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RESUMO   

Cattleya nobilior (Orchidaceae) se destaca por possuir atributos peculiares que ocasionam 

sua intensa exploração induzindo à vulnerabilidade da espécie. Essa ameaça pode ser 

atenuada pelo uso das técnicas in vitro. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

influência de diferentes meios de cultura na germinação e no desenvolvimento in vitro de 

Cattleya nobilior, e descrever possíveis respostas anatômicas de indivíduos durante a fase 

de aclimatização utilizando palhada de soja (Glycine max) como componente do substrato. 

Foram avaliados os efeitos dos seguintes meios de cultura na germinação e desenvolvimento 

dos protocormos: Murashige e Skoog (100 e 50%), Knudson C, e Vacin e Went. A 

aclimatização das plantas foi realizada em condições de laboratório e de viveiro utilizando 

diferentes proporções de Bioplant e palhada de soja como substrato. Estudos anatômicos 

foram realizados em folhas de plantas aclimatizadas. KC foi o meio mais adequado para 

germinação das sementes e desenvolvimento pós-germinativo de C. nobilior. Em relação à 

fase de aclimatização, recomenda-se o uso de um substrato composto por 60% de palhada 

de soja e 40% de Bioplant. Antes da transferência para o viveiro os indivíduos devem ser 

transplantados para vasos contendo uma mistura de 40% de palhada de soja e 60% Bioplant. 

Esses resultados indicam que a palhada de soja pode ser utilizada como substrato alternativo 

no cultivo de C. nobilior. As características anatômicas foliares observadas são típicas do 

gênero Cattleya e revelaram a presença de estruturas relacionadas a plantas epifíticas 

adaptadas a ambientes com escassez hídrica. 

 

Palavras-chave: Anatomia foliar, cultivo in vitro, orquídea.  
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ABSTRACT 

Cattleya nobilior (Orchidaceae) stands out for having peculiar attributes that cause its 

intense exploitation and can lead to the vulnerability of the species. This threaten can be 

curbed by the use of in vitro techniques. Thus, the objective of the present study was to 

evaluate the effects of different culture media on the germination and development of 

Cattleya nobilior under in vitro conditions and to describe leaf anatomical responses of 

plants during the acclimatization stage using soybean residues as part of the substrate. The 

effects of the following culture media on the in vitro germination and protocorm 

development were assessed: Murashige e Skoog (full- and half-strength), Knudson C, and 

Vacin e Went. Acclimatization was carried out under laboratory and under shade-house 

conditions using different proportions of Bioplant and soybean residues as the substrate. 

Anatomical studies were conducted on the leaves of acclimatized plants. KC was the most 

suitable culture medium for both germination and initial development of C. nobilior. 

Regarding the acclimatization phase, it is recommended that a substrate composed of 60% 

soybean residues and 40% Bioplant be initially used. Upon transfer to shade-house 

conditions plants should be grown in pots containing a mix of 40% soybean residue and 60% 

Bioplant. These results indicate that soybean residues can be used as an alternative 

component of the substrate for the acclimatization of C. nobilior. The leaf anatomical 

characteristics observed were typical of the genus Cattleya and revealed the presence of 

structures related to epiphytic plants adapted to water-poor environments.  

 

Key words: Foliar anatomy, in vitro culture, orchid 
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1. INTRODUÇÃO 

A família Orchidaceae pertencente à ordem Asparagales (APG IV, 2016) é uma das 

maiores e mais diversificadas famílias inseridas no grupo das angiospermas compreendendo 

aproximadamente 35.000 espécies distribuídas em 800 gêneros (Faria et al. 2012). No 

domínio Cerrado, essa família é considerada a terceira em relação à representatividade 

(Barros et al. 2015). No Brasil foram descritas 2.449 espécies distribuídas em 237 gêneros 

(Krahl et al. 2014) o qual coloca o país como um dos maiores detentores de diversidades de 

orquídeas do continente americano e do mundo, sendo 1.620 espécies endêmicas (Barros et 

al. 2015). 

O gênero Cattleya é composto por 45 espécies distribuídas nos trópicos desde o 

México até o Paraguai. Dentre elas a espécie Cattleya nobilior se destaca por possuir ampla 

capacidade de recombinação genética, estrutura, beleza e durabilidade de suas flores. Essas 

características contribuem para sua intensa exploração o que, de forma conjunta com a 

degradação de seus habitats, pode promover a vulnerabilidade da espécie (Bianchetti, 2007; 

Silva et al. 2009). Mesmo não sendo considerada ameaçada de extinção, a preocupação com 

o status de conservação dessa espécie faz-se necessária por não haver conhecimento 

adequado sobre sua propagação, colocando-a na lista das espécies com informações 

deficientes o que impossibilita enquadramento na condição de ameaçada, de forma precisa 

e segura (Brasil, 2008). 

A conservação de espécies orquidáceas pode ser subsidiada por técnicas de cultivo in 

vitro (Ponert et al. 2013; Wotavocá-Novotná et al. 2007) a qual tem sido bastante utilizada 

para fins científicos e conservacionistas, pois resulta em elevados percentuais de germinação 

quando comparada às condições naturais (Stancato et al. 2001; Araújo et al. 2006; Faria et 

al. 2012). As respostas germinativas e de desenvolvimento das orquídeas são peculiares a 

cada espécie e dependem das necessidades nutricionais específicas nas diferentes etapas do 
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desenvolvimento, fazendo com que elas se desenvolvam em meios de cultura que atendam 

melhor essas especificidades para promover o sucesso da cultura assimbiótica (Stewart et al. 

2006; Paul et al. 2012).  

