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RESUMO

MENEZES, Thays Saynara Alves. Conservacdo in vitro e aclimatizacio de
Epidendroideae (Orchidaceae) do Estado de Sergipe. Sio Cristévao: UFS, 2014. 49p.
(Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

As orquideas s@o consideradas as mais antigas entre as espécies ornamentais, sendo plantas
herbdceas e perenes e de alto valor comercial. Diante disso objetivou-se com o presente
trabalho desenvolver protocolos de conservacao in vitro sob crescimento lento e aclimatizagao
de espécies da subfamilia Epidendroideae (Orchidaceae) do Estado de Sergipe. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e Melhoramento
Vegetal do Departamento de Engenharia Agrondmica (DEA) da Universidade Federal de
Sergipe (UFS). Foram realizados dois experimentos de conservacdo, ambos em delineamento
inteiramente casualizado, sendo o primeiro em esquema fatorial 4x3x2, testando quatro
concentracoes de sais do meio MS (100%, 75%, 50%, 25% dos sais), trés espécies
(Catasetum macrocarpum, Qeceoclades maculata e Polystachya estrellensis) e duas
temperaturas (18 e 25°C), e o segundo em fatorial 3x3x2, testando trés combinagdes de fontes
de carbono e reguladores osméticos (20 g.L'1 de sacarose; 10 g.L"! de sacarose + 5 g.L'1 de
manitol; 10 gL' de sacarose + 5 gL' de sorbitol), trés espécies (C. macrocarpum, O.
maculata e P. estrellensis) e duas temperaturas (18 e 25°C). Para a aclimatizacdo o
experimento também foi implantado em delineamento inteiramente casualizado, testando oito
misturas de substratos [areia e himus de minhoca (4:1); areia, p6 de coco e humus de
minhoca (2:2:1); areia, casca de pinus triturada e hiimus de minhoca (2:2:1); areia, casca de
pinus triturada, p6 de coco e hiimus de minhoca (2:1:1:1); areia; areia e p6 de coco (1:1); areia
e casca de pinus triturada (1:1); areia, casca de pinus triturada e pé de coco (2:1:1)] e duas
espécies (C. macrocarpum e O. maculata). Para conservacgio in vitro de C. macrocarpum, O.
maculata e P. estrellensis por um periodo de 450 dias, deve-se utilizar meio de cultura
contendo 25% dos sais MS a temperatura de 25°C ou 20 g.L'1 de sacarose a 25°C. A
aclimatizacdo de plantulas de C. macrocarpum pode ser realizada utilizando areia : casca de
pinus triturada : himus de minhoca (2:2:1) como substrato e para O. maculata recomenda-se
somente a utilizac¢do de areia.

Palavra-chave: Orquideas, crescimento lento, sais MS, manitol, sorbitol, aclimatizacao.

*Comité Orientador: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Orientadora), Ana Catarina
Lima de Oliveira — IFS e Maria Aparecida Moreira — UFS.



ABSTRACT

MENEZES, Thays Saynara Alves. In vitro conservation and acclimatization of
Epidendroideae (Orchidaceae) of the Sergipe State. Sio Cristévao: UFS, 2014. 49p.
(Thesis - Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Orchids are considered the oldest among the ornamental species, and are herbaceous and
perennial plants of high commercial value. The objective of this work was to develop
protocols for in vitro conservation using the slow growth technique, and acclimatization of
species of the subfamily Epidendroideae (Orchidaceae) of Sergipe State. The experiments
were conducted in the Laboratory of Tissue Culture and Plant Breeding, Department of
Agronomic Engineering, Federal University of Sergipe. We conducted two conservation
experiments, both in a completely randomized design, the first in a 4x3x2 factorial scheme,
testing four concentrations of salts of MS medium (100%, 75%, 50%, 25% salts), three
species (Catasetum macrocarpum, Oeceoclades maculata and Polystachya estrellensis) and
two temperatures (18 and 25°C), and the second in a 3x3x2 factorial scheme, testing three
combinations of carbon sources and osmotic regulators (20 g.L"' sucrose, 10 g.L" sucrose + 5
g.L'1 mannitol, 10 g.L'1 sucrose + 5 g.L'1 sorbitol), three species (C. macrocarpum, O.
maculata and P. estrellensis) and two temperatures (18 and 25°C). For acclimatization, the
experiment also was conducted in a completely randomized design, testing eight substrates
[sand and earthworm castings (4:1); sand, coconut coir and earthworm castings (2:2:1); sand,
crushed pine bark and earthworm castings (2:2:1); sand, crushed pine bark, coconut coir and
earthworm castings (2:1:1:1); sand; sand and coconut coir (1:1); sand and crushed pine bark
(1:1); sand, crushed pine bark and coconut coir (2:1:1)] and two species (O. macrocarpum
and C. maculata). For in vitro conservation of C. macrocarpum, O. maculata and P.
estrellensis for a period of 450 days, we should use culture medium containing 25% of MS
salts at a temperature of 25°C or 20 gL' of sucrose at 25°C. Acclimatization of
micropropagated seedlings of C. macrocarpum can be performed using sand, crushed pine
bark and earthworm castings (2:2:1) as the substrate, and for O. maculata we recommend to
use only sand.

Keywords: orchid, slow growing, MS salt, mannitol, sorbitol, acclimatization.

*Guidance Committee: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Supervisor), Ana Catarina
Lima de Oliveira — IFS and Maria Aparecida Moreira — UFS.



1. INTRODUCAO

As orquideas sdo consideradas as mais antigas entre as espécies ornamentais,
abrangendo cerca de 7% do total das angiospermas. Estdo entre as plantas mais exploradas
comercialmente, apresentando além do potencial ornamental, caracteristicas medicinais,
alimenticias e para fins ornamentais.

A subfamilia Epidendroideae compreende a mais ampla e diversificada de
Orchidaceae, superior em nimero ao conjunto de espécies de todas as outras subfamilias
juntas, sendo representada no Estado de Sergipe por 24 géneros e 41 espécies (MONTEIRO et
al., 2012).

