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RESUMO

Devido ao extrativismo e degradacdo de habitats, especialmente no Cerrado,
muitas espécies estdo desaparecendo dos seus ambientes naturais. Uma das formas de
subsidiar a conservagdo de espécies orquidaceas € a utilizacdo das técnicas de cultivo in
vitro. Essa metodologia tem sido bastante utilizada tanto para fins cientificos quanto
para fins comerciais. Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
estudar aspectos envolvidos com a multiplicacdo, o desenvolvimento inicial in vitro e a
aclimatizacéo de Encyclia flava (Orchidaceae). Foi testada a influéncia de trés meios de
cultura no desenvolvimento in vitro dessa espéecie: 0 meio de Knudson (1946) [KC], o
meio de Vacin e Went (1949) [VW], e 0 meio de Murashige e Skoog (1962) nas
concentracdes de 50% [¥2MS] e 100% [MS] de seus macronutrientes. Com a finalidade
de descrever aspectos estruturais relacionados com a germinagdo e desenvolvimento
inicial in vitro de E. flava, foram realizados estudos morfoanatdmicos. Verificou-se
também a possibilidade de se multiplicar a espécie por meio de segmentos caulinares
crescidos na auséncia de luminosidade. Finalmente, foi desenvolvido um protocolo para
aclimatizacdo de E. flava utilizando-se substratos comerciais. O meio MS foi 0 mais
favoravel para a multiplicacdo e desenvolvimento in vitro de E. flava. E bastante
provavel que a maior producdo de pigmentos fotossintéticos detectada nas plantas
crescendo nesse meio tenha contribuido para esse resultado. As andlises
morfoanatdmicas revelaram que, morfologicamente, a germinagdo e o crescimento
inicial in vitro de E. flava é muito semelhante ao de outras Orchidaceae, além de
apresentar algumas caracteristicas estruturais comuns a outras espécies dessa familia
que possuem habito epifitico mesmo quando cultivada sob condicdes in vitro. Embora
em baixas proporcOes, foi possivel realizar a propagacdo de E. flava por meio de
segmentos caulinares estiolados. Para a aclimatizacdo da espécie em estudo, 0s
resultados obtidos sugerem que as plantas cultivadas in vitro devam ser inicialmente
transferidas para recipientes comunitarios contendo substrato formado por contendo
Bioplant e Esfagno na propor¢do de 2:1 (v:v). Apés 60 dias os individuos devem ser
transplantados para vasos individuais contendo novo substrato composto por Ouro
Negro e Bioplant na propor¢do de 3:1 (v:v). Com essa metodologia, a taxa de
sobrevivéncia final das plantas é de 65%.

Palavras-Chave: Pigmentos fotossintéticos; Analise morfoanatdmica; Estiolamento;
Aclimatizacdo



ABSTRACT

Due to extractivism and habitats degradation, especially in the Cerrado, loto f
species are desappearing of they natural environments. One of the ways to subsidizing
orchids species conservation is the use of in vitro culture techniques. This methodology
has been used for both scientific and comercial purposes. In this contexto the objective
of this work was to study aspects involved with multiplication, initial in vitro
development and acclimatization of Encyclia flava (Orchidaceae). Was tested the
influence of three culture médium in the development of that espécie: Knudson (1946)
medium [KC], Vacin & Went (1949) medium [VW], and Murashige & Skoog (1962) on
50% [*2MS] e 100% [MS] of they macronutrients. With the finality of describe
structural aspects related to the germination and in vitro initial development of E. flava
was realized anatomical studies. Was verified the possibility of to multiplicate that
specie through the segmentsgrown in the dark. Finally, was developed a protocol to
acclimatization of E. flava using comercial substrate. The MS medium was the most
favorable for the in vitro multiplication and development of E. flava. It is probable that
the higher production of photosynthetic pigments detected in this medium contributed to
this result. The morphological analysis revealed that morphologically the germination
and initial in vitro growth of E. flava is very similar to that of other Orchidaceae,
besides presenting some structural characteristics common to other species of this
family that have an epiphytic habit even when cultivated under in vitro conditions. Even
in low proportions, it was possible to propagate E. flava through etiolated stem
segments. For the acclimatization of the species under study, the results obtained
suggest that in vitro cultured plants should be initially transferred to community vessels
containing the substrate formed by containing Bioplant and Esfagno in a ratio of 2: 1 (v:
V). After 60 days, individuals should be transplanted into individual vessels containing a
new substrate composed of Ouro Negro and Bioplant in the proportion of 3: 1 (v: V).

With this methodology, the final survival rate of the plants is 65%.

Keywords: Photosyntetic  pigments; Morfoanatomical analisys; Etiolation;

Acclimatization



1. INTRODUGAO

A familia Orchidaceae é uma das maiores e mais diversas familias dentro do
grupo das angiospermas. Compreende cerca de 25.000 espécies e mais de 800 géneros
de distribuicdo cosmopolita. No Brasil foram descritos 235 géneros e aproximadamente
2.500 espécies (GALDIANO JUNIOR et al., 2013; SHIBU et al., 2012). As regides
tropicais e subtropicais abrigam um ndmero muito maior de espécies desta familia
(FORSTER; SOUZA, 2013). Estima-se que 800 espécies sdo identificadas e
adicionadas a lista de espécies orquidaceas mundialmente por ano (BEKTAS; CUCE;
SOKMEN, 2012). Porém, devido ao extrativismo e degradacdo de habitats, muitas

espeécies estdo desaparecendo dos seus ambientes naturais (SCHNEIDERS et al., 2012).

Essa familia é considerada a terceira com maior representatividade no Cerrado,
com 697 espécies distribuidas em 125 géneros (BARROS et al., 2015). As espécies que
ocorrem nesse complexo vegetacional possuem nichos bastante especializados, o que as
tornam extremamente sensiveis a interferéncias em seus habitats (SOUZA-LEAL,;
PEDROSO-DE-MORAES, 2014). De acordo com Ishara (2010) somente a regido
central do Cerrado perde cerca de 2,2 milhGes de hectares de vegetacdo nativa por ano.
Como cerca de 80% das espécies de orquideas no Cerrado sdo epifiticas e terricolas (0s
outros 20% apresentam-se como rupicolas, saprofiticas e escandentes), essa destruicao
afeta fortemente essas espécies.

Uma das formas de subsidiar a conservacdo de espécies orquidaceas é a utilizacao
das técnicas de cultivo in vitro (PONERT et al., 2013; WOTAVOCA-NOVOTNA et
al., 2007). Essa metodologia tem sido bastante utilizada tanto para fins cientificos
quanto para fins comerciais. Considerando o elevado nimero de espécies de orquideas,
estudos anatdémicos relacionados com a germinacdo e desenvolvimento de membros
dessa familia ainda bastante escassos (MAJEROWICZ et al., 2000; KRAUS;
KERBAUY; MONTEIRO ,2006). Esses estudos sdo de grande importancia para a
compreensdo das adaptacGes das plantas a determinados ambientes (FERREIRA et al.,
2015). Esses estudos sdo particularmente importantes nas fases iniciais de
desenvolvimento, pois auxiliam no entendimento das diversas respostas fisiologicas das
plantas durante essa etapa, que é uma das mais criticas no ciclo de vida de muitas

espécies.