Portanto, estudos específicos sobre meios de cultura e nutrição mineral para cada 

espécie são necessários para compreensão de processos bioquímicos e ontogenéticos. Os 

meios nutritivos mais utilizados na germinação e no desenvolvimento de protocormos do 

gênero Cattleya são Murashige e Skoog (1962) [MS], Knudson C (1946) [KC] e Vacin e 

Went (1949) [VW] (Suzuki et al. 2010; Jorge et al. 2015; Faria et al. 2012). De acordo com 

as respostas germinativas e respectivas necessidades nutricionais básicas de cada espécie no 

processo in vitro, Stewart (1989) divide as orquídeas em dois grandes grupos, sendo o 

primeiro grupo constituído pelas espécies em que as sementes germinam em meios de cultura 

nutritivamente mais simples como o KC e VW e o segundo grupo as espécies que necessitam 

de meios nutritivamente mais ricos, isto é, com maior teor de macronutrientes como o MS. 

Antes de serem levadas para o ambiente natural plantas produzidas in vitro necessitam 

de um período gradual de aclimatização para que possam sobreviver às condições ex vitro. 

Elas estarão suscetíveis a variações abióticas como luminosidade, temperatura, umidade e 

nutrientes (Díaz et al. 2010; Dorneles et al. 2011), como também sujeitas à infecções por 

fungos e bactérias que podem se desenvolver durante o processo de transferência para o 

ambiente natural e que muitas vezes pode causar perda de indivíduos (Lone et al. 2008; 

Ortega-Loeza, et al. 2011; Lesar et al. 2012). Nessa fase de aclimatização a planta depende, 

dentre outros fatores, do tipo de substrato a ser utilizado no transplantio, que deve ter boa 

capacidade para retenção de água e, ao mesmo tempo, favorecer aeração das raízes, 

disponibilidade de nutrientes e pH adequado (Kämpf 2000; Souza 2003; Santos et al. 2010; 

Figueiredo et al. 2013). 
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Diferentes substratos alternativos têm sido usados para a aclimatização de orquídeas, 

dentre eles a fibra de coco, casca de pinus, casca de arroz carbonizada, fibra de piaçava, 

bagaço de cana, casca de barbatimão, casca de café, amendoeira, sabugo de milho e carvão 

vegetal (Assis et al. 2008; Lone et al. 2008; Meurer et al. 2008; Yamamoto et al. 2009; 

Santos et al. 2010; Assis et al. 2011; Sasamori et al. 2014). Outra opção de substrato que 

poderia ser utilizado no processo de aclimatização dessas espécies é a palhada da soja 

(Glycine max) que apresenta potencial para tal finalidade. 

Considerando a grande diversidade da família Orchidaceae bem como as necessidades 

peculiares de cada espécie, estudos anatômicos são importantes para a compreensão das 

adaptações das plantas a determinados ambientes e no entendimento de respostas fisiológicas 

durante etapas iniciais, consideradas as mais críticas no ciclo de vida de muitas espécies, e 

que determina a sobrevivência e estabelecimento destas no ambiente (Ferreira et al. 2015). 

A relevância de estudos relacionados à anatomia foliar em orquídeas é substanciada por 

proporcionar esclarecimentos sobre aspectos taxonômicos e ecológicos dessa família (Silva 

et al. 2014; Carneiro et al. 2017). 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de diferentes meios 

de cultura na germinação e no desenvolvimento in vitro de Cattleya nobilior, e descrever 

possíveis respostas morfoanatômicas de indivíduos dessa espécie orquidácea durante a fase 

de aclimatização utilizando palhada de soja (Glycine max) como componente do substrato. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Descrição da espécie 

Cattleya nobilior Rchb. é uma orquídea epifítica ou rupícola encontrada no domínio 

Cerrado com distribuição nos estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pará, 

Rondônia, Tocantins, Maranhão e Distrito Federal. Sua ocorrência também foi registrada no 
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Paraguai e na Bolívia (Barros et al. 2015; Bianchetti 2007). É uma planta rizomatosa, com 

pseudobulbos do tipo claviforme que podem variar de 5 até 10 cm (ou 10 até 30 cm) de 

comprimento contendo duas folhas com formato elíptica/oblonga. A inflorescência é 

formada em pseudobulbo diferenciado sem folha, contendo de uma a três flores de até 15 

cm de diâmetro com cores de sépalas e pétalas que variam de rosa claro/rosa escuro/lilás. O 

labelo é trilobado, com istmo longo entre o lobo mediano e base dos lobos laterais. O labelo 

mediano apresenta mais no centro uma cor amarelo-limão em tonalidades diversas, mas 

ricamente estriados. A flor apresenta quatro polínias (Bertoncelli et al. 2018; Flora do Brasil 

2020). Seu florescimento ocorre nos meses de agosto e setembro e devido à beleza de suas 

flores (Figura 1) a espécie está submetida à pressão de coletas por colecionadores e/ou 

comercializadores (Bianchetti 2007; Rodriguez et al. 2009; Barros et al. 2015). 

Figura 1-2. Cattleya nobilior em ambiente natural na Universidade Federal do Tocantins, Campus de 

Porto Nacional. 1 - Flor; 2 - fruto. 

 

2.2. Influência dos meios de cultura na germinação e no desenvolvimento in vitro 

Para o presente estudo foram utilizadas sementes de C. nobilior provenientes de cinco 

frutos coletados em 2015 de indivíduos crescendo no Orquidário do Núcleo de Estudos 

Ambientais, Campus de Porto Nacional da Universidade Federal do Tocantins. Antes da 

inoculação das sementes nos meios de cultura, elas foram embebidas em água autoclavada 

1 2 
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e deionizadas por 30 minutos e em seguida submetidas ao processo de assepsia que consistiu 

na imersão em solução de hipoclorito de sódio comercial na concentração de 15% [v/v], 

adicionada de duas gotas de detergente doméstico por 10 minutos. Posteriormente passaram 

por dupla lavagem de 15 minutos com 50 mL de água autoclavada e deionizada. Após a 

segunda lavagem 30 mL da água foi retirado e a suspensão aquosa de sementes (20 mL) foi 

utilizada para semeadura nos meios de cultura. O referido processo foi realizado em uma 

câmara de fluxo laminar de marca Veco modelo FUH 12. 