O alto ndmero de espécies e hibridos tropicais possibilita variadas formas, cores e
flores, exploradas comercialmente em todo mundo. Com o grande desenvolvimento
econOmico, a exploragdo dos recursos naturais por parte do homem, vem sendo feita de forma
exagerada, o que destr6i o ecossistema e altera as condi¢des climdticas. A utilizagao
inadequada dos recursos biolégicos sao fatores que prejudica o meio ambiente e o0s
ecossistemas existentes, por isso € crescente a preocupagao em minimizar ou buscar solugdes
que reduzam os efeitos dos desmatamentos que ocorrem em todo mundo. Contudo, algumas
espécies de orquideas encontram-se ameacadas de extin¢do, devido a devastagdo das matas ou
por grande atividade extrativista, desempenhadas por colecionadores e comerciantes
(COLOMBO et al., 2004), proporcionando uma perda acelerada do material genético de
populacdes nativas e consequentemente da sua variabilidade genética.

A conservagdo de recursos genéticos pode ser in situ ou ex situ. Esta dltima que ocorre
fora do local de origem pode se dar in vivo (em campo ou em casa de vegetacdao) ou in vitro,
que envolve a manutengdo de plantas em laboratério, permitindo estudos e experimentagdes
variadas a cerca das espécies bem como maior facilidade de intercambio do material e
constitui uma ferramenta biotecnoldgica importante ji que é uma aliada em programas de
melhoramento e conservacdo de muitas espécies vegetais. Dentre as técnicas de conservagao
in vitro estd o método de crescimento lento que consiste em reduzir o metabolismo da planta,
aumentando ao maximo os intervalos de subcultivos ou estendendo-o indefinidamente, sem
afetar a viabilidade das plantas.

A semeadura in vitro de orquideas vem sendo praticada nas dltimas décadas com
intencdo de promover maior aproveitamento das sementes, aumentando o percentual de
germinagdo em comparacdo a germinacdo simbidtica que ocorre na natureza, no entanto,
ainda sdo poucos os trabalhos voltados para conservacao destas espécies € mesmo com
resultados promissores ndo existe um protocolo que possa ser aplicado a todas as espécies,
pois os resultados variam em fungdo de fatores como tipo de explante, espécie e gendtipo.

A adaptagdo das plantas procedentes do cultivo in vitro para o ambiente ex vitro é
denominada aclimatizag@o. Este processo € de extrema importancia para o sucesso da cultura
de tecidos vegetais. No processo de aclimatizacdo, exige mais cuidado devido a mudanca da
condic@o em que as plantas estdo inseridas, ou seja, condi¢ao in vitro para condicdo ex vitro.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver protocolos de
conservagao in vitro sob crescimento lento e aclimatizacdo de espécies da subfamilia
Epidendroideae (Orchidaceae) do Estado de Sergipe.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Orchidaceae

A familia Orchidaceae € a mais diversa dentre todas as familias de angiospermas,
sendo estimadas 35.000 espécies distribuidas em mais de 1.800 géneros e mais de 100.000
hibridos (SHERLOCK, 2009), agrupada em cinco subfamilia, dispersa por todo o mundo
(MOREIRA et al., 2007) e com maior diversidade na regido tropical (RECH et al., 2011),
destacando-se como importante planta ornamental, de interesse econOmico e botanico
(SILVA, 2003b), inclusive de importancia para inddstria medicinal, cosmética e alimenticia
(GALDIANO-JUNIOR, 2012).

No Brasil ocorrem cerca de 2.437 espécies distribuidas em 236 géneros, com registro
para o Nordeste de 639 espécies e 148 géneros, e para Sergipe especificamente, 64 espécies e
36 géneros (BARROS et al., 2014).

Sao bastante diversificadas quanto ao tamanho, forma e cor das flores, sendo
cultivadas tanto para a producdo de plantas de corte como de vaso, apresentando alto valor
comercial em todo mundo (SOARES et al., 2011), sendo ainda consideradas o mais antigo
grupo entre as ornamentais cultivadas (MOREIRA et al., 2007).

Tal familia engloba ervas perenes, terricolas, rupicolas, epifitas ou hemiepifitas,
monopodiais ou simpodiais. As raizes sdo cilindricas ou achatadas, delgadas ou espessadas e
folhas alternas, articuladas ou ndo, crassas, membraniceas ou coridceas. As flores sdo
trimeras, zigomorfas, ressupinadas ou ndo, hermafroditas, unissexuada. Os frutos sdo capsulas
elipsoides ou globosas, deiscentes ou ndo e polispérmicas (MONTEIRO, 2013).

Em Sergipe a familia ocorre em todas as formag¢des vegetacionais, com predominancia
em areas campestres. Os principais periodos de floragdo ocorre entre janeiro a marco e
setembro a dezembro (MONTEIRO et al., 2012).

2.2. Subfamilia Epidendroideae

A subfamilia Epidendroideae compreende a mais ampla e diversificada de
Orchidaceae com aproximadamente 18.000 espécies distribuidas em 650 géneros (KULAK et
al., 2006).

Definida por exibir os graos de pdlen aglutinados em polineas distintas assim como
em Orchidoideae e diferente de Cypripedioideae, Apostasioideae e Vanilloideae que nao
formam polineas, os membros de Epidendroideae, em sua grande maioria, epifitas,
apresentam antera terminal incumbente e de duas a oito polinias rigidas, com consisténcia
cerdide ou cartilaginosa (SINGER, 2004).

Conforme o APG III (Angiosperm Phylogeny Group - Grupo de Filogenia das
Angiospermas), Epidendroideae s3o divididas em 16 tribos: Arethuseae, Calypsoae,
Collabieae, Cymbidieae, Dendrobieae, Epidendreae, Gastrodieae, Malaxideae, Neottieae,
Nervilieae, Podochileae, Sobralieae, Triphoreae, Tropidieae, Vandeae e Xerorchideae,
distribuindo-se por todo o globo, com exce¢do apenas das regides polares.

Com 63 espécies de orquideas identificadas em Sergipe, 65 % pertencem a subfamilia
Epidendroideae, representada no Estado por oito subtribos e 24 géneros de um total de 41
espécies (MONTEIRO et al., 2012).



2.2.1 Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth.