Antes de serem levadas para o ambiente natural, as planas produzidas in vitro
necessitam de um periodo gradual de aclimatizacdo para que possam sobreviver as
condigdes ex vitro. Nesse novo ambiente as plantas estardo sujeitas, dentre outros
fatores, a consideraveis variacdes abidticas. Essa € uma etapa considerada crucial para
as plantas produzidas in vitro, pois seu sucesso depende de diversos fatores como
temperatura, umidade, nutrientes, luminosidade, dentre outros (DIAZ et al., 2010;
DORNELES; TREVELIN, 2011). Dentre esses outros fatores, Kampf (2000) destaca
que a sobrevivéncia das plantas nessa fase depende também do tipo de substrato a ser
utilizado para o transplantio, que deve ter boa capacidade para retencdo adequada de

agua e, a0 mesmo tempo, favorecer as trocas gasosas das raizes.

Dentre os varios fatores que afetam o desenvolvimento das plantas in vitro a
luminosidade é um fator determinante. De maneira geral, na auséncia de luz a planta se
alonga e apresenta-se com uma coloracdo amarela ou esbranquicada; tal processo €
denominado de estiolamento (SUZUKI; KERBAUY; ZAFFARI, 2004). Durante o
estiolamento as plantas apresentam uma reducdo na lignificacdo e suberizacdo das
células, o que tornam as paredes celulares mais finas, além do fato de que apresentam
coloracdo amarela ou esbranquicada devido a auséncia de clorofila. A segmentacdo dos
caules estiolados, isolando as gemas, promove o desenvolvimento destas pelo fato de
alterar o balanco hormonal entre auxinas e citocininas no explante (CHAER, 2012). No
cultivo in vitro de orquidaceas essa técnica pode ser utilizada para propagar diversas
espécies, pois a maioria das orquideas possui filotaxias onde os nds sdo muito proximos
uns dos outros. Com isso, 0 alongamento do caule permite a separacdo desses nds
individualmente (SUZUKI; KERBAUY; ZAFFARI, 2004) de modo que 0s segmentos

caulinares contendo as gemas possam ser facilmente separados.

Dos diversos géneros que compdem a familia Orchidacea, o género Encyclia
Hook., ao qual pertence a espécie objeto deste estudo (Encyclia flava), apresenta cerca
de 120 espécies distribuidas desde os Estados Unidos até a regido sul do Brasil e Norte
da Argentina (MENEGUZZO; BIANCHETTI; PROENCA, 2010). No Brasil séo
descritas 54 espécies das quais 42 sdo endémicas. Nesse género existem diversas
espécies adaptadas a diferentes condi¢cGes ambientais, desde ambientes secos a regides
paludosas. Podem apresentar habitos epifiticos, rupicola e terricola (BASTOS; VAN
DEN BERG; MENEGUZZO0, 2012).



10

Devido a problemas ambientais, geralmente causados por fatores antropicos ou
até mesmo o intenso extrativismo que ocorrem nas areas de abrangéncia do Cerrado, séo
recomendados estudos detalhados que visam a conservacdo da biodiversidade. Para a
familia Orchidaceae estudos que propdem alternativas de cultivo sdo essenciais para
espécies potencialmente ameacadas ou que estejam sujeitas a possiveis ameacas
(SHERLOCK, 2009). Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
estudar aspectos envolvidos com a multiplicacdo, o desenvolvimento inicial in vitro e a

aclimatizacao de Encyclia flava (Orchidaceae).

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultivo de Plantas in vitro
da Secdo de Propagacédo e Desenvolvimento de Plantas do Cerrado (SPDPC), no Ndcleo
de Estudos Ambientais (Neamb) da Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus
de Porto Nacional.

2.1. Descricdo da espécie

A espécie escolhida para o presente trabalho, Encyclia flava (Lindl.) Porto &
Brade, ocorre naturalmente no Cerrado tocantinense, sendo, portanto, considerada
nativa dessa regiado (MENDONCA et al., 1998). Trata-se de uma epifita que ocorre nos
estados do Parand, Séo Paulo, oeste de Minas, Goids, Tocantins e Amazonas. No
Tocantins é encontrada principalmente nas matas de galerias e nos Cerraddes. Sua altura
pode atingir até 25 cm de comprimento. Seus pseudobulbos sdo cénicos, bifoliados de 2
cm de comprimento por 1,5-1,7 cm de largura (Fig. 1). O periodo de floracdo dessa
espécie € de setembro a dezembro (CASTRO NETO, 2004). Devido as acgdes
antrépicas, E. flava e outras espécies do mesmo género sdo consideradas bioindicadoras

ambientais da conservacao de diversos locais (SHERLOCK, 2009).
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Figura 1: Planta crescendo em ambiente natural (A), flor isolada (B) e fruto (C) de Encyclia flava.

Barra= 3 cm.

2.2. Efeitos dos meios MS, KC e VW na multiplicacédo e desenvolvimento in vitro

Plantas de E. flava com 90 dias de idade, obtidas por meio da germinagé&o in vitro
em meio Knudson (1946), foram transferidas para frascos com capacidade para 200 mL,
fechados com tampas plasticas, contendo 40 mL de meio de cultura. Foi testada a
influéncia de trés meios de cultura no desenvolvimento in vitro: o0 meio de Knudson
(1946) [KC], o meio de Vacin e Went (1949) [VW], e o meio de Murashige e Skoog
(1962) nas concentracdes de 50% [¥2MS] e 100% [MS] de seus macronutrientes, todos
suplementados com 0,4 mg.L™ de tiamina, 100 mg.L™ de mioinositol e 2% de sacarose.
O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adicdo de 0,2% de
Phytagel. Todos os meios foram autoclavados a 120° C por 20 minutos.

Para cada meio de cultura foram realizadas vinte repeti¢des, que consistiram em
plantas de 0,5+0,2 cm de comprimento. Todas as plantas tiveram suas raizes eliminadas
com 0 objetivo de padronizar as repeti¢gdes. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 26°C + 1°C e um fotoperiodo de 16 horas com
intensidade luminosa de 35-40 pmol m? s?, obtidas por meio do uso de lampadas
fluorescentes. Apds 90 dias de cultivo os resultados foram avaliados a partir da anélise
dos seguintes parametros: altura da planta (cm), nUmero de raizes, comprimento da

maior raiz (cm), numero de folhas e nimero de brotos formados.