Foram testados três meios de cultura: o meio de Knudson (1946) [KC], o de Vacin e 

Went (1949) [VW] e o de Murashige e Skoog (1962) [MS], nas concentrações de 100 e 50% 

de seus macronutrientes (MS e ½ MS, respectivamente). Todos os meios foram 

suplementados com 0,4 mg.L-1 de tiamina, 100 mg.L-1 de mio-inositol e 2% de sacarose. O 

pH de cada meio de cultura foi ajustado para 5,8 ± 0,1 antes da adição de 0,2% de Phytagel. 

Os meios foram esterilizados em autoclave a 121ºC durante 20 minutos. Logo após a 

assepsia, as sementes foram inoculadas sobre os meios com o auxílio de uma micropipeta 

cuja dosagem foi de 250 µL da suspensão aquosa citada acima, contendo aproximadamente 

550 sementes. Para cada meio de cultura foram realizadas 10 repetições que consistiram em 

frascos de vidros com capacidade para 90 mL, contendo 40 mL de meio de cultura, fechados 

com tampas plásticas. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura 

de 26 ± 2ºC, fotoperíodo de 16 horas e intensidade luminosa de 35-40 mol.m-2. s-1. Trinta 

dias após visualização dos primeiros indícios de germinação, observado pela presença de 

material clorofilado no meio de cultura, realizou-se contagem das sementes germinadas, isto 

é, sementes com embrião intumescido designado de fase de protocormo, sendo utilizadas 

quatro repetições por tratamento. Para essa avaliação o material contido em cada repetição 

foi colocado em lâminas quadriculadas para facilitar a contagem das sementes germinadas 

que foi realizada sob microscópio estereoscópico de marca MIKROS. 
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Noventa dias após o início da germinação, os indivíduos contidos em quatro 

repetições, por tratamento, foram avaliados de acordo com a quantidade de órgãos sobre eles 

formados. Foram considerados quatro estágios de desenvolvimento: estágio 1 - protocormo 

(embriões intumescidos de coloração verde); estágio 2 – protocormo com uma folha; estágio 

3 – protocormo com duas folhas e estágio 4 – plântula (folhas e raízes). Substanciado pela 

presente avaliação calculou-se o índice de crescimento baseado em Spoerl (1948), isto é, o 

percentual de indivíduos obtidos para cada estágio de desenvolvimento, por repetição, foi 

multiplicado pelos pesos 1, 2, 3 e 4 de acordo com os respectivos estágios. Utilizou-se a 

média da somatória de todos os estágios de desenvolvimento nelas presentes para calcular o 

índice de crescimento de cada repetição. 

 

2.3. Aclimatização 

O ensaio foi realizado no Laboratório de Cultivo de Plantas in vitro da Seção de 

Propagação e Desenvolvimento de Plantas do Cerrado (SPDPC), no Núcleo de Estudos 

Ambientais (NEAMB) da Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus de Porto 

Nacional, Tocantins, no período de abril a setembro de 2018. 

O processo de aclimatização foi realizado em duas fases. Na primeira, foram 

utilizadas 180 plantas (com raízes e folhas já formadas) com aproximadamente 2 a 3 cm de 

altura, oriundas de cultivo in vitro. Estas foram lavadas em água corrente para a remoção do 

meio de cultura e transferidas para 36 recipientes plásticos (potes redondos com tampas 

transparentes e capacidade de 1000 mL), considerados comunitários contendo 5 indivíduos 

em cada. Foram realizadas seis repetições (potes) para cada tratamento. Os tratamentos 

foram compostos por palhada de soja e pelo substrato comercial Bioplant [Nova Ponte, MG], 

nas proporções iniciadas com 100% e reduzindo de 20 em 20%, ou seja: tratamento 1 - 

100:0% (1:0); tratamento 2 - 80:20% (4:1); tratamento 3 - 60:40% (3:2); tratamento 4 - 

40:60% (2:3); tratamento 5 - 20:80% (1:4) e tratamento 6 (controle) - 0:100% (0:1). A 
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palhada de soja, substrato alternativo testado, foi adquirida de uma lavoura na Fazenda Boa 

Sorte no município de Porto Nacional, Tocantins, durante o período de colheita da região 

(março/2017). Após totalmente seca, toda a parte aérea exceto fruto e semente, foi colhida 

manualmente e, em seguida triturada com o auxílio de um triturador. Os potes contendo as 

plantas permaneceram fechados e foram mantidos em sala de crescimento por 60 dias com 

uma irrigação de 250 mL de água a cada 15 dias, realizada com o auxílio de um borrifador 

(primeira fase). Após esse período, as plantas sobreviventes foram analisadas conforme as 

seguintes variáveis: altura da planta (da base até a ponta extrema da maior folha), 

comprimento da maior raiz, número de folhas e raízes, bem como o percentual de 

sobrevivência. 

Na segunda fase as plantas (oriundas da primeira fase) foram transferidas para vasos 

plásticos individuais (7 cm altura x 6 cm de diâmetro basal) contendo os mesmos tratamentos 

descritos na primeira fase exceto aquele contendo apenas a palhada de soja. Estas 

permaneceram na sala de crescimento por 10 dias sendo irrigadas diariamente. Após esse 

período as plantas foram transferidas para viveiro com 75% de sombreamento e receberam 

irrigação diária até o ponto de capacidade de campo do substrato. Após 90 dias procedeu-se 

as mesmas mensurações e contagens realizadas na primeira fase. 