O género Catasetum possui cerca de 130 espécies e apresenta distribui¢cao neotropical,
sendo o Brasil o seu centro de diversidade, com registros de 100 espécies. A espécie
Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth. é amplamente distribuida pelo Norte, Nordeste e
Sudeste do Brasil nos dominios da Amazonia e Mata Atlantica (BARROS et. al., 2013).

A grande importancia econdmica dessa espécie esta ligada a exuberancia das suas
flores. Em Sergipe foi encontrada em ambiente de restinga, na regido leste do estado. E uma
epifita pseudobulbosa, diferenciada por apresentar flores masculinas verde-amarela com
madculas castanhas, sobretudo, nas pétalas, além de labelo bilobado com margem inteira e
calosidade central entre os lobos, com floragcdes em épocas diferentes. (MONTEIRO et al.,
2012). E provavelmente uma das espécies mais comuns encontradas em cultivo doméstico,
com uma fragrancia que lembra muito o cheiro de canela.

2.2.2 Oeceoclades maculata Lindl.

O género Oeceoclades possui cerca de 31 espécies, amplamente distribuida pela
América do Sul, Central, sul da América do Norte e Africa, sendo que no Brasil h4 ocorréncia
apenas da Oeceoclades maculata. A espécie QOeceoclades maculata é uma orquidea
encontrada em todos os estados brasileiros, com exce¢do do Amapa (BARROS et al., 2014).
Caracteriza-se como uma das orquideas mais importantes na diagnose de fragmentos
florestais por representar espécie invasora. E uma espécie terrestre, mais amplamente
distribuida em Sergipe, ocorrendo no interior ou na borda de matas imidas. Apresenta raizes
curtas e pouco tuberizadas, pseudobulbos de cinco a sete centimetros de altura, possuindo
uma unica folha paralelinérvea, longa e herbacea, de cor verde totalmente maculada de verde-
escuro. Distingue-se pelas folhas coridceas podendo atingir 22-32cm (MONTEIRO et al.,
2012) e haste floral de 20-35cm de altura, com pétalas e sépalas branco-esverdeadas. O
labelo apresenta bordas de cor branca e frutos tipo cédpsulas tricarpelares, uniloculares de
formato eliptico (MENINI-NETO et al., 2004).

2.2.3 Polystachya estrellensis Rchb.f.

O género Polystachya possui mais de 300 espécies catalogadas, com registro de 10
espécies encontradas no Brasil (BARROS et al., 2014). A espécie Polystachya estrellensis é
endémica do Brasil com distribuicdo ampla ocorrendo em quase todos os estados. Em Sergipe
ocorre em dreas de Mata Atlantica, Caatinga e também em dreas de brejo (NUNES, 2013;
MONTEIRO et al., 2012). E uma epifita pseudobulbosa de pequeno a médio porte, seus
pseudobulbos lembram um cone estendido e emergem agrupados em uma fila de um rizoma
fino. O sistema radicular é robusto e aderente, composto por intimeras raizes brancas que
emergem da base do caule. As folhas sdo ligeiramente encorreadas, profundas quilhadas,
verde-escuras e linearmente lancioladas. As flores sdo suspensas em um cone apical ou as
vezes em forma paniculada com sub-inflorescencias menores, apresentando poucas flores e
emergindo de ndédulos na parte superior do caule, com coloragdo verde-amarelado. Sua
reproducdo apresenta pequenas cdpsulas, dispersando infinidade de sementes férteis
(MILLER, 2006).



2.3 Conservacao de Recursos Genéticos

Devido a intensa atividade extrativista de espécies nativas, tornou-se importante a
aplicacdo de tecnologias para as praticas de conservacdo. Por isso, as cole¢des de
germoplasma passaram a ter papel fundamental para conservacdo de espécies ameacadas de
extingdo (PESSOTTI, 2009).

Desta forma, as técnicas de conservagao in vitro constituem-se em procedimentos para
a conservacdo de recursos genéticos vegetais (HARDING et al., 1997). A conservagdo de
plantas in vitro se baseia no cultivo em laboratério, a partir da técnica de cultura de tecidos.

Dessa maneira, a conservacao in vitro pode ser feita a partir de mudancas no ambiente
de cultivo para desacelerar ou suprimir o crescimento de células, tecidos e 6rgdos. Com
objetivo de diminuir o crescimento € aumentar a0 maximo o intervalo entre os subcultivos, ou
estendé-los indefinidamente, reduzindo assim o espaco necessirio para a sua conservagao,
além de proporcionar acesso imediato a toda cole¢ado (MARCO-MEDINA e CASAS, 2012).

A utilizagdo dos métodos de conservacdo in vitro € chamativa tanto por motivos
econdmicos como praticos, sendo um elemento importante do tratamento de recursos
genéticos e, principalmente, de espécies ameacadas de extincdo (WITHERS & WILLIAMS,
1998). Essa técnica tem sido aplicada com sucesso para o abacaxi, banana, coco, mangaba,
morango, card, inhame, batata-doce, mandioca, batata, bromélias, orquideas dentre outras.

As técnicas de cultura in vitro apresenta grande interesse para a conservagdao de
germoplasma de espécies que se propagam vegetativamente, como também de espécies em
extingdo, gendtipos elite e material geneticamente modificado (ENGELMAN, 1998). Essas
técnicas de cultura de tecidos permitem uma réapida multiplicagdo e armazenamento de plantas
em ambiente asséptico, livres de patégenos, otimizando o espaco fisico e facilitando a troca
de germoplasma.

Assim, a aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas de cultura de tecidos tem permitido que
colecdes de germoplasma de vérias espécies de plantas sejam formadas e conservadas ex situ
por longos periodos, possibilitando assim que o material vegetal de interesse se torne
disponivel para recuperagio e possivel utilizagdo futura (SA et al., 2011).

2.4 Conservacao in vitro

A conservagdo de plantas in vitro apresenta-se como uma alternativa complementar ao
método convencional, pois possibilita a manutencdo de um grande nimero de acessos em
pequeno espago fisico, livre das intempéries e de riscos existentes no campo (FARIA et al.,
2006).

