L2 (97,60%) (Tabela 4) (Figura 1) mostra que
a maior irradiancia acelerou o desenvolvimento dos propagulos, inferindo que essa

irradiancia pode ser benéfica para a espécie.
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Dessa forma, foi possivel verificar que a irradiancia deve ser ajustada conforme a
espécie cultivada, uma vez que a quantidade de luz disponibilizada ao material propagado
¢ importante para a regulagdo de varias vias bioquimicas responsaveis pela germinagao,

crescimento até a morfogénese (Cavallaro e Muleo, 2022).

0,0g 1,5gL"! 3,0gL! 45g1!

L1

L2

1 cm
Figura 1. Plantulas de Cattleya nobilior Rchb. f, em fung¢do das concentragdes de

Chlorella sp. (0; 1,5; 3,0; ou 4,5 g L") e niveis de irradiancia (L1 = 18 umol m? s’!'; L2
=36 umol m? s), aos 120 dias apds semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2025.

Experimento 2: Sistemas de micropropagacdo de C. nobilior e niveis de irradidncia

proporcionadas por LED
Houve efeito significativo da interacdo entre niveis de irradidncia e sistemas de

micropropagacdo para as variaveis %G, %P1, %P2 e %P3. Nenhum dos fatores

influenciaram a %PC e %PNC aos 45 dias apds a semeadura (Tabela 5).

18



Tabela 5. Resumo da analise de variancia da porcentagem de germinacgdo (%G) e do
crescimento inicial in vitro: protocormo estadio 1 (%P1), plantula em estadio 2 (%P2),
plantula em estadio 3 (%P3), propagulo clorofilado (%PC) e propagulo ndo clorofilado
(%PNC) de Cattleya nobilior Rchb. f. em fungdo dos niveis de irradiancia e sistemas de
micropropagacdo aos 45 dias apos a semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2025.

Fator de variagao GL

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

Irradiancias 1 75,15%  74,.80™ 104,50™ 4,00™ 0,18™ 0,18™
Sistemas de

micropropagagao 2 106,11* 11400,86* 10732,57* 9,06* 0,10™ 0,10™
Irradiancias

. X 2 50,39*% 444,68*  358,71* 7,97* 0,11™ 0,12™
Sistemas de

micropropagacao

Total 23 542,32 24614,68 2324846 66,81 198 1,97

Média 97,57 56,54 42,21 1,11 99,87 0,12

C.V. (%) 2,83 11,96 17,22 3592 0,28 19,24

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

As maiores %G foram observadas na irradiancia 2 com a utilizagao de sistema de
micropropagacdo heterotrofico (SMH) e sistema de micropropagacao fotomixotrofico
(SMFM), apresentando 100% de germinagdo, embora sem diferenga estatistica dos
mesmos sistemas de micropropagacao na irradiancia 1 e do sistema de micropropagacao

fotoautotrofico (SMFA) dentro da mesma irradiancia (Tabela 6).

Tabela 6. Porcentagem de germinagdo (%G), protocormo estadio 1 (%P1), plantula em
estadio 2 (%P2), plantula em estadio 3 (%P3) de Cattleya nobilior Rchb. f. em funcao
dos niveis de irradiancia e sistemas de micropropagacdo aos 45 dias apds a semeadura.
UFGD, Dourados-MS, 2025.

Sistemas de %G %P1
micropropagacao L1 L2 L1 L2
SMFA 88,71bB 98,03aA 99,66aA 100,0aA
SMH 99,74aA 100,0aA 35,24bA 25,71cA
SMFM 98,95aA 100,0aA 29.43bB 49,20bA
Média geral 95,80 99,34 54,78 58,30
C.V. (%) 2,83 11,96
Sistemas de %P2 %P3
micropropagacao L1 %) L1 L2
SMFA 0,34bA 0,00cA 0,00aA 0,00bA
SMH 63,74aA 70,62aA 0,57aB 3,66aA
SMFM 68,84aA 49,77bB 1,56aA 0,92bA
Média geral 4431 40,13 0,71 1,53
C.V. (%) 17,22 35,92
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Letras mindsculas na coluna comparam os sistemas de micropropagacdo na mesma irradiancia. Letras
maiusculas, na linha, comparam as irradiancias nos mesmos sistemas de micropropagagao (Tukey p<0,05).
SMFA = sistema de microprogacdo fotoautotréfico, SMH = sistema de micropropagacdo heterotrofico;
SMFM = sistema de micropropagagdo fotomixotréfico. L1 = 18 umol m? s e L2 = 36 pmol m? s°.