 

2.4. Análises anatômicas 

No final da segunda fase de aclimatização (90 dias) foram realizadas análises 

anatômicas de folhas no Laboratório de Anatomia no Núcleo de Estudos Ambientais 

(NEAMB) da Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus de Porto Nacional e no 

Laboratório de Anatomia Vegetal do Campus Palmas, Tocantins, no período de setembro de 

2018 a janeiro de 2019. 
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Utilizou-se três plantas de cada tratamento. Foram feitos cortes transversais da maior 

folha dividindo-a em três partes: base, meio e ápice. Para a microscopia de luz, as porções 

foliares foram imersas no fixador FAA 50% (formaldeído, ácido acético e álcool etílico 

50%) em frascos individuais transparentes, com tampa de rosca, devidamente identificados 

para cada tratamento. Em seguida, os frascos foram colocados em dessecador acoplado à 

bomba de vácuo e estes permaneceram por 24 horas para retirada do ar dos tecidos e facilitar 

a penetração do fixador na peça anatômica. Transcorrido esse período, o FAA 50% foi 

substituído pelo álcool etílico 60% P.A. por uma hora e em seguida substituído pelo álcool 

etílico 70% P.A. Após 24 horas procedeu-se a desidratação e inclusão em parafina para 

posterior emblocamento em parafina + cera de abelha 8% (Johansen 1940).  

Para realização dos cortes (12 µm de espessura) foi utilizado micrótomo rotativo Leica 

RM2245 e aderidos às lâminas com adesivo de Haupt. Os cortes foram desidratados e 

corados em Azul de Alcião 1% e Safranina 1% (Luque et al. 1996). Em seguida as lâminas 

foram montadas utilizando Bálsamo do Canadá sob lamínula. Para a observação das 

estruturas utilizou-se microscópio óptico de marca Leica, modelo DM 500, e para a obtenção 

da documentação fotográfica, uma câmera digital ICC50 HD foi acoplada ao microscópio. 

 

2.5. Análises estatísticas 

 O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados 

foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% 

de significância. Para obter os pressupostos paramétricos, a homogeneidade foi testada pelo 

teste de Levene e normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, sendo transformada de acordo 

com Box-Cox quando necessário. Todas as análises foram feitas utilizando o software 

estatístico R (versão 3.4.2).  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Germinabilidade das sementes e crescimento inicial in vitro 

A fase de protocormo foi estabelecida como a efetiva germinação das sementes de 

orquídeas conforme descrita por Kraus et al. (2006). O processo se inicia com o 

intumescimento da semente que promove o rompimento do tegumento seminal e em seguida 

ocorre a liberação do embrião o qual se desenvolve numa estrutura tuberiforme clorofilada 

denominada de protocormo. Vinte dias após inoculação de sementes de C. nobilior nos 

diferentes meios de cultura observou-se indícios da germinação. Resultados diferentes foram 

observados para outras espécies do gênero Cattleya como relatado por Suzuki et al. (2010) 

para C. bicolor que formaram protocormos aos 15 dias após a inoculação e por Schneiders 

et al. (2012) para a espécie C. forbesii cujos protocormos foram observados 30 dias após a 

inoculação das sementes nos meios KC, MS e VW. Para as espécies Alatiglossum 

fuscopetalum (Ferreira et al. 2017) e Catasetum macrocarpum (Ferreira et al. 2018) os 

primeiros indícios de germinação foram observados 10 e 15 dias, respectivamente, após a 

inoculação simbiótica das sementes, períodos também distintos do observado no presente 

estudo. Nota-se que respostas germinativas de espécies orquidáceas podem apresentar 

variações entre diferentes gêneros e até mesmo entre espécies de mesmo gênero, sendo, 

portanto, pertinente realização de estudos específicos, pois se pressupõe que o fator tempo 

atende às especificidades de cada espécie. 

Os resultados da germinabilidade de C. nobilior estão apresentados na Tabela 1. 

Observou-se que não houve diferença significativa entre os meios MS, ½MS e KC apesar 

de o maior percentual de germinação ter sido verificado no meio KC. Tais resultados foram 

semelhantes aos encontrados por Suzuki et al. (2009) para a espécie Hadrolaelia tenebrosa 

onde o meio KC propiciou a maior taxa de germinação de sementes. Provavelmente, o meio 

KC favoreceu o melhor resultado para C. nobilior devido ao fato de ser um meio balanceado, 
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isto é, não ser tão rico em nutrientes quanto o meio MS e nem possuir baixas concentrações 

como o VW. Assim, o meio KC atende às necessidades nutricionais para a germinação de 

sementes dessa espécie, a qual se desenvolve naturalmente em ambientes epifíticos. 

O menor percentual de germinação de sementes de C. nobilior foi observado no meio 

VW. Por outro lado as espécies Cyrtopodium punctatum e C. bicolor apresentaram maior 

percentagem de germinação no meio VW (Dutra et al. 2009; Suzuki et al. 2010, 

respectivamente). Tais autores relacionam esses resultados à presença de amônia, sendo esta 

considerada mais eficiente na germinação de sementes de orquídeas do que o nitrato, visto 

que o meio VW apresenta a maior relação amônia/nitrato quando comparada aos meios KC 

e MS. 

A germinabilidade de orquídeas em cultivos assimbióticos apresenta variação 

percentual entre 50 e 95%, podendo chegar até 100%, conforme descrito por Ferreira et al. 

(2011). No entanto, algumas espécies podem apresentar percentual de germinação abaixo 

desses valores como o que foi observado em C. nobilior. Dutra et al. (2009) também 

verificaram baixos percentuais germinativos para a espécie Cyrtopodium punctatum (26,1% 

no meio VW) sendo esse valor superior àqueles encontrados nos meios ½ MS e KC. 

Tabela 1. Germinabilidade de sementes de Cattleya nobilior nos 

meios MS e ½MS (Murashige e Skoog), KC (Knudson) e VW 

(Vacin e Went). Valores seguidos por letras diferentes apresentam 

variação significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey no 

nível de probabilidade de 5%. 

Meio de Cultura Germinabilidade (%) 

MS 44,41 a 

½MS 42,16 a 

KC 46,71 a 

VW 21,60 b 
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Orquídeas cultivadas in vitro e que possuem naturalmente hábito epifítico, 

geralmente não apresentam exigências em concentrações de sais minerais no meio, pois estas 

já vivem em ambientes com nutrientes pouco disponíveis (Stancato 2008; Moraes et al. 