Os protocolos de conservacdo in vitro objetivam alcancar a taxa maxima de
sobrevivéncia e estabilidade genética com minima frequéncia de subcultivo. Nesta técnica
podem-se utilizar meristemas ou outros tecidos das plantas como material vegetal,
proporcionando a disponibilidade imediata para intercambio de germoplasma de interesse e
para utilizacdo em outros ramos da biotecnologia (SANTOS, 2011).

A conservagdo in vitro pode ser realizada através de duas técnicas: via meio de cultura
para crescimento lento e através da criopreservacdo. A escolha por determinado método de
conservacdo dependerd do periodo de conservacdo desejdvel, das espécies a serem
conservadas, da parte da planta a ser preservada, da disponibilidade de mao de obra e dos
recursos financeiros disponiveis (CARVALHO et al., 2006).

O crescimento lento consiste em reduzir o metabolismo da planta sem afetar sua
viabilidade, aumentando assim o intervalo entre os subcultivos ou estendendo-o



indefinidamente (MARCO-MEDINA e CASAS, 2012). O uso destas técnicas permite o
armazenamento de germoplasma sauddvel, com intervalos de subcultura prorrogado,
reduzindo tempo e custos de manutencao (SANTOS et al., 2012a).

Para retardar o crescimento de plantas na técnica de crescimento lento pode-se recorrer
a reducgdo da temperatura, da intensidade luminosa, das concentragdes de sais do meio basal e
a adicdo de agentes osmoticos, como manitol e sorbitol e inibidores de crescimento como o
acido abscisico (ABA) (MOOSIKAPALA e TE-CHATO, 2010).

A sacarose € universalmente a fonte de carbono mais utilizada na propagacao in vitro
de plantas. Os acucares dalcoois tais como manitol e sorbitol, geralmente, ndo sdo
metabolizados pelas plantas e tem sido por esta razdo, utilizados para mimetizar a condic¢ao de
estresse osmotico. Quando adicionados ao meio de cultura, tais actcares reduzem o potencial
hidrico do sistema, limitando assim a absor¢do de dgua e nutrientes por parte do explante
retardando o seu crescimento (MARINO et al., 2010; SILVA e SCHERWINSKI-PEREIRA,
2011).

A combinagdo de baixas temperaturas com a adi¢ao de agentes osméticos no meio de
cultura tem sido apontada como alternativa eficiente para a conservacdo de germoplasma in
vitro (LIMA-BRITO et al., 2011). O decréscimo da temperatura é uma das estratégias
utilizadas para manter as plantas em crescimento minimo por reduzir o metabolismo da
planta, incluindo alternando o contetido e a¢do das enzimas e na composi¢ao e funcionamento
das membranas celulares (LEMOS et al., 2002; LEDO et al., 2007), provocando a diminui¢do
da velocidade de reacdes quimicas vitais para estas, além de tornar as membranas mais
rigidas, sendo necessdria maior quantidade de energia para ativar processos bioquimicos
(LARCHER, 2004). Dessa forma hd uma reducdo do metabolismo geral das plantas
(SANTOS et al., 2012a).

Essa técnica tem sido utilizada para a conservacdo de vérias espécies vegetais, com
respostas que variam em funcio da sensibilidade a baixa temperatura (NEGASH et al., 2001;
LEMOS et al., 2002; FARIA et al., 2006).

Para Agave spp, o uso de 30 g.L'1 de sacarose suplementado com 50 g.L'1 de manitol e
50 g.L"!' de sorbitol a 25°C permitiu a conservagdo por até 300 dias (BALCH et al., 2012). J4
para plantas de Vanilla, contendo 10 g.L"' de sacarose e 15 g.L'! de manitol a 22°C permitiu a
conservacgao por até 365 dias. Essa combinagdo também surtiu efeito positivo na conservacao
da bananeira-de-jardim (Ensete ventricosum), permitindo retomada do crescimento apods
periodo de baixo metabolismo (NEGASH et al., 2001).

No entanto, o sucesso da tecnologia de crescimento lento requer o desenvolvimento de
protocolos especificos para cada tipo de espécie e explantes (WATT et al., 2004). Dessa
forma, € necessdrio que se estude diferentes espécies para o estabelecimento de
procedimentos eficazes para cada uma. Apesar de muitos resultados presentes na literatura,
nao existe um protocolo padrdao de conservacdo que possa ser posto para todas as espécies,
pois as respostas podem variar em funcio da espécie, cultivar, tipo de explante, dentre outros
fatores (SA et al., 2011).

2.5 Aclimatizacao

A aclimatizacdo ¢ caracterizada como uma adaptacdo gradativa das plantas
micropropagadas em casa de vegetacdo para entdo transferéncia ao campo, com propdsito de
minimizar os efeitos provenientes de uma mudanga brusca de ambientes, ja que estas eram
mantidas em local totalmente controlado e asséptico (POSPISILOVA et al., 2007). Esta fase é
constituida de duas etapas: o enraizamento (in vitro e ex vitro) e a transferéncia para
condi¢des ndo estéreis com temperatura € umidade controladas (SILVA et al., 2003a).



Esse processo ndo é uma tarefa simples, visto que as microplantas precisam alterar
seu metabolismo da condi¢do heterotréfica (in vitro) para a autotréfica (SILVA et al., 2003a).
Esta condi¢do é considerada delicada devido a influéncia de diversos fatores como:
temperatura, luminosidade, umidade, substrato e nutrientes que podem dificultar o
desenvolvimento e sobrevivéncia das mudas durante esse processo (SOUZA et al., 2007;
SHEHLOK, 2009).

Um grande problema do processo de transferéncia das mudas in vitro para ex vitro € o
estresse hidrico, que provoca altas taxas de mortalidade das plantas micropropagadas devido a
ocorréncia de modificacdes morfofisiolégicas nas plantas in vitro, onde ha um menor
desenvolvimento dos estomatos o que dificulta o controle da perda excessiva de dgua quando
estas sdo submetidas as condi¢cdes de campo onde por essa ha uma maior taxa de evaporacao
(YOKOTA et al., 2007).