Para cada meio de cultura utilizado acima foram determinados teores de

pigmentos fotossintéticos das plantas por meio do método da colorimetria proposto por
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Arnon (1949) modificado para o presente trabalho. Para isto, 1g do material fresco de
cada tratamento (brotos oriundos dos meios de cultura) foi imerso em 5 mL de solugédo
de Dimetilsulféxido (DMSO), contida em tubos de ensaio totalmente cobertos com
papel aluminio para impedir a entrada de luz. Foram realizadas oito repeti¢bes, cada
repeticdo consistiu de um tubo de ensaio com 1g de material vegetal. Os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente por 30 horas. Apds este periodo foram realizadas as
leituras da densidade Otica da solucdo a 470, 645 e 663 nm utilizando-se um
espectrofotdbmetro Digimed, modelo DM-ESPEC. Para a obtencdo da massa seca, 0S
brotos (1g) foram secados por 48 horas em estufa a 50°C, ap0s a extracdo dos
pigmentos. Os teores de clorofila e carotenoides foram determinados atraves das
seguintes equagdes propostas por Arnon (1949), e Lichtenthaler (1987):

Clorofila a = (12,7.Ae63 - 2,69.A45/1000*MS).volume

Clorofila b = (22,9.As45 - 4,68.A663/1000*MS).volume

Clorofila total = (20,2.Ae63 - 2,69.A645/1000*MS).volume

Carotenoides = (1000.A470).(1,82.Clor. a)+(85,02.Clor. b).(198).volume

em que Aess3 = absorbancia a 663 nm; Asss = absorbancia a 645 nm; Aszo =
absorbancia a 470 nm; V = volume da amostra (mL); e MS = massa seca da amostra. Os

valores das equagdes foram expressos em pg/g de massa seca do material.

2.3. Anélise morfoanatdmica

Sementes de E. flava oriundas de frutos obtidos de plantas matrizes crescendo em
ambiente natural e/ou viveiro foram postas para germinar em 5 frascos de vidros, com
capacidade para 100 mL fechados com tampas plasticas e contendo 40 mL do meio de
cultura Knudson (1946) [KC], como proposto por Oliveira (2015), suplementado com
0,4 mg L de tiamina, 100 mg L de mioinositol, 2% de sacarose antes da adi¢do de
0,2% de Phytagel. O pH foi ajustado a 5,8 + 0,1. Noventa dias apdés o inicio da
germinacdo foi coletado o material para analise. Foram considerados 4 estagios de
desenvolvimento: estigio 1 — embrides entumecidos de coloragdo verde (protocormos);
estagio 2 — protocormo com uma folha diferenciada; estagio 3 — protocormo com duas
ou mais folhas; estagio 4 — planta com folhas e raizes. As amostras coletadas foram

divididas de acordo com os estagios de desenvolvimento anteriormente citados e fixadas
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em FAAso e incluidas em parafina + cera de abelha 8% (Johansen, 1940). Os cortes
foram obtidos em micrétomo rotativo Leica RM2245 e corados em Azul de Astra 1% e
Safranina 1%, como proposto por Gerlach (1984). Os cortes foram feitos a 10um de
espessura e aderidos as laminas com adesivo de Haupt. As laminas foram montadas
utilizando Balsamo do Canada. As imagens foram obtidas em camera Leica ICC50 HD

acoplada ao microscopio Optico Leica DM 500.

2.4. Micropropagacao a partir de segmentos caulinares estiolados

Plantas de 3+0,2 cm de comprimento, obtidas por meio de germinacgéo in vitro,
como descrito no item anterior, foram transferidas para frascos com capacidade para
350 mL, contendo 50 mL de meio de cultura Murashige e Skoog (1962) [MS]
suplementado com 4% de sacarose (de acordo com Ferreira et al. 2011), 0,4 mg L de
tiamina, 100 mg L* de mioinositol. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adigdo de
0,2% de Phytagel. Os frascos permaneceram 150 dias no escuro em sala de crescimento
com temperatura de 26 + 1°C. Apds esse periodo os caules estiolados foram divididos
em segmentos de aproximadamente 1 cm contendo uma gema axilar. Esses segmentos
foram transferidos para 25 frascos de vidro cada um contendo 6 segmentos caulinares.
O meio de cultura utilizado foi o MS e foram testadas diferentes combinagdes de
benziladenina (BA) e acido naftalenoacético (ANA) (em combinagdes de 0-0; 2,28-
0,57; 4,56-1,14; 2,28-0 e 4,56-0 uM) no desenvolvimento das gemas. Os frascos foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura de 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas
e intensidade luminosa de 35-40 pmol. m2.s. Os resultados foram avaliados 60 dias
apos a transferéncia para a presenca de luz. Foi considerada para a analise a

porcentagem de segmentos caulinares estiolados que originaram brotos e raizes.

2.5. Aclimatizacéo

Para 0 processo de aclimatizagdo foram utilizadas 120 plantas (com raizes, folhas
e pseudobulbos ja formados ou em formacédo) oriundas de cultivo in vitro, as quais
foram lavadas em &gua corrente, para a remo¢do do meio de cultura das raizes, e
transferidas para 12 recipientes plasticos, com 16 cm de altura x 12 cm de diametro
basal com tampas transparentes, cada um contendo 10 plantas. Foi testado o substrato
composto por Bioplant [Nova Ponte, MG] e Esfagno triturado nas proporcdes de 1:0;



14

1:1 e 2:1 (cada tratamento com 4 recipientes plasticos [parcelas], totalizando 40
repeticdes por tratamento). Os recipientes permaneceram fechados e foram mantidos em
sala de crescimento por 60 dias com uma irrigacdo de 250 mL de agua a cada 15 dias,
realizada com o auxilio de um borrifador (Fase 1). Apds esse periodo, os resultados
foram avaliados a partir da analise das seguintes varidveis: porcentagem de
sobrevivéncia, nimero de brotos, altura das plantas (da base até a altura da folha mais
jovem), numero de folhas e nimero de raizes por planta formada, bem como o
comprimento da maior raiz. Passados os 60 dias, 100 plantas foram transferidas para
vasos plasticos individuais (7 cm altura x 6 cm de didmetro basal) contendo o substrato
Ouro Negro e Bioplant nas proporcdes de 1:0; 0:1; 1:1; 2:1 e 3:1 [v:v] (20 plantas para
cada tratamento). As plantas foram irrigadas diariamente até o ponto de capacidade de
campo do substrato e suas folhas pulverizadas com &gua deionizada durante 3 meses
(Fase 2). Nesta segunda fase foram avaliadas as seguintes varidveis: porcentagem de
sobrevivéncia, altura das plantas, nimero de folhas, raizes e brotos laterais formados,

comprimento da maior raiz e massa da matéria seca da parte aérea e da raiz.
2.6. Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado em todos o0s experimentos foi o
inteiramente ao acaso. A analise de variancia (ANOVA) foi usada na maioria dos
experimentos para avaliar as varidveis estudadas e as medias comparadas pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de probabilidade. Para 0 experimento de micropropagacao a
partir de segmentos caulinares estiolados, por ndo apresentar normalidade dos dados,
mesmo apos transformacdes, foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis também no nivel
de 5% de probabilidade. Todas as analises foram feitas utilizando o software estatistico
R (versdo 3.4.2).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeitos dos meios MS, KC e VW na multiplicacdo e desenvolvimento in vitro