2009; Cordeiro et al. 2011; Cunha et al. 2011). Isso também foi observado em C. nobilior o 

que indica que a mesma não necessita de grande demanda por nutrientes minerais para o 

desenvolvimento do embrião e a consequente germinação. 

Suzuki et al (2010) afirmam que a escolha do meio de cultura é de suma importância 

para o sucesso da germinação de sementes de orquídeas e que os resultados de estudos sobre 

a influência de diferentes meios de cultura nesse processo possibilitam afirmar que respostas 

germinativas podem variar consideravelmente entre diferentes gêneros e entre as espécies 

de um mesmo gênero. Por essa razão, torna-se necessário estudar sobre composição 

nutricional para cada espécie, principalmente as ameaçadas de extinção cuja finalidade é 

proporcionar a multiplicação de plantas em maior quantidade e em menor tempo 

proporcionando a conservação das espécies ex situ.  

Os resultados do desenvolvimento inicial avaliado por meio do índice de crescimento 

estão dispostos na Tabela 2. As figuras 3-6 mostram os quatros estágios utilizados para 

avaliar o desenvolvimento de C. nobilior após a germinação. Observou-se que o meio KC 

promoveu de maneira mais eficaz o desenvolvimento dos protocormos de C. nobilior, pois 

apresentou uma maior porcentagem de plantas nas fases mais avançadas de desenvolvimento 

(estágio 4), embora não tenha apesentado diferenças significativas quando comparado aos 

meios MS e ½ MS. A análise de desenvolvimento inicial realizada após 180 dias de 

semeadura in vitro por Suzuki et al. (2010) em C. bicolor também mostrou que o meio KC 

foi o mais promissor, pois apresentou protocormos em todas as fases de desenvolvimento 

sendo a maior proporção encontrada no estágio 4, como verificado no presente estudo. Esses 
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dados indicam, portanto, que a espécie apresenta bom desenvolvimento em meio nutritivo 

mais similar ao ambiente oligotrófico que habitam naturalmente. 

O meio KC também foi o mais eficaz para o desenvolvimento inicial de Brassavola 

martiana (Alves 2018) e Cyrtopodium saintlegerianum (Silva et al. 2017). Schneiders et al. 

(2012) também recomendaram o meio KC para propagação de Cattleya, Laelia, 

Laeliocattleya e Brassocattleya. Assim, a germinação das sementes e o desenvolvimento 

pós-germinativo de C. nobilior nos meios de cultura testados podem indicar que essa espécie 

encontrou as condições nutricionais mais adequadas no meio KC. 

 

Tabela 2. Índice de crescimento de C. nobilior 90 dias após a 

germinação nos meios MS e ½MS (Murashige e Skoog), KC (Knudson) 

e VW (Vacin e Went). Os valores seguidos pela mesma letra não 

apresentam diferença significativa de acordo com o teste de Tukey no 

nível de probabilidade de 5%. 

Meio de Cultura Índice de Crescimento 

KC 308,04 a 

½MS   271,02 ab 

MS   234,65 ab 

VW    193,11   b 
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Figura 3-6. Estágios de desenvolvimento de C. nobilior 90 dias após os primeiros indícios de 

germinação in vitro. 3 – protocormo clorofilado; 4 – protocormo com uma folha; 5 – protocormo 

com duas ou mais folhas; 6 – plântula com folhas e uma ou mais raízes. Barras = 1 mm. 

 

3.2 Aclimatização 

O percentual de sobrevivência das plantas de C. nobilior oriundas do cultivo in vitro 

e cultivadas em substrato composto por palhada da soja e Bioplant nas duas fases de 

aclimatização está descrito na Tabela 3. Durante a aclimatização (Figuras 7-9) a aparência 

física das plantas - vigor (Figura 9) indicou tolerância ao processo de transição (do ambiente 

in vitro para o ex vitro) utilizando as diferentes proporções de palhada de soja e Bioplant. 

Tabela 3. Percentual de sobrevivência de C. nobilior na primeira e na segunda fase de aclimatização 

após 60 e 90 dias de cultivo ex vitro, respectivamente, utilizando substratos compostos por diferentes 

proporções de palhada de soja e Bioplant. 

Tratamentos 

Palhada (%):Bioplant (%) 

Fase 1 (%) Fase 2 (%) 

100:0 0,00 NT* 

80:20 73,3 40,0 

60:40 80,0 60,0 

40:60 70,0 66,7 

20:80 76,7 43,5 

0:100 83,3 36,0 
* NT = não testado. 
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As plantas transferidas para o substrato contendo exclusivamente palhada não 

sobreviveram. Portanto, esse tratamento não é recomendável para a aclimatização de C. 

nobilior. É possível inferir que tal fato tenha ocorrido devido a fatores como atividades 

metabólicas dos decompositores da palhada o qual promove aumento de temperatura e 

liberação de compostos (Silva et al. 2009), que podem prejudicar o desenvolvimento das 

raízes. Assis et al. (2011) ao testar em substrato à base de casca de café no cultivo de Cattleya 

também relatou que não é recomendável o uso deste como substrato único. 

A presença da palhada nas proporções compreendidas entre 20 e 80% acrescida ao 

Bioplant mostrou resultados positivos para a espécie na primeira fase de aclimatização, 

apresentando uma porcentagem de sobrevivência igual ou superior a 70%. Esse resultado é 

superior aos descritos por Dorneles et al. (2011) em estudos com uma espécie do mesmo 

gênero (C. intermedia) onde a porcentagem média de sobrevivência foi de 53% em substrato 

de Sphagnum e 27% de sobrevivência das aclimatizadas em casca de pinus. Resultados 

semelhantes foram observados por Macedo et al. (2014) e Mengarda et al. (2017) com a 

espécie Brassavola tuberculata cuja porcentagem média de sobrevivência também foi de 

70% em diferentes substratos (Sphagnum, carvão, fibra de coco, vermiculita, areia e pó-de-

xaxim). 