A maior média de %P1 foi encontrada na irradiancia 2, combinada ao SMFA
(100%), sem diferenga estatistica para os valores encontrados no mesmo sistema de
micropropagacao sob a irradidncia 1 (99,6%). Quanto a % de P2 os maiores valores em
SMH sob a irradiancia 2, apresentado 70,62% dos protocormos nesse estdgio de
desenvolvimento, sem diferenca estatistica para a irradidancia 1 no mesmo sistema
(63,74%). O maior estagio de desenvolvimento de protocormos observado aos 45 dias de
cultivo foi P3. A maior média de %P3 foi observada no SMH combinado com a
irradiancia 2 (3,66%).

Aos 90 dias de cultivo in vitro foi verificado efeito significativo da interacao entre
irradidncias e sistemas de micropropagacao para as variaveis %P1, %P2, %P3 e %P4.

Nenhum dos fatores influenciaram a %PC ¢ %PNC (Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da andlise de variancia do crescimento inicial in vitro: protocormo
estadio 1 (%P1), plantula em estadio 2 (%P2), plantula em estadio 3 (%P3), plantula em
estadio 4 (%P4), propagulo clorofilado (%PC) e propagulo nao clorofilado (%PNC) de
Cattleya nobilior em fungdo dos niveis de irradiancia e sistemas de micropropagacao aos
90 dias apos a semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2025.

Fat iaca L
ator de variacdo G 0Pl %P2 %P3 %P4 %PC  %PNC

Irradiancias 1 38,28™  54,53"  71291*  188,76* 0,37 037"
Sistemas de
micropropagagao 2  3396,76* 3,48™ 1049,45* 864,10% 5,44™ 544"

Irradiancias
X 2 5199,77* 588,41* 557,30*% 1400,67* 0,09  0,09™
Sistemas de
micropropagagao
Total 17 21782,75 2757,61 531298 4754,60 31,18 31,18
Média 57,58 14,58 15,75 11,44 99,36 0,64
C.V. (%) 35,86 42,72 42,61 16,10 1,38 49,64

As maiores %P1 foram observadas na irradiancia 1 com a utilizagdo de SMFA
(95,61%), nao diferindo estaticamente da irradidncia 2 dentro do mesmo sistema
(70,78%). Para %P2 foi observado maior valor em SMFA sob a irradiancia 2,
apresentando 26,40% dos propagulos nesse estdgio. Quanto ao estdgio de

desenvolvimento P3, aos 90 dias foram verificados 38,10% das plantulas nesse estagio
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ao utilizar o SMH sob irradiancia 1, sem diferenca significativa do SMFM na mesma
irradidncia (27,65%). Depois de 90 dias de cultivo in vitro foram observados 43,85% de
plantulas em estagio 4 quando foi utilizado do SMFM sob a irradiancia 2 (Tabela 8)
(Figura 2).

Tabela 8. Porcentagem de protocormo estadio 1 (%P1), plantula em estadio 2 (%P2),
plantula em estadio 3 (%P3) e plantula em estadio 4 (%P4) de Cattleya nobilior Rchb. f.
em funcdo dos niveis de irradiancia e sistemas de micropropagagdo aos 90 dias apos a
semeadura. UFGD, Dourados-MS, 2025.

Sistemas de %P1 %P2
micropropagacao L1 L2 L1 L2
SMFA 95,61aA 70,78aA 2,02bB 26,40aA
SMH 18,10bB 88,64aA 22.97aA 7,95bB
SMFM 54,65abA 17,69bB 13,54aA 14,62aA
Média geral 56,12 59,04 12,84 16,32
C.V. (%) 35,86 45,37
Sistemas de %P3 %P4
micropropagacao L1 12 L1 12
SMFA 0,39bA 1,12bA 0,0cA 0,20bA
SMH 38,10aA 3,41bB 20,45aA 0,0cA
SMFM 27,65aA 23,85aA 4,16bB 43,85aA
M¢dia geral 22,05 9,46 8,20 14,68
C.V. (%) 42,61 16,1