O crescimento e a adaptacdo da planta a diversos ambientes relacionam-se a sua
eficiéncia reprodutiva, que estd associada, entre outros fatores, aos teores de clorofila foliar
(ALMEIDA et al., 2004). Os teores de clorofila nas folhas sdo utilizados para estimar o
potencial fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a absorcdo e transferéncia de
energia luminosa e ao desenvolvimento e a adaptacdo a diversos ambientes. Uma planta com
maior teor de clorofila é capaz de alcancar taxas fotossintéticas mais altas, pelo seu valor
potencial de captagdo de “quanta” na unidade de tempo (CHAPPELLE e KIM, 1992).

Entre os diferentes componentes do ambiente, a luz é importante para o crescimento
das plantas, ndo sé por fornecer energia para a fotossintese, mas também por fornecer sinais
que regulam seu desenvolvimento por meio de receptores de luz sensiveis a diferentes
intensidades e estado de polarizacdo. Assim, modifica¢cdes nos niveis de luminosidade, podem
controlar diferentes respostas fisioldgicas em suas caracteristicas de crescimento, bioquimicas
e anatdmicas (ATROCH et al., 2001).

Outro fator importante para a aclimatizacdo € o tipo de substrato utilizado no plantio
das mudas. Este deve possuir boas caracteristicas fisico-quimicas que permita a manutencao
do sistema radicular e as trocas gasosas entre as raizes € o0 meio ambiente, a estabilidade da
planta e o suprimento adequado de dgua e nutrientes (FREITAS et al., 2011). Nas orquideas,
epifitas, torna-se essencial a utilizacdo de substratos de textura relativamente grossa e de
drenagem livre que proporcionam as raizes o livre acesso ao ar e a luz (SHEHLOK, 2009).

Para uma melhor eficiéncia do substrato, outros fatores como custo e disponibilidade
devem ser levados em consideracdo. Nesta concep¢do a disponibilizacdo de substratos
alternativos encontrados em abundancia nas diferentes regides do pais € de extrema
importancia, pois além de reduzir os custos da produgdo, é uma alternativa para minimizar os
problemas econdmicos e ambientais através da comercializa¢do desses materiais que até entao
nio eram reaproveitados para a producdo (CARRIJO et al., 2002; SILVEIRA et al., 2002;
MOREIRA et al., 2010).

O substrato p6 de coco é um residuo organico de baixo valor comercial produzido em
abundéncia pelas agroinddstrias da regido nordeste do Brasil (SILVEIRA et al., 2002). E
considerado um substrato alternativo com boas caracteristicas fisicas, alta porosidade e
retencdo de umidade, longa durabilidade sem alteracdo de caracteristicas fisicas e
praticamente inertes (CARRIJO et al., 2002). Como ndo possui os nutrientes essenciais para
as plantas, € utilizado em combinagdao com adubos (CARRIJO et al., 2002) ou solucdes
nutritivas (CANIZARES et al., 2002).

Existem ainda outros substratos que podem ser usados para o cultivo de orquideas, tais
como cascas de diversas arvores, folhas secas de pinus, musgo, areia, casca de arroz
carbonizada, pedra britada e fibra de piagcava (ARAUJO et al., 2007). Frequentemente sdao
usadas misturas de vdarios substratos, pois apenas um unico material conseguird apresentar
todas as caracteristicas adequadas para compor um bom substrato (LUCENA, 2008).



Para a aclimatizacdo o substrato fibra de coco e a mistura de casca de pinus e fibra de
coco (1:1 v/v) s@o os mais indicados para o cultivo de Cattleya intermedia (LONE et al.,
2008). O substrato p6é de coco foi o mais indicado para a aclimatizacdo da orquidea Cattleya
chocolate drop x (C. guttata x L.tenebrosa) (COLOMBO et al., 2005).

Portanto, o substrato deve permitir o crescimento das raizes, reter 4gua possibilitando
paralelamente aeracdo e suporte do sistema radicular, e principalmente, ndo favorecer o
crescimento de microorganismos e plantas daninhas. Sendo assim, o sucesso dos substratos
vai depender da espécie, do tipo de ambiente e do local que se pretende cultivar a planta
(LUCENA, 2008; SHEHLOK, 2009).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Botanico

Os individuos coletados foram mantidos em estufa agricola no Departamento de
Engenharia Agrondmica (DEA). Espécimes com frutos maduros tiveram suas sementes
utilizadas para estabelecimento das culturas in vitro.

A identificacdo das espécies foi realizada a partir da chave taxondmica até o nivel de
espécie, no Herbario ASE pela Curadora Ana Paula do Nascimento Prata do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Sergipe.

Para os experimentos de conservacao in vitro, as espécies utilizadas foram Catasetum
macrocarpum Rich. ex Kunth., Oeceoclades maculata Lindl. e Polystachya estrellensis
Rchb.f.

Para aclimatizacio das plantulas micropropagadas foram utilizadas as C.
macrocarpum, O. maculata. Nao foi possivel realizar a aclimatizacdao de P. estrellensis em
virtude da falta de plantulas disponiveis para tal.

3.2. Local e condicoes dos experimentos

Os experimentos de conservacao in vitro foram conduzidos no Laboratério de Cultura
de Tecidos e Melhoramento Vegetal e a aclimatizacdo foi realizada na estufa agricola
localizados no Departamento de Engenharia Agrondmica (DEA) da Universidade Federal de
Sergipe (UES).

Em todos os experimentos o meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), com pH ajustado para 5,8 £ 0,1 e submetido a autoclavagem (121+1°C e 1,05
atm) por 15 minutos.

3.3. Estabelecimento in vitro

O estabelecimento das espécies foi proveniente dos frutos coletados. As cédpsulas de
sementes foram entdo lavadas com dgua e detergente neutro e, em camara de fluxo laminar,
desinfestadas em dlcool 70% (v/v) por 1 minuto seguido de solucdo de hipoclorito de sédio
5% por 20 minutos e triplice lavagem com agua destilada e autoclavada.