O tratamento que continha apenas o substrato Bioplant apresentou maior índice de 

sobrevivência apesar de a palhada de soja também ter apresentado taxa de sobrevivência 

satisfatória. Portanto, recomenda-se a utilização da palhada de soja nas proporções 

compreendidas entre 20 e 80% acrescida ao Bioplant como substrato na fase inicial de 

aclimatização, pois atendem as exigências nutricionais para o desenvolvimento de C. 

nobilior nessa primeira fase de transferência para condições ex vitro e ameniza custos com 

substrato comercial.  
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Na segunda fase da aclimatização observou-se uma redução no percentual de 

sobrevivência dos indivíduos em todos os tratamentos. Destes, a menor taxa observada foi 

no tratamento que continha exclusivamente o Bioplant provavelmente pelo fato de esse 

substrato perder rapidamente a umidade quando exposto ao ambiente de viveiro. Alves 

(2018) e Oliveira (2018) trabalhando na aclimatização das orquídeas Brassavola martiana e 

Encyclia flava, respectivamente, também observaram uma queda na sobrevivência das 

plantas ao trabalharem com o substrato Bioplant, quando exposto no viveiro. 

Dorneles et al. (2011) relataram que durante o período de aclimatização de orquídeas 

obtidas in vitro a perda de indivíduos pode exceder a 50% em casa de vegetação durante os 

primeiros seis meses, resultado do período mais suscetível a perdas e também consequência 

de grandes alterações nas condições de cultivo (Kozai et al. 1992). É possível que durante a 

segunda fase de aclimatização, período em que as plantas foram cultivadas sob condições de 

viveiro (Figura 7-9), a diminuição da umidade atmosférica tenha contribuído para o aumento 

na taxa transpiratória e, assim, ocasionado uma diminuição do percentual de sobrevivência 

dos indivíduos. Situações semelhantes às observadas no presente estudo foram relatadas por 

Alves (2018) ao estudar a aclimatização de Brassavola martiana. 

 
Figura 7-9 Cattleya nobilior na segunda fase de aclimatização no viveiro de plantas do Campus de Porto 

Nacional da Universidade Federal Tocantins. 7. Visão geral dos vasos; 8. Detalhe de alguns vasos; 9. Detalhe 

de uma planta. 

7 8 9 
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A figura 10 contém os resultados das variáveis de crescimento avaliadas em ambas 

as fases. Não foram verificadas diferenças significativas entre os tratamentos para maioria 

das variáveis analisadas em ambas as fases. No entanto, os tratamentos que continham um 

percentual de 20 a 60% de palhada acrescida ao Bioplant, na primeira fase, apresentaram 

maior comprimento da parte aérea (altura) de C. nobilior. Na segunda fase observou-se uma 

diferença entre os tratamentos que continham 0 e 20% de palhada, mostrando que as plantas 

que estavam sob a influência somente do substrato Bioplant apresentou menor altura quando 

comparadas aos demais tratamentos. Os percentuais de 20 e 60% de palhada adicionado ao 

Bioplant proporcionaram os melhores resultados. Lone et al. (2008) ao testarem novas 

alternativas de substratos para aclimatização de C. intermedia, indicaram os substratos 

xaxim e fibra de coco como substitutos ao xaxim e esfagno, visto que os resultados do 

comprimento da parte aérea foram melhores com a associação de xaxim e fibra de coco, 

quando comparados à casca de arroz carbonizada, embora não diferindo estatisticamente do 

esfagno, casca de pinus associada à fibra de coco e casca de pinus sozinha. Assim, se verifica 

que restos vegetais podem ser alternativas de substratos para aclimatização de orquídeas. 

Em relação ao número de folhas, não foram observadas diferenças significativas 

entre os tratamentos nem perdas desse órgão durante as duas fases da aclimatização, ou seja, 

todas as plantas permaneceram com folhas de coloração verde intensa, bem vistosas e 

aparentemente saudáveis, como pode ser observado na Figura 9 que corresponde à segunda 

fase. Alves (2018) também relatou que não houve perda de folhas de B. martiana durante a 

primeira fase de aclimatização, mas na segunda fase foram observadas perdas associadas à 

senescência natural do órgão. Dorneles et al. (2011) descreveram que a permanência das 

folhas está provavelmente associada às especificidades de cada espécie e/ou as condições 

físico-químicas do ambiente durante o processo de aclimatização. Como o ambiente 

atmosférico esteve bastante uniforme na primeira fase do presente estudo (sala de 
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crescimento com temperatura e luminosidade constantes), as diferenças encontradas são 

possivelmente uma resposta ao substrato. 

Fase 1 Fase 2 

  

 

  

  

  

Figura 10. Média de altura, número de folhas e raízes, comprimento da maior raíz de plantas de Cattleya 

nobilior ao final da primeira e segunda fase de aclimatização utilizando substratos compostos por diferentes 

proporções de palhada de soja e Bioplant. Barras indicam intervalo de confiança de 95%.  
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Em relação à variável número de raízes, observou-se que na primeira fase não houve 

diferença significativa entre os tratamentos compreendidos no intervalo entre 0 e 60% de 

palhada de soja. Porém, o tratamento que continha 80% de palhada de soja causou uma 

diminuição dessa variável quando comparado aos demais tratamentos. Na segunda fase os 

resultados demonstraram não haver diferença significativa entre os tratamentos contendo de 

20 a 80% de teor de palhada de soja. No entanto, o tratamento contendo o Bioplant como 

substrato único proporcionou uma diminuição significativa dessa variável. 