Apos 90 dias de cultivo in vitro ndo foram detectadas diferengas significativas
entre 0s meios testados para a maioria das varidveis analisadas (Tab. 1). Todavia,
verificou-se que as plantas de E. flava apresentaram melhor desenvolvimento no meio
MS.
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Em relacdo ao numero de brotos e folhas formados verificou-se que o0 meio MS
foi significativamente superior ao KC (0,45 e 6,20, respectivamente). Tais resultados
podem estar associados a quantidade de sais presentes nos meios testados, uma vez que
0 meio MS apresenta altas concentracbes de macronutrientes em relacdo aos outros
meios. Os meios KC e VW possuem comparativamente quantidades relativamente
baixas de nutrientes. Suzuki et al. (2009) também observaram que o meio MS favoreceu
uma maior producdo de folhas de Hadrolaelia tenebrosa, sendo significativamente
melhor que o meio KC que apresentou o menor nimero de folhas, fato esse também
observado em E. flava. Ferreira et al. (2017), trabalhando com Alatiglossum
fuscopetalum, perceberam que o meio 2MS mostrou ser o meio mais eficiente para
producdo de brotos, porém néo diferiu significativamente do meio MS; os meios VW e
KC foram significativamente inferiores para essa variavel. Comparando tais
informacBes com os resultados do presente trabalho nota-se que meios com baixas
concentracdes de nutrientes ndo sdo indicados para producdo de brotos e folhas tanto
dessas espécies quanto para E. flava.

Tabela 1: Efeito dos meios de cultura Knudson (KC), Murashige e Skoog (MS e %2 MS) e Vacin e Went
(VW) na multiplicacdo e desenvolvimento inicial in vitro de Encyclia flava. ALT= Altura (cm) NR=
Numero de raizes; CMR= Comprimento da maior raiz (cm); NF= nimero de folha; NB= NUmero de

brotos. Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, segundo o
teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.

Meios de cultura NB NF NR CMR ALT
KC 0,00b 4,15b 3,25a 1,56a 1,37a

MS 0,45a 6,20a 3,45a 1,57a 1,51a

% MS 0,20ab 4 95ab 2,95a 2,05a 1,36a
VW 0,10ab 4,90ab 3,55a 1,78a 1,49a

Os resultados relacionados ao nimero de raizes de E. flava ndo demonstraram
diferenca significativa (P<0,05) entre os meios testados. No entanto, o meio VW
apresentou o maior valor para esta variavel (3,55 raizes por planta). Segundo Lemes et
al. (2016), meios com concentracdes elevadas de nutrientes interferem no enraizamento
in vitro de algumas especies. Estes autores recomendam ainda a utilizacdo de meios
com baixas concentracdes de sais quando o objetivo do cultivo for a formac&o de raizes.
Suzuki et al. (2009) também verificaram que o meio VW foi o mais eficaz para a

formacéo de raizes em H. tenebrosa. Entretanto, esses autores observaram que o meio
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MS apresentou um numero significativamente menor de raizes, o que nao foi observado
em E. flava uma vez que o meio MS apresentou a segunda maior média para nimero de
raizes, ndo diferindo estatisticamente (P<0,05) do meio VW. E provavel que a formagao
de raizes em E. flava seja menos sensivel a concentracdes mais elevadas de nutrientes.
Ferreira et al. (2017) observaram que para A. fuscopetalum o enraizamento foi
favorecido quando se utilizou 0 meio ¥2 MS. Rego-Oliveira e Faria (2005), relataram
que 0 meio MS foi mais eficaz para o enraizamento de Catasetum fimbriatum, enquanto
que o meio KC demonstrou ser mais eficiente para Cyrtopodium paranaenses
considerando a mesma variavel. Assim torna-se necessario fazer o estudo dos meios de
cultura j& que as plantas respondem de forma diferente a cada meio.

Para o comprimento da maior raiz, observou-se que o meio %2 MS apresentou a
maior média (2,05 cm), néo diferindo estatisticamente (P<0,05) dos demais. Resultados
bastante semelhantes foram encontrados por Ferreira et al. (2017) para A. fuscopetalum,
ou seja, 0 meio ¥2MS foi 0 que apresentou plantas com maiores comprimentos de raizes
quando comparado aos outros meios de cultura (0s mesmos testados no presente
estudo). Em H. tenebrosa, Suzuki et al. (2009) também verificaram que as plantas
cultivadas em meio VW (que possui baixa concentracdo de nutrientes) foram as que
apresentaram maior comprimento de raizes. Silva (2003) argumenta que plantas
cultivadas em meios com baixas concentracfes de macronutrientes tendem a aumentar o
comprimento da raiz em busca de mais nutrientes, mesmo que isso signifiqgue um maior
gasto de reservas. Assim, é possivel que para algumas espécies de orquideas meios com
concentragdes mais baixas de nutrientes sejam mais eficientes para o crescimento
longitudinal das raizes. Essa caracteristica € bastante relevante principalmente porque
raizes mais longas apresentam maior possibilidade de explorar o substrato e assim

absorver quantidades mais elevadas de nutrientes, o que auxilia a fase de aclimatizacao.

Em relagdo & altura das plantas, ndo houve diferenca significativa entre os meios
testados, porém verificou-se que o meio MS foi o que apresentou o maior valor (1,51
cm), seguido do meio VW (1,49 cm). Em A. fuscopetalum a maior média de altura foi
verificada no meio %2 MS (FERREIRA et al., 2017). O meio VW foi o0 mais favoravel
para o crescimento em altura de H. tenebrosa (SUZUKI et al., 2009) e Cattleya bicolor
(SUZUKI et al., 2010). Tais resultados diferem do observado neste trabalho, onde foi
verificado que o meio com maior concentragdo de nutrientes promoveu o melhor

resultado. No entanto, o fato de néo ter sido observada uma diferenga significativa entre
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0s meios testados indica que E. flava consegue apresentar crescimento satisfatorio in

vitro independente da concentragdo de nutrientes disponiveis no meio.