Ap6s a desinfestacdo as cdpsulas foram abertas e as sementes isoladas em meio de
cultura MS com metade dos sais e acrescido de 30 g.L'1 de sacarose, 7 gL de dgar e 1 g.L'1
de carvao ativado.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de 25
+ 2°C, fotoperiodo de 12 horas de luz e intensidade luminosa de 60 umol.m?s”. Ao
alcancarem tamanho entre 1 e 2 cm, as plantulas foram utilizadas para os experimentos de
conservagao in vitro e posterior aclimatizacao.

3.4. Conservacao in vitro

A conservagdo in vitro sob crescimento lento foi realizada em dois experimentos,
sendo o primeiro avaliando variagdes na concentracido de sais do meio MS e outro testando
diferentes combinag¢des de reguladores osmaéticos e fontes de carbono.



Para ambos, as plantas foram inoculadas em tubos de ensaio e mantidas em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25+ 2°C, fotoperiodo de 12 horas de luz e
intensidade luminosa de 60 pmol m™ s, ou BOD 2 temperatura de 18°C.

3.4.1. Reducao de sais do meio MS e temperatura de cultivo

O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento Inteiramente Casualizado
em esquema fatorial 4x3x2, sendo quatro concentragdes de sais do meio MS (100%, 75%,
50% e 25%), trés espécies (C. macrocarpum, O. maculata e P. estrellensis) e duas
temperaturas (18 e 25°C) com cinco repeti¢des compostas por seis tubos com um broto cada.

3.4.2. Reguladores osmoéticos e temperatura de cultivo

O experimento foi realizado em Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema
fatorial 3x3x2, sendo trés combinacdes de fontes de carbono e reguladores osmoticos (20
g.L'1 de sacarose; 10 g.L'' de sacarose + 5 gL' de manitol; 10 g.L'1 de sacarose + 5 gL' de
sorbitol), trés espécies (C. macrocarpum, O. maculata e P. estrellensis) e duas temperaturas
(18 e 25°C) com cinco repeticdes compostas por seis tubos de ensaio com um broto cada.

3.5. Aclimatizacao das plantulas

As plantulas estabelecidas in vitro com aproximadamente 120 dias em meio MS
basico foram retiradas dos frascos, procedendo-se a lavagem em 4gua corrente para
eliminacdo do meio de cultura aderida as raizes e transferida para bandejas de poliestireno
expandido com 72 alvéolos, contendo os diferentes tratamentos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito substratos, sendo
A:HM: Areia e Himus de minhoca (4:1); A:PC:HM: Areia, P6 de coco e Himus de minhoca
(2:2:1); A:CPT:HM: Areia, Casca de pinus triturada e Hudmus de minhoca (2:2:1);
A:CPT:PC:HM: Areia, Casca de pinus triturada, P6 de coco e Himus de minhoca (2:1:1:1);
A: Areia; A:PC: Areia e P6 de coco (1:1); A:CPT: Areia e Casca de pinus triturada (1:1);
A:CPT:PC: Areia, Casca de pinus triturada e P6 de coco (2:1:1) com cinco repeticdes. Cada
unidade experimental foi constituida por seis mudas.

O experimento foi conduzido em ambiente protegido com tela sombrite de 50% e
sistema de nebulizacdo intermitente garantindo alta umidade relativa.

3.6. Variaveis analisadas

As plantulas permaneceram nos tratamentos citados durante 180 dias, posteriormente
foram retiradas dos tratamentos e com o auxilio de um Medidor Eletronico do Teor de
Clorofila (Falker) foi medido o teor de clorofila nas folhas mais jovem. A medi¢do do teor de
clorofila foi feito s6 aos 180 dias devido as folhas serem muito pequenas.

Para a avaliacdo do peso de massa seca da parte aérea e da raiz, as plantas foram
mantidas em estufa a 60°C por setenta e duas horas e, em seguida, pesadas em balanca
analitica.
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Para os experimentos de conservacao in vitro as avaliacdes foram realizadas com 270
dias e 450 dias. Foram avaliadas a sobrevivéncia (%), presenca de raiz (%), coloracao das
folhas onde: 1= folhas e brotos totalmente verdes; 2= inicio de secamento das folhas; 3= entre
30 e 50% de folhas mortas; 4= mais de 50% de folhas mortas e 5= folhas e brotos totalmente
mortos. A altura das plantas foi avaliada com a escala de notas: 1= igual ao tamanho inicial;
2= até o dobro do tamanho inicial; 3= até o triplo do tamanho inicial e 4= mais que o triplo do
tamanho inicial, de acordo com a escala de notas adaptada de LEMOS et al. (2002).

Na aclimatizacdo aos 180 dias foram avaliadas as varidveis: sobrevivéncia (%),
nimero de folhas, nimero de raiz, comprimento de folhas (cm), comprimento de raiz (cm),
altura (cm), massa seca de parte aérea (mg), massa seca de raiz (mg), clorofila A, clorofila B e
total de clorofila.

3.7. Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e quando necessario, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para concentra¢des de sais do
meio MS, foi utilizado regressdo polinomial (FERREIRA, 2011). As varidveis em
porcentagem foram transformadas em arco seno da raiz quadrada de (X/100).

Nos experimentos de aclimatizacdo as médias foram comparadas pelo teste Scott-
Knott (p< 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Conservacao in vitro
4.1.1. Reducao de sais do meio MS e temperatura de cultivo

Aos 270 dias de conservagdo in vitro houve interacdo tripla entre concentracdes de
sais do MS, espécie e temperatura. Os resultados da varidvel sobrevivéncia em funcdo das
diferentes concentragdes de sais sob a temperatura de 18°C para a espécie C. macrocarpum,
podem ser explicados por uma equacdo quadritica, onde uma menor média (54,26%) ¢é
alcangada na concentracdo de (55,19%) dos sais do MS. Ja para O. maculata, o resultado esté
representado por uma equacgdo linear crescente a medida que aumentou-se a concentra¢do dos
sais. Ja para a espécie P. estrellensis nao houve diferenca significativa entre as diferentes
concentracdes dos sais do MS (Tabela 1). A 25°C, a concentracdo de sais nao influi na
sobrevivéncia das plantas.