Para a variável comprimento da maior raiz, não foram observadas diferenças 

significativas entre a maioria dos tratamentos na primeira fase da aclimatização embora em 

80% de palhada de soja tenha se verificado um decréscimo dessa variável em relação aos 

tratamentos contendo 20 e 60% de palhada de soja. Na segunda fase observou-se uma 

diferença entre os tratamentos contendo 0 e 20% de palhada, demonstrando que o 

comprimento da raiz foi abaixo quando comparado aos demais tratamentos. Todavia, os 

melhores resultados foram observados no intervalo entre 20 e 60% de palhada de soja. Em 

conjunto, esses resultados demonstram que, de maneira geral, os diferentes tratamentos não 

influenciaram fortemente o crescimento em extensão das raízes. 

Assis et al. (2011) também relataram que não houve diferença entre os tratamentos 

na avaliação de substratos à base de casca de café para o desenvolvimento de raízes de 

(Cattleya forbesii x C. labiata) x C. labiata. Dorneles et al. (2011) e Alves (2018) durante a 

aclimatização de Cattleya intermedia e Brassavola martiana, respectivamente, relataram 

que houve uma diminuição no comprimento da raiz de plantas crescendo no substrato 

Bioplant. Para Lone et al. (2008) as orquídeas epífitas, como as Cattleya e Brassavola, por 

exemplo, quando cultivadas em vasos apresentam melhor desenvolvimento em substratos de 

textura relativamente grossa e boa drenagem favorecendo livre acesso ao ar e à luz para o 

desenvolvimento das raízes. Ao contrário, substratos que não apresentam essas 
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características tendem a limitar o desenvolvimento radicial. Colombo et al. (2005) também 

afirmaram que uma boa drenagem do substrato, característica também observada na palhada 

de soja, é fundamental para o desenvolvimento saudável das raízes de orquídeas epífitas.  

Diante dos resultados obtidos observou-se que C. nobilior foi tolerante às diferentes 

proporções dos componentes do substrato utilizado. Portanto é possível inferir que a palhada 

de soja associada ao Bioplant é uma alternativa viável para a aclimatização de C. nobilior 

por contribuir com a proteção do ambiente utilizando a palhada de soja ao invés de extrair 

espécies nativas como o pó-de-xaxim e o Sphagnum. As características físicas desse 

componente do substrato contribuíram para a aeração e retenção de umidade, além da 

disponibilização de nutrientes, fatores necessários ao desenvolvimento tanta da parte aérea 

quanto do sistema radicial de C. nobilior durante a aclimatização. 

Visto que o referido processo é considerado como uma das etapas mais críticas e 

delicadas da micropropagação, C. nobilior apresentou um bom desempenho na primeira 

fase, quando comparada à segunda. O fato dos recipientes terem permanecido fechados 

durante a primeira fase propiciou um microclima com alta umidade relativa no interior, 

amenizando o impacto causado pela transferência da condição in vitro para a ex vitro, o que 

pode ter favorecido o estabelecimento das plantas e promovido seu desenvolvimento. Esse 

contato inicial das plantas com o substrato sólido na primeira fase de aclimatização é de 

suma importância, pois prepara as plantas para suportarem melhor a fase posterior 

(transferência para condições de viveiro), onde ocorrem diminuição na umidade atmosférica 

e aumento da intensidade luminosa, características mais semelhantes às encontradas no 

ambiente natural. O declínio nessa segunda etapa foi também observado em outros estudos 

realizados que mostraram diminuição no índice de sobrevivência (Dorneles et al. 2011; 

Alves 2018). 
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3.3. Análises anatômicas 

 

Em corte transversal, a caracterização das folhas da espécie C. nobilior assemelha-

se à descrita por Zanega-Godoy et al. (2003) e Diniz et al. (2011), pois apresentam epiderme 

uniestratificada e são hipoestomáticas. Essa característica foi encontrada na anatomia foliar 

de outras espécies do mesmo gênero como C. walkeriana, C. araguaiensis e C. bicolor 

(Zanega-Godoy et al. 2003), C. violacea (Saoncella et al. 2017), C. jenmanii e C. 

lawrenceana (Carneiro et al. 2017), assim como para gêneros diferentes como nas espécies 

Oeceoclades maculata (Riverón-Giró et al. 2017). Segundo Saoncella et al. (2017) a 

presença de estômatos somente na face abaxial é uma característica comum em espécies da 

família Orchidaceae e já foi observada para várias espécies da tribo Epidendroideae e 

subtribo Laeliinae a qual está inserida a espécie C. nobilior.  Em torno do átrio externo ao 

ostíolo foi observado um espessamento cutinizado acentuado que constitui uma crista 

estomática a qual contribui para a formação de uma câmara supra-estomática (Figura 10), 

semelhante às observadas por Zanega-Godoy et al. (2003) ao descreverem anatomia foliar 

de espécies de Cattleya do planalto central brasileiro, à qual uma delas é a C. nobilior e por 

Silva et al. (2004) ao descreverem C. walkeriana. De acordo com Silva et al. (2004) a 

respectiva câmara é característica comum nas orquídeas epífitas que contribui para a redução 

da transpiração foliar, visto que enfrentam temperaturas altas e baixa disponibilidade de 

água.  

Nota-se que em ambas as faces do limbo foliar, em seção transversal, as paredes 

periclinais externas das células epidérmicas são espessas, apresentando quase sempre 

convexidade, especialmente no bordo. Também a cutícula (Figura 11 e 13) é espessa no 

bordo e em toda a extensão da face adaxial e abaxial homogeneamente, no entanto, de modo 

geral a parede das células presentes na face adaxial é sempre mais espessa. Adjacente à 

epiderme observou-se hipoderme, formada por uma camada de células com formatos 
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diferentes do restante do parênquima do mesofilo. Esta camada foi observada, tanto na folha 

da planta que não foi submetida ao tratamento com palhada, sendo essa o controle (Figura 

10), quanto às que foram submetidas aos tratamentos (Figura 13 e 14). Os estudos realizados 

por Lando et al. (2016) também foram com plantas aclimatizadas e, segundo esses autores 

os estratos hipodérmicos são estruturas adaptativas formadas em resposta a aclimatização. 