Os pigmentos fotossintéticos sdo componentes essenciais e de grande importancia
para o processo da fotossintese e, por isso, estdo diretamente relacionados com a
multiplicacdo celular e desenvolvimento das plantas (FAVETTA et al., 2017). A tabela
2 mostra os teores de pigmentos fotossintético sem plantas de E. flava quantificados
apos 90 dias de cultivo nos meios testados. Ndo houve diferenca significativa (P<0,05)
entre 0os meios analisados, entretanto o meio MS apresentou valores numericamente
maiores que os demais. E possivel que os maiores teores de clorofila encontrados em
plantas se desenvolvendo no meio MS tenha favorecido a maioria das varidveis
relacionadas ao desenvolvimento inicial in vitro, como observado acima. Em relacdo
aos teores de clorofila a o0 meio MS apresentou 9,14 ng g* de massa seca. O mesmo
meio também apresentou 3,06 pg.g™* para clorofila b e 14,54 pg g* para clorofila total.
Esses valores podem estar relacionados com a alta concentracdo de nutrientes no meio
MS, se comparado aos demais meios. Os valores relativos aos teores de carotenoides e
propor¢do entre clorofila a/clorofila b também foram maiores nas plantas cultivadas no

meio MS: 199,60 ug g™ e 3,36 ug g2, respectivamente.

Tabela 2: Teores de pigmentos fotossintetizantes (em ug/g de matéria seca) em plantas de Encyclia flava
nos meios de cultura Knudson (KC), Murashige e Skoog (MS e %:MS),e VacineWent (VW). Ca/Cb=
proporcdo entre clorofila a e clorofila b. ns= ndo significativo, segundo andlise de variancia (ANOVA) a
5% de probabilidade.

Tratamentos/Meios  Clorofilaa  Clorofilab Cl;)(r)(:::la Carotenoides  Ca/Cb
KC 6,05 ns 2,63 ns 9,62 ns 176,14 ns 2,28 ns

MS 9,14 ns 3,06 ns 14,54 ns 199,60 ns 3,36 ns

1AMS 6,16 ns 2,07 ns 9,80 ns 160,61 ns 3,19 ns

VW 7,31 ns 2,66 ns 11,63 ns 192,09 ns 2,84 ns

Ferreira (2014) cita que o teor de clorofila nas plantas apresenta correlagdo
positiva com o teor de nitrogénio. Isto se deve principalmente ao fato da maior parte do
nitrogénio total presente nas folhas ser integrante tanto da molécula de clorofila quanto
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de enzimas associadas aos cloroplastos. Tal informacéo corrobora com os resultados do
presente trabalho, j& que o meio MS possui maiores concentracdes desse nutriente
quando comparado aos demais meios. Assim como nos resultados deste trabalho, Paiva
Neto et al. (2013) afirmam ainda que valores menores de clorofila (a, b e total) em
plantas crescidas no meio KC, quando comparados as do MS, estéo relacionados ao fato
do meio KC possuir menores concentragdes de nitrogénio em sua composic¢ao. Porém,
altos valores de clorofila ndo significam necessariamente uma melhor taxa fotossintética
(FAVETTA et al., 2017).

A clorofila é fundamental para o processo fotossintético das plantas (STOCKEL;
MEYER; GEBAUER, 2011). A clorofila a tem como fungdo ampliar a quantidade de
fotons para o centro de reacdo da fotossintese. Por outro lado, a clorofila b amplia a
faixa de luz, em comprimentos de ondas, que podem ser usados NO pProcesso
fotossintético; sendo considerada um pigmento acessorio (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 2001). Segundo Galdiano Janior et al. (2012), maiores valores de clorofila
b em plantas cultivadas in vitro podem estar relacionados a condi¢Ges luminosas
limitantes. Pacheco et al. (2013) cita ainda que altos teores de clorofila b pode ser
considerada uma caracteristica importante para adaptacdo de plantas a ambientes com
baixa intensidade luminosa. Essas caracteristicas ndo foram verificadas no presente
estudo, podendo esse ser um indicativo que as condicdes de luminosidade foram
satisfatorias para o desenvolvimento das plantas sob condicdes in vitro Na maioria das
plantas de folhas verdes a clorofila b equivale cerca de um quarto do contetdo total de
clorofila (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001), mantendo assim os valores da
propor¢do de clorofila a/clorofila b geralmente préximos de 3. As proporgoes
encontradas no presente estudo nas plantas cultivadas nos meios MS e %2 MS estdo bem
equivalentes aos relatados por esses ultimos autores. Os carotenoides, por sua vez,
possuem duas fungdes essenciais para as plantas: atuam como pigmentos acessorios
capturando energia luminosa e transferindo-as para a clorofila a, e apresentam
capacidade fotoprotetora, protegendo o aparelho fotossintético de danos fotoinibitérios
(VENTURA, 2007). Logo, tanto os carotenoides quanto as clorofilas s&o indispensaveis

para o processo fotossintético nas plantas.

3.2. Analise morfoanatomica
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O processo de germinacdo das espécies da familia Orchidaceae se inicia com a
ruptura do tegumento do embrido seguida pela formagdo de uma estrutura esférica
clorofilada denominada protocormo [Estdgio 1]. Na superficie desse protocormo
surgem, inicialmente, os primordios foliares [Estagio 2] e em seguida alguns rizoides.
Os protocormos aumentam de tamanho e entdo sdo formadas as primeiras folhas
[Estagio 3] e depois raizes [Estagio 4] (KRAUS; KERBAUY; MONTEIRO, 2006).

As analises morfoanatémicas realizadas no presente trabalho mostraram que em
E. flava, os quatro estagios de desenvolvimento sdo bem definidos e nitidamente
diferencidveis (Fig. 2). No primeiro estdgio de desenvolvimento é possivel visualizar
nos protocormos a presenca de células predominantemente parenquimaticas com
nucleos bem evidentes e epiderme unisseriada (Fig. 2A). Em alguns casos também ¢é
possivel perceber o inicio da formacdo de células meristematicas, evidenciando uma
polarizacdo no protocormo. O polo superior do protocormo caracteriza-se pela presenga
de células em tamanho menor que o polo inferior e uma alta taxa mitotica nessa regido
(Fig. 2A). Vale ressaltar que nem todos os protocormos analisados apresentavam o
mesmo tipo de desenvolvimento. O mesmo comportamento foi observado por Ferreira
et al. (2018, no prelo) em estudos morfoanatbmicos em protocormos de Catasetum

macrocarpum, que assim como E. flava também é uma espécie nativa do Cerrado.