Letras minusculas na coluna comparam os sistemas de micropropagacdo na mesma irradidncia. Letras
maiusculas, na linha, comparam as irradiancias nos mesmos sistemas de micropropagagao (Tukey p<0,05).
SMFA = sistema de microprogacdo fotoautotréfico, SMH = sistema de micropropagacao heterotréfico;
SMFM = sistema de micropropagagio fotomixotrofico. L1 = 18 umol m? s e L2 = 36 umol m?2 s\,

Ao analisar os resultados encontrados neste estudo, tanto na germinagdo quanto
no desenvolvimento inicial, 0o SMFM e a irradiancia 2 foram benéficos para o crescimento
in vitro de C. nobilior apresentando o maior nimero de plantulas em estdgio 4. Esses
resultados corroboram com os de Ribeiro et al. (2019) com orquideas de Denphal,
cultivadas em frascos com tampas que proporcionaram trocas gasosas, apresentaram
caracteristicas de crescimento superiores aquelas cultivadas em ambiente hermético.
Assim como verificado no trabalho de Ramos et al. (2023), utilizando Cattleya
walkeriana, neste trabalho o SMFM proporcionou condigdes benéficas ao cultivo in vitro,
acelerando os estagios de desenvolvimento, uma vez que nesse tipo de cultivo, os

explantes podem utilizar os carboidratos enddgenos e exdgenos como fonte de energia
(Kozai, 2010; Santos et al. 2020).
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Figura 2. Plantulas de Cattleya nobilior Rchb. f, em fun¢do dos niveis de irradiancia (L1
- 18 pmol m?2 s!; L2 - 36 pmol m™? s!) e sistemas de micropropagagio (SMFA = sistema
de microprogacdo fotoautotréfico, SMH = sistema de micropropagagdo heterotréfico;
SMFM = sistema de micropropaga¢ao fotomixotrofico) aos 90 dias apds a semeadura.

UFGD, Dourados-MS, 2025.

A micropropagacao de plantas em condi¢des fotomixotroficas pode ser uma
alternativa para superar problemas morfofisiologicos decorrentes do sistema
convencional de cultivo in vitro. O SMFM permite trocas gasosas, o que pode levar a
uma melhor eficiéncia fotoquimica e assimilagcdo fotossintética de carbono, resultando
em plantas com um metabolismo mais eficiente e rustificadas (Xiao et al., 2011; Fritsche
et al., 2022).

Neste estudo, assim como no trabalho de Ramos et al. (2023), a utilizagdao de
lampada LED 3000K com irradidncia de 36 pmol m™? s (L2), apresentou resultados
superiores a0 LED 3000K com menor irradidncia (18 pumol m™ s!). Este fato mostra que
a utilizag@o da maior irradidncia contribuiu para o desenvolvimento destas plantulas. Vale
ressaltar que as respostas das plantas a irradiancia luminosa estdo fortemente associadas
a espécie (Hung et al., 2016; Taiz et al., 2017). Somado a isso, o habitat da Cattleya
nobilior € o Cerrado strictu sensu, dessa forma permite-se inferir que maiores irradiancias

sejam benéficas no cultivo in vitro dessa espécie.
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CONCLUSOES

Para o desenvolvimento inicial de Cattleya nobilior no experimento 1, a
suplementag¢do com Chlorella sp. nas concentragdes testadas ndo superou o desempenho
dos tratamentos controle. A irradidncia de 36 umol m™ s teve maior influéncia no
desenvolvimento dos propagulos, acelerando-o significativamente até o estagio P4.

No experimento 2, o sistema fotomixotréfico e a irradiancia de 36 pmol m s°!
proporcionaram as condi¢des mais favordveis tanto para a germinagdo quanto para o
desenvolvimento inicial in vitro de C. nobilior.

Em ambos os experimentos a irradidncia de 36 pmol m™ s favoreceu a
germinagao e o cultivo in vitro de C. nobilior, uma espécie que ocorre no Cerrado strictu
sensu, onde ocorre naturalmente uma elevada incidéncia luminosa, sendo adequada para

a utiliza¢do em salas de crescimento.
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