Tabela 1. Sobrevivéncia de plantulas (%) de Epidendroideae aos 270 dias de conservagcao em
func¢do da espécie, concentragdo dos sais MS e temperatura. Sdo Cristovao, UES, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis

———————————————————— Temperatura 18°C ---------------mn-—-
25 60,00 cB 92,00 bB 100,00 aA
50 55,00 cB 92,00 bB 100,00 aA
75 56,25 bB 100,00 aA 100,00 aA
100 67,50 bB 100,00 aA 100,00 aA

74,0625-
Equacio (Y)=  0,7175x+0,0065x2 81%20:08-506102‘2)( ns
R2=99,26% ’

———————————————————— Temperatura 25°C ---------------=----
25 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
50 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
75 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
100 100,00 aA 88,00 bB 100,00 aA
Equacao(Y)= ns ns ns
CV (%) 5,26

*Médias seguidas de letras iguais mintsculas na mesma linha e maidsculas entre temperaturas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Comparando as espécies dentro de cada concentracdo de sais, a 18°C, C. macrocarpum
apresentou uma sobrevivéncia inferior as demais espécies com valores que variam de 55 (50%
do MS) a 67,5 (100% do MS). A maior porcentagem de sobrevivéncia é apresentada por P.
estrellensis em todos os niveis de MS, nao diferindo de O. maculata com 75% e 100% dos
sais MS (Tabela 1). Nao houve diferenca significativa entre as espécies quando submetidas a
temperatura de 25°C nas concentragdes de 25, 50 e 75% dos sais MS, sendo que todas
espécies apresentavam 100% das plantas vivas. Quando mantidas em meio contendo 100%
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dos sais, O. maculata apresenta sobrevivéncia inferior as demais espécies estudadas.
Resultado semelhante foi obtido por SANTOS et al. (2012b) que trabalhando com capim
vetiver (Chriysopogon zizanioides) obteve também 100% de sobrevivéncia com 25, 50 e 75%
dos sais MS até os 90 dias de conservacdo, embora aos 270 dias, apenas na concentracao de
25% pudesse ser observada sobrevivéncia superior a 70%.

Considerando as duas temperaturas estudadas, nota-se uma maior sobrevivéncia das
plantulas de C. macrocarpum quando conservadas a 25°C (100% de sobrevivéncia) aos 270
dias. Para a O. maculata, as concentragdes de 25% e 50% dos sais a 18°C e 100% a 25°C
proporcionaram uma menor sobrevivéncia. As menores taxas de sobrevivéncia nesta condi¢ao
(25°C com 100% dos sais) possivelmente foi decorrente das condi¢des ideais de cultivo que
levam ao crescimento natural e senescéncia da planta. P. estrellensis ndao apresentou diferenca
significativa entre as temperaturas (Tabelal).

Em relacio a coloracdo das folhas para a espécie C. macrocarpum, nas duas
temperaturas (18°C e 25°C), os resultados sdo representados por equagdes lineares crescentes
(aumento linear das notas) isto €, com o aumento nas concentragdes de sais tem-se uma maior
senescéncia das plantulas. Para P. estrellensis, nas duas temperaturas, os dados sao
representados por equacdes quadraticas, sendo a temperatura de 18°C proporcionado plantulas
com folhas e brotos totalmente verdes (representados por notas abaixo de 2,0), enquanto que a
temperatura de 25°C estes valores foram maiores (2,2 a 2,4) indicando o inicio de secamento
das folhas (Tabela 2). Resultados similares foram encontrados em vetiver, conservadas in
vitro, em que o aumento na concentra¢ao de sais no meio de cultivo acarretou uma aceleracao
da senescéncia das plantas, provavelmente porque teve seu metabolismo mais acelerado até os
270 dias de conservacdo sob temperatura de 25°C (SANTOS et al., 2012a). J& para O.
maculata, a concentragio de sais ndo foi determinante sobre a colora¢io das folhas. E
preferivel plantas com notas baixas para coloragdo, ou seja, mais verdes, mesmo que estas
apresentem um tamanho maior que o desejado, visto que a senescéncia ndo € desejdvel para a
conservacao sob regime de crescimento lento e as plantas precisam estar vidveis para
retomarem seu crescimento quando for necessario (SANTOS, 2011).

Comparando-se as espécies dentro de cada combinacdo de sais e temperatura, a O.
maculata obteve os melhores resultados, apresentando folhas mais verdes (menor nota) em
todas as concentragdes de sais do MS em ambas as temperaturas. Analisando a influéncia da
temperatura de conservacdo observa-se que, para a C. macrocarpum, os melhores resultados
foram obtidos na temperatura de 25°C em todas as concentragdes dos sais do MS. O inverso
ocorre com P. estrellensis cujas menores notas sdo obtidas na temperatura de 18°C.
Provavelmente isto € explicado pelo clima de cultivo destas duas espécies, ja que C.
macrocarpum € encontrado em d&rea de restinga, com capacidade de suportar altas
temperaturas e P. estrellensis nas areas de mata atlantica com clima predominantemente
umido.

Analisando a presenca de raizes, dentro da temperatura de 18°C, e as trés espécies,
nota-se que as médias de C. macrocarpum sdo representadas por uma equacio quadratica,
cujos valores variam de 55 a 67,5% de raizes (Tabela 3). Nesta mesma condi¢do, O. maculata
€ representada por uma equacgdo linear crescente a medida que aumenta as concentragdes de
sais do MS (92 a 100%), aumenta também a presenca de raiz. J4 para a espécie P. estrellensis
ndo houve diferencga significativa entre as diferentes concentragdes de sais, com 100% de
enraizamento em todos os tratamentos.
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Tabela 2. Coloragdo das folhas (notas 1 a 5*) de Epidendroideae aos 270 dias de conservagao
em funcio da espécie, concentracio dos sais MS e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis
—————— Temperatura 18°C ------------mmmmu-
25 4,20 cB 1,00 aA 1,52 bA
50 4,24 cB 1,04 aA 1,56 bA
75 4,79 cB 1,06 aA 1,40 bA
100 4,85 cB 1,20 aA 1,40 bA
Equagio 3,89+40,001x 1,550000-0,00008x-
(Y)= R2=86.28% ns 0,000016x
R2=68,24%
—————— Temperatura 25°C --------------=-=-—-
25 2,08 bA 1,24 aA 2,44 bB
50 2,12 bA 1,28 aA 2,24 bB
75 2,15 bA 1,44 aA 2,20 bB
100 2,37 bA 1,68 aB 2,24 bB
2,740000-
Equacgao(Y)= ligf: -;%%013(760 x ns 0,014560x+0,000096x>
’ R2=99,09%
CV (%) 10,99

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma linha e maidsculas entre temperaturas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Notas colorag@o: 1=folhas e brotos totalmente verdes; 2=inicio do secamento
das folhas; 3=entre 30 e 50% de folhas mortas; 4= mais de 50% de folhas mortas e S=folhas e brotos totalmente mortos.