O segundo estagio de desenvolvimento é caracterizado pela diferenciacdo do
primeiro primordio foliar, além do surgimento de alguns rizoides unicelulares e
pluricelulares (Fig. 2B). Os rizoides s&o tricomas presentes na parte inferior do
protocormo e sdo responsaveis tanto pela absorcdo de nutrientes quanto pela fixacao
inicial deste protocormo nos fordfitos (KRAUS; KERBAUY; MONTEIRO ,2006).
Quando cultivados in vitro, os protocormos obtém os nutrientes necessarios a partir do
meio de cultura. Logo, os rizoides s@o estruturas importantes para o desenvolvimento
inicial devido a sua funcdo de absorcdo de nutrientes, porém ndo sdo essenciais ja que é
possivel obter um bom desenvolvimento mesmo que a planta ndo apresente tal estrutura
(FERREIRA et. al., 2018, no prelo). Segundo Kraus, Kerbauy e Monteiro (2006), os
rizoides sdo estruturas comuns em especies de orquideas, tanto em protocormos

cultivados in vitro, quanto in natura.

A partir do estagio 3 (Fig. 2C) ja é possivel perceber a diferenciacdo de mais de
uma folha. Verificou-se que as folhas de E. flava sdo anfiestomaticas (Figs. 2E e 2F), o
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que ndo é comumente visto em outras espécies da mesma familia. Isto pode estar
relacionado ao fato das folhas analisadas estarem ainda em desenvolvimento, pois a
grande maioria dos estdbmatos visualizados localizavam-se na superficie abaxial das
folhas. Zanega-Godoy e Costa (2003) citam que durante a fase de desenvolvimento das
orquideas ocorrem varias alteragdes nas caracteristicas estomatica, o que pode induzir a
erros de interpretacdo se comparadas com andlises da mesma espécie na maturidade. Os
mesmos autores, estudando anatomia foliar de quatro espécies do género Cattleya,
verificaram que C. walkeriana, C. nobilior, C. araguaiensis e C. bicolor apresentaram
folhas hipoestomaticas. O mesmo foi observado nas espécies Oeceoclades maculata
(RIVERON-GIRO et al., 2017) e Cattleya violacea (SAONCELLA; MARTELINE;
PEDROSO-DE-MORAES, 2017). A presenca de folhas hipoestomaticas é uma
caracteristica comum em espécies da familia Orchidaceae e ja foi observada para varias
espécies da tribo Epidendroideae (tribo a qual pertence a E. flava) e das subtribos
Oncidiinae, Pleurothallidinae, Orchidinae, Catasetinae e Laeliinae (SAONCELLA;
MARTELINE; PEDROSO-DE-MORAES, 2017). O mesofilo das folhas de E. flava é
composto por parénquima clorofiliano do tipo homogéneo. Em geral o mesofilo das
folhas das orquideas apresenta parénquima clorofiliano homogéneo (SILVA e
MILANEZE-GUTIERRE, 2004). Foi observado, no interior das células do mesofilo da
espécie em estudo, a presenca de cristais de oxalato de calcio do tipo réfide (Fig. 2F).
Nas orquideas, estes cristais sdo responsaveis principalmente por tornar as folhas menos
palataveis aos animais, dificultando assim a herbivoria.  Esta caracteristica é
considerada comum entre as espécies da familia Orchidaceae (SAONCELLA,
MARTELINE; PEDROSO-DE-MORAES, 2017). Foram observados 3 feixes
vasculares do tipo colateral nas folhas de E. flava (Fig. 2E). O mesmo foi observado por
Andreota, Barros e Sajo (2015) para as espécies Pteroglossa roseoalba, Cranichis
candida, e Sauroglossum nitidum. Porém, esta € uma caracteristica que pode variar
dependendo da espécie estudada (SAONCELLA; MARTELINE; PEDROSO-DE-
MORAES, 2017).

Apenas no estagio 4 (Fig. 2D) é possivel visualizar raizes. Segundo Ferreira et al.
(2018, no prelo), nesta fase de desenvolvimento a presenca de raizes é o que caracteriza
o fim da fase de protocormo e inicia a fase de planta. Kraus, Kerbauy e Monteiro (2006)
citam que a primeira raiz das orquideas surge adjacente a gema apical. O mesmo pdde

ser observado nas plantas estudadas de E. flava (Fig. 2D). Nas raizes das plantas
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estudadas foi possivel visualizar, por meio de cortes longitudinais, a coifa bem evidente
(Fig. 2G). Além disso, foi verificada, tanto em cortes longitudinais quanto transversais,
a presenca de velame nas raizes (Figs. 2G e 2H) contendo 3-4 camadas de células. As
poucas camadas observadas podem estar associadas ao fato das raizes analisadas serem
oriundas de cultivo in vitro. Muthukumar e Kowsalya (2017) também notaram velame
com 3-5 camadas de células para Acampe praemorsa. Uma, Rajedran e Mutukumar
(2015) verificaram 4-6 camadas para Eulophia epidendraea e uma Unica camada para a
espécie Malaxis acuminata, enquanto que Moreira et al. (2009) ja observaram duas
camadas para Dichaea cogniauxiana e 4-5 camadas para Epidendrum secundum.
Segundo Riveron-Giro et al. (2017), o nimero de camadas do velame varia de acordo a
espécie e a condicdo a qual a mesma se encontra. O tamanho do velame esté associado a
algumas condi¢des ambientais como temperatura e disponibilidade de &4gua; além de ser
responsavel pela protecdo mecénica, reducdo da taxa de transpiracao e absorcdo de dgua
e nutrientes ANDREOTA; BARROS; SAJO, 2015; JOCA et al., 2017). Apesar de ter
ocorréncia registrada para outras familias, como Araceae, Liliaceae, Dioscoreaceae,
Taccaceae, Amaryllidaceae e Commelinaceae, o velame € associado, em orquideas, ao
habito epifitico (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2012; RIVERON-GIRO et al., 2017).

Logo, a presenca de velame em E. flava corrobora com tal afirmacdo.
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Figura 2: Desenvolvimento morfoanatdmico de Encyclia flava sob condi¢fes in vitro. A. Primeiro
estagio denominado fase de protocormo; B. Protocormo com uma folha (estagio 2); C. Protocormo com
mais de uma folha (estagio 3); D. Planta com raiz (estagio 4); E e F. Cortes transversais da folha; G. Corte
longitudinal da raiz; H. Corte transversal da raiz. Me= meristema apical caulinar; Pa= parénquima; Pf=
primordio foliar; Rz= rizéides; Fo= folha; Ra= raiz; Ead= epiderme adaxial; Eab= epiderme abaxial; Est=
estdmato; Fv= feixe vascular; Xi= xilema; Fl= floema; Rf= ré&fide; Cf= coifa; Co= cortex; Ve= velame.
Barra= 200 um.
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3.3. Micropropagacao a partir de segmentos caulinares estiolados

Apos 150 dias submetidas a condicdo de escuro, as plantas de Encyclia flava
desenvolveram caules alongados, esbranquicados, folhas curtas e entrenos afastados
(Fig. 3). As plantas submetidas a tais condi¢cdes apresentam reducdo na lignificacdo e
suberizacdo de suas células, o que torna a parede celular mais delgada. Além disso, as
plantas ndo conseguem acumular clorofila (RODRIGUES, 2014). Estas caracteristicas
se devem a inibicdo do desenvolvimento dos prd-plastideos que, na auséncia de luz nao
se convertem em cloroplastos e se desenvolvem em estioplastos. Estes, por sua vez, ndo

sintetizam as enzimas e pigmentos fotossintéticos necessarios para a fotossintese.