Tal resultado sugere que o uso proporcional de palhada não trouxe modificações em C. 

nobilior. Observou-se presença de feixes vasculares (Figura 11-12) na região do mesofilo, 

nas amostras foliares. Essa estrutura também foi observada por Zanega-Godoy et al. (2003) 

e Diniz et al. (2011) ao estudarem a mesma espécie do presente estudo e em outras espécies 

do mesmo gênero estudadas por Silva et al. (2004) e Lando et al. (2016). Segundo Silva et 

al. (2004) os feixes vasculares exercem a função de sustentação da lâmina foliar.  

Em relação ao mesofilo (Figura 12), este apresentou-se homogêneo, compacto, 

composto por parênquima clorofiliano (lacunoso), característica comum nessa família 

conforme descrito pelos autores Silva et al. (2004). Resultado semelhante para Cattleya 

xanthina (L.), em que as células no mesofilo na condição in vitro eram homogêneas com 

parênquima clorofiliano, mas heterogêneas sob as condições ex vitro (Lando et al. 2016). 

Uma das características comuns no mesofilo entre as espécies de orquídeas, é a presença de 

idioblastos com cristais do tipo ráfides, consideradas bem frequentes para C. nobilior como 

observaram Zanega-Godoy et al.  (2003), às quais foram encontradas no presente estudo. 

Estruturas essas também observadas em C. walkeriana descrita por Silva et al. (2004) os 

quais relatam, que a presença desses cristais é considerada característica importante para 

análises cladísticas e, segundo Ferreira et al. (2015) alguns autores sugerem que esses cristais 

desempenham papel de defesa contra herbivoria por reduzir a digestibilidade das folhas ou, 

dependendo do tipo/forma, podendo levar o herbívoro à morte.  
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Características anatômicas foliares de espécies epífitas de Orchidaceae do gênero 

Cattleya, como as observadas no presente trabalho, praticamente não diferem entre si. 

Cutícula espessa (Figura 11 e 13) a qual funciona como barreira hidrofóbica protegendo a 

planta contra transpiração excessiva de água, também protegendo contra ação de patógenos, 

radiação solar (Javelle et al. 2010), posicionamento dos estômatos, células esclerificadas no 

mesofilo, hipoderme entre outros são consideradas adaptações estruturais e fisiológicas 

altamente eficientes na biologia de plantas adaptáveis a ambientes relacionados à economia 

de água (Zanenga-Godoy et al. 2003; Diniz et al. 2011). 

Os estudos anatômicos realizados ao final da segunda fase de aclimatização 

mostraram que não houve diferença morfoanatômica entre os diferentes tratamentos 

utilizados. Isso pode ser observado nas figuras 11 e 12-14 com e sem tratamento, 

respectivamente. Sugere-se que sejam feitas análises morfoanatômicas em diferentes 

estágios da aclimatização para que sejam confirmados que o tratamento com palhada não 

interferiu no desenvolvimento dos tecidos estudados durante o processo de aclimatização. 

Sugere-se também análises em outros órgãos para verificar se o mesmo padrão de 

desenvolvimento e´ mantido. 

Estudos minuciosos em plantas oriundas de técnicas in vitro são importantes devido 

a criticidade de fatores que interferem na sobrevivência destas em campo, como é o caso da 

irradiação que pode influenciar na estrutura e composição foliar que possivelmente resulta 

em alta mortalidade (Silva et al. 2010; Lando et al. 2016). 
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Figura 11-14. Aspectos anatômicos de secções transversais da região basal de folhas de Cattleya nobilior 

(Orchidaceae) após 150 dias de aclimatização. 11 – corte transversal de folha do tratamento 6 (100% 

Bioplant); 12-13 - corte transversal de folha do tratamento 3 (60% palhada); 14 -  corte transversal de folha 

do tratamento 5 (20% palhada). Barra = 100µm. Legenda: St = estômato; Hp = hipoderme; Fv = feixe 

vascular; Mf = mesofilo; Ct = cutícula. 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A germinação das sementes e o desenvolvimento pós-germinativo de C. nobilior nos 

meios de cultura testados indicam que essa espécie encontrou as condições nutricionais mais 

adequadas no meio KC. 

 No que diz respeito ao processo de aclimatização, recomenda-se que o substrato 

inicial seja composto por 60% de palhada de soja e 40% de Bioplant uma vez que essas 

proporções favoreceram uma elevada taxa de sobrevivência bem como o melhor 

desenvolvimento do sistema radicial. Ao transferir as plantas para condições de viveiro, o 

substrato composto por 40% de palhada de soja e 60% de Bioplant favoreceu a maior taxa 

de sobrevivência, embora o desenvolvimento das plantas tenha sido superior no substrato 

B 
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composto por 20% de palhada e 80% de Bioplant. É interessante que sejam realizadas 

análises para avaliar a atividade fotossintética das plantas oriundas dos diferentes 

tratamentos. Tais dados poderão auxiliar no entendimento do comportamento dessas plantas 

durante essa importante fase da micropropagação uma vez que elucidarão aspectos 

envolvidos com o estresse ao longo da transição do cultivo in vitro para o ambiente de 

viveiro. 

Tendo em vista que a palhada de soja se encontra disponível em grande quantidade e 

apresenta características físico-químicas que, quando associada ao Bioplant, não interfere 

negativamente no desenvolvimento de C. nobilior, conforme observado no presente estudo 

recomenda-se o uso da mesma como substrato alternativo em substituição ao xaxim e 

Sphagnum, pois ambos possuem proibição extrativista proibidos por órgãos ambientais. 

A espécie estudada mostrou anatomia foliar característica do gênero Cattleya, 

apresentando estruturas anatômicas relacionadas a plantas epífitas adaptadas a ambientes 

com pouca disponibilidade de água. A presença de uma camada celular hipodérmica 

corrobora o fato de que variações estruturais nas folhas refletem adaptações das plantas para 

que obtenham estabilidade ao serem transferidas para o ambiente natural. 
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