Porém, quando submetidas novamente a luz as plantas e/ou seus segmentos retomam
sua expansao e desenvolvimento normal (RAMOS; CARNEIRO, 2007; SOARES et al.,
2010; RODRIGUES, 2014).

Figura 3: Caule (A) e segmentos caulinares estiolados (B) de Encyclia flava apés 150 dias no escuro e
broto formado apds 60 dias de cultivo destes segmentos na presenca de luz (C). Barra= 1 cm.

Sessenta dias apos a transferéncia para a presenca de luz, os segmentos caulinares
estiolados foram analisados quanto a porcentagem de brotos formados por segmento.
Tais resultados sdo apresentados na Tabela 3. Ndo foram observadas diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos testados no presente estudo. No entanto,
verificou-se que o tratamento com as maiores concentragfes dos dois reguladores (4,56
uM de BA + 1,14 uM de ANA) apresentou resultado numericamente superior aos
demais tratamentos (29,17% de brotos). E possivel que o conteudo enddgeno de
citocinina e auxina em E. flava seja relativamente baixo, pois a presenca de reguladores
de crescimento, independente da combinagéo ou concentracao, favoreceu a producao de

brotos da espécie em estudo, uma vez que o tratamento controle (auséncia de
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reguladores) apresentou apenas 8,34% de brotos formados, enquanto que todos o0s
outros tratamentos obtiveram porcentagens de brotos acima de 20%. Resultados
contrastantes foram observados por Suzuki, Kerbauy e Zaffari (2004) e Ramos e
Carneiro (2007), estudando, respectivamente, Catasetum fimbriatum e Cattleya
mesquitae; nesses dois casos a auséncia de reguladores favoreceu a maior formacao de
brotos em ambas as espécies. Mok, Martin e Mok (2000) também cita que o acréscimo
de BA no meio favorece a formagéo de novos brotos; o que também pode ser visto no
presente estudo. Porém, devido as baixas porcentagens de brotacdes, novos estudos sdo
necessarios para elucidar com mais clareza o papel dos reguladores no processo de
formacdo de brotos em E. flava. Acredita-se que a utilizagdo de plantas com maior
biomassa inicial como também a manutencdo dessas plantas no escuro por um periodo
de tempo mais longo propicie a formacdo de segmentos estiolados mais vigorosos e,
consequentemente, a formacdo de uma maior porcentagem de brotos quando da

transferéncia dos segmentos caulinares estiolados para a presenca de luz.

Tabela 3: Formacdo de brotos em segmentos caulinares estiolados de Encyclia flava em diferentes
combinagfes de reguladores de crescimento. ns= ndo significativo, segundo o teste de Kruskall-Wallis

(0= 5%).

Tratamento
Porcentagem de brotos (%)
BA — ANA (uM)

0-0 8,34 ns
2,28 — 0,57 25,00 ns
4,56 -1,14 29,17 ns
2,28-0 25,00 ns
4,56 -0 20,84 ns

3.4. Aclimatizacao

A Tabela 4 mostra os resultados referentes aos efeitos das diferentes proporcoes
de Bioplant e Esfagno na fase inicial de aclimatizacdo de E. flava, 60 dias ap0s o inicio
do experimento. A maior taxa de sobrevivéncia (92,5%) foi observada no tratamento
utilizando Bioplant e Esfagno (2:1, v:v). No entanto, os demais tratamentos também
demonstraram ser eficientes nesta fase da aclimatizagéo, pois as proporgfes 1:0 e 1:1
apresentaram 80% e 82,5%, respectivamente. A presenca de Esfagno, mesmo em menor

quantidade, pode ter favorecido a sobrevivéncia das plantas devido a sua capacidade de
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reter mais dgua no substrato, impedindo que este se desidrate. Os resultados do presente
trabalno mostram que todos os tratamentos podem ser recomendados para a
aclimatizacdo da espécie em estudo, pois a menor taxa de sobrevivéncia observada
ainda foi maior que a observada por alguns autores em outras espécies. Dorneles e
Trevelin (2011) obtiveram sobrevivéncia de 53% para Cattleya intermedia enquanto
que Sousa et al. (2015), trabalhando com Brassavola tuberculata verificaram que 74%
das plantas sobreviveram, utilizando-se apenas o Esfagno como substrato. Macedo et al.
(2014), também trabalhando com B. tuberculata, obtiveram melhores resultados
utilizando fibra de coco (87,50%). Ferreira et al. (2018, no prelo), estudando a
aclimatizacdo de Catasetum macrocarpum, relataram que 93,30% das plantas
sobreviveram quando se utilizou a combinacdo de Bioplant e esfagno na proporgéo de

1:1 (v:v), resultado bastante semelhante ao encontrado no presente estudo.

Tabela 4: Efeitos de diferentes proporcGes dos substratos Bioplant e Esfagno na fase inicial de
aclimatizacdo de Encyclia flava. PS= porcentagem de sobrevivéncia; NB= nimero de brotos; NR=
namero de raizes; CMR= comprimento da maior raiz (cm); NF= nimero de folhas; ALT= Altura da
planta (cm). Valores seguidos da mesma letra na coluna nédo diferem significativamente entre si, segundo
0 teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.

_ Tratamento PS* NB NR CMR NF ALT
(Bioplant:Esfagno)

1:0 80,00  04la  6,27ab 4,31a 6,70a 3,54b

1:1 8250  056a 5,19 3,20b 3,16b 3,51b

2:1 9250  052a  7.42a 4,49 3,27b 4,78a

*N4&o foi possivel realizar teste estatistico para esta variavel.

Tais resultados indicam que as plantas ndo estiveram sob um estresse acentuado
apos a transferéncia do meio de cultura para os substratos testados. Como os recipientes
permaneceram fechados durante todo o experimento a alta umidade relativa dentro dos
mesmos pode ter beneficiado o estabelecimento das plantas, favorecendo assim seu
desenvolvimento. A maior producgéo de brotos e folhas nesta fase foi observada quando
se utilizou a proporcao de 1:1; apresentando, em media, 0,56 brotos e 6,70 folhas por
planta, embora diferencas significativas (P<0,05) tenham sido observadas apenas em
relacdo ao nimero de folhas (Tabela 4). Por outro lado, o tratamento com a proporgao
de 2:1 apresentou resultados significativamente superiores para numero de raizes e

comprimento da maior raiz (7,42 raizes e 4,49 cm, respectivamente) bem como para
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altura da planta (4,78 cm). Esses resultados mostram que, provavelmente, o maior
namero de raizes bem como seu maior comprimento contribuiram para uma maior

sobrevivéncia das plantas nesse substrato.

A Tabela 5 mostra os dados obtidos 90 dias apos a transferéncia das plantas para
potes individuais, caracterizado com a segunda fase do processo de aclimatizacao,
quando foram utilizadas diferentes proporcoes dos substratos Ouro Negro e Bioplant.
Em relacdo a sobrevivéncia, verificou-se que a maior taxa (65%) foi obtida quando
esses substratos foram utilizados na propor¢do de 1:1 (v/v). Comparando-se com 0sS
resultados da primeira fase da aclimatizacdo, observou-se um consideravel decréscimo
na taxa de sobrevivéncia. Segundo Dorneles e Trevelin (2011), mais de 50% das
orquideas podem néo resistir ao processo de aclimatizacdo nos primeiros seis meses. Os
autores ressaltam ainda que o periodo de aclimatizacdo € um periodo bastante
susceptivel a perdas devido a drasticas mudancas nas condicbes de cultivo. E possivel
que a diminuicdo do teor de umidade atmosférica nessa segunda fase tenha contribuido

para a reducdo da porcentagem de sobrevivéncia das plantas.

Tabela 5: Efeitos de diferentes propor¢fes dos substratos Ouro Negro e Bioplant na segunda fase de
aclimatizacdo de Encyclia flava. NB= nimero de brotos; NR= nimero de raizes; CMR= comprimento da
maior raiz (cm); NF= namero de folhas; ALT= Altura da planta (cm); MSPA= massa da matéria seca da
parte aérea (mg); MSR= massa da matéria seca das raizes (mg). ns= ndo significativo, segundo andlise de
variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade.

Tratamento PS* NB NR NF MSPA MSR
(Ouro Negro:Bioplant)
0:1 25,00 0,60 ns 5,80 ns 4,00 ns 14,40 ns 24,20 ns
1:0 40,00 0,50 ns 6,13 ns 3,88 ns 11,38 ns 18,88 ns
11 65,00 0,77 ns 6,00 ns 2,92 ns 13,77 ns 23,31 ns
2:1 45,00 0,67 ns 5,78 ns 3,67 ns 18,11 ns 25,00 ns
3:1 40,00 0,63 ns 6,63 ns 4,75 ns 18,50 ns 25,88 ns

*Nd&o foi possivel realizar teste estatistico para esta variavel.

Em relagdo as varidveis analisadas pouquissimas diferengcas foram observadas
neste estudo, o que resultou na auséncia de diferencas significativas entre 0s
tratamentos. No que se refere ao nimero de brotos, o tratamento 1:1 (v:v) foi superior

aos demais (0,77 brotos por planta). Em seu trabalho, Lone et al. (2008) perceberam que
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o melhor tratamento para producdo de brotos de Cattleya intermedia foi o substrato
composto apenas por fibra de coco, que pode ser uma alternativa para substituir o
Esfagno, substrato de dificil acesso.

Um bom desenvolvimento do sistema radicial é essencial para o estabelecimento e
bom desenvolvimento das plantas na fase ex vitro (SOARES, 2015). Foi observado que
o tratamento 3:1 (v:v) foi o que obteve melhores resultados para numero de raizes (6,63
raizes). Observou-se que em todos os tratamentos parte das raizes morreram e novas
raizes foram formadas. Segundo Dorneles e Trevelin (2011), raizes oriundas de plantas
cultivadas in vitro tendem a cessar seu crescimento ap6s um tempo depois de
aclimatizadas, tornando-se pouco eficientes. Raizes de espécies epifitas geralmente se
desenvolvem melhor em substratos com textura relativamente grossa e de boa drenagem
(LONE et al., 2008). Assim, como o substrato Ouro Negro apresenta particulas mais
espessas, sua utilizagdo em proporgdes maiores provavelmente contribuiu para o melhor

desenvolvimento das raizes.

Durante o periodo de aclimatizag&o as folhas formadas in vitro podem permanecer
ou sofrer senescéncia; caracteristica esta que varia entre as espécies (DORNELES;
TREVELIN, 2011). Em E. flava foi verificado que a maioria das folhas produzidas in
vitro permaneceram por todo o periodo de aclimatizacdo (Fases 1 e 2). O tratamento 3:1
(v:v), com uma media de 4,75 folhas por planta, foi o que apresentou melhor resultado

para a formacéo de folhas.

Né&o foram verificadas diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos em
relacdo as massas da matéria seca da parte aérea e da raiz. O substrato contendo Ouro
Negro e Bioplant na proporgdo de 3:1 (v:v) foi o mais eficaz tanto para massa seca da
parte aérea (18,50 mg) quanto para massa seca da raiz (25,88 mg). O resultado para a
massa seca da parte aérea provavelmente esta relacionado ao fato de o mesmo
tratamento (3:1) ter sido o mais eficiente tanto para o nimero de folhas quanto para a
altura da parte aérea. O mesmo pode ser dito em relacdo a massa seca da raiz uma vez
gue o maior numero de raizes foi observado neste mesmo tratamento. Assim como as
demais variaveis analisadas, a matéria seca tanto da parte aérea quanto da raiz séo
pardmetros de grande importancia para a planta durante o periodo de aclimatizagdo pois
estas variaveis sdo comumente associadas ao vigor das plantas (FERREIRA et al., 2018,

no prelo).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O meio MS foi o mais favoravel para a multiplicacdo e desenvolvimento in vitro
de E. flava. E bastante provavel que a maior producdo de pigmentos fotossintéticos

detectada nesse meio tenha contribuido para esse resultado.

As analises morfoanatémicas revelaram que, morfologicamente, a germinacédo e o
crescimento inicial in vitro de E. flava é muito semelhante ao de outras Orchidaceae,
além de apresentar algumas caracteristicas estruturais comuns a outras espéecies dessa

familia que possuem habito epifitico mesmo quando cultivada sob condi¢es in vitro.

Embora em baixas proporcdes, foi possivel realizar a propagacdo de E. flava por
meio de segmentos caulinares estiolados. Os melhores resultados foram obtidos quando
uma alta concentracdo de BA em combinagdo com uma concentracao relativamente alta

de ANA (4,56 uM e 1,14 uM, respectivamente) foram adicionados ao meio de cultura.

Para a aclimatizacdo da espécie em estudo, os resultados obtidos sugerem que as
plantas cultivadas in vitro devam ser inicialmente transferidas para recipientes
comunitarios contendo substrato formado por contendo Bioplant e Esfagno na
proporcédo de 2:1 (v:v). Apos 60 dias os individuos devem ser transplantados para vasos
individuais contendo novo substrato composto por Ouro Negro e Bioplant na proporcao

de 3:1 (v:v). Com essa metodologia, a taxa de sobrevivéncia final das plantas é de 65%.
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