Ainda na temperatura de 18°C, dentro de cada concentracio de sais, observa-se valores
superiores (100%) nas concentragdes de 75 e 100% de sais para as espécies O. maculata e P.
estrellensis em relacdo a C. macrocarpum (56-67%). Quando se analisa as concentragdes de
25 e 50% de sais, P. estrellensis apresentou 100% de enraizamento, sendo estes valores
significativamente superiores aos apresentados para O. maculata (92%) e C. macrocarpum
(60-55%) (Tabela 3).

Quando a andlise € feita a 25°C, observa-se que ndo houve diferengas significativas
entre as trés espécies, dentro de cada tratamento. Nesta temperatura, nota-se melhor
enraizamento em relacdo a temperatura de 18°C, para C. macrocarpum em todas as
concentracdes de sais, enquanto que para P. estrellensis ndo houve diferencas significativas
com 100% de enraizamento em todos os tratamentos € O. maculata diferindo apenas com
100% dos sais MS (Tabela 3).

Considerando os resultados de cada espécie entre as temperaturas, percebe-se que para
a C. macrocarpum, as maiores porcentagens de enraizamento foram obtidas na temperatura de
25°C em todas as concentragdes dos sais do MS (Tabela 3). Para a O. maculata, as
concentracdes de 25% e 50% dos sais a 18°C e 100% a 25°C proporcionou um menor
enraizamento, em que o melhor resultado foi alcancado na temperatura de 25°C. P.
estrellensis nao apresentou diferenca significativa entre as temperaturas. A presenca de raizes
pode indicar que as plantas estdo bem ou que as condi¢des de cultivo ndo estdo causando
limitacdo que possam prejudicar a retomada do crescimento. Um sistema radicular



14

desenvolvido é considerado de grande importancia, uma vez que é um fator de extrema
importancia para a posterior aclimatacao das plantas (CANTO et al., 2004).

Tabela 3. Presenca de raiz em plantulas (%) de Epidendroideae aos 270 dias de conservagao
em funcio da espécie, concentracio dos sais MS e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis
——————————————— Temperatura 18°C ------------mmemuv
25 60,00 cB 92,00 bB 100,00 aA
50 55,00 cB 92,00 bB 100,00 aA
75 56,25 cB 100,00 aA 100,00 aA
100 67,50 bB 100,00 aA 100,00 aA
i 74,0625+0,0715x- 88.00+0.128x
Equacao (Y)= 0,0065x2 R2=80.00% ns
R2=99,26% ’
———————————————————— Temperatura 25°C ------------=--=--—-
25 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
50 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
75 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
100 100,00 aA 88,00 bB 100,00 aA
Equacao(Y)= ns ns ns
CV (%) 5,26

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma linha e maidsculas entre temperaturas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para varidvel altura de plantulas a 18°C as espécies C. macrocarpum e O. maculata,
proporcionou pequeno aumento a medida que as concentragdes de sais no meio de cultivo
foram aumentadas (resultados representados por equagdes lineares), porém proximas a altura
inicial, objetivo da conservacdo sob crescimento lento. Ja para a espécie P. estrellensis a
concentracdo de sais ndo foi significativa, com altura de plantulas préxima a do inicio da
conservagdo. Nesta mesma temperatura dentro de cada concentragdo de sais, observa-se os
melhores resultados para C. macrocarpum em relagdo as outras espécies, com plantulas
apresentando menores notas (1,27-1,45), isto €, menos crescimento (Tabela 4).

Ao analisar a temperatura de 25°C, C. macrocarpum teve seus dados representados por
uma equacdo quadrdtica, sendo as concentracdes intermedidrias responsdveis pelo maior
crescimento, em que o ponto maximo (2,4) é alcangado na concentracio de (63,56%) dos sais
do MS. Ja para O. maculata a altura de plantulas aumentou com o aumento da concentragdo
salina e ndao houve diferencas significativas para P. estrellensis (Tabela 4).

Comparando as espécies dentro de cada concentragdo de sais, nota-se na temperatura
de 25°C, que em todas as concentragdes de sais O. maculata apresentou menor crescimento,
seguida de C. macrocarpum e P. estrellensis de 25 a 75% e nao diferindo de C. macrocarpum
com 100% dos sais (Tabela 4). Analisando as duas temperaturas de conservacao observa-se
que a 18°C, proporcionou, em geral, um menor crescimento das plantulas como ja era
esperado, o que € benéfico para a conservagao, cujo objetivo principal € manter a viabilidade
da planta durante o periodo de crescimento lento. O uso de temperaturas abaixo daquelas
consideradas as mais comuns no cultivo in vitro, reduz a a¢do de enzimas e o metabolismo
geral das plantas, por esta razao tem sido o recurso mais usado para diminuir o crescimento de
diversas culturas (LEMOS et al., 2002).



15

Tabela 4. Altura de plantulas (notas 1 a 4*) de Epidendroideae aos 270 dias de conservagao
em funcio da espécie, concentracio dos sais MS e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis
———————————————————— Temperatura 18°C -------------mmemm-
25 1,27 aA 1,80 bA 1,96 bA
50 1,35 aA 1,80 bA 1,92 bA
75 1,42 aA 1,85 bA 2,00 bA
100 1,45 aA 1,88 bA 2,00 bA
Equacio (Y)= 1,22+0,002x 1,76+0,001x ns
qrag R?=95,61% R?=89,29%
———————————————————— Temperatura 25°C ------------------—-
25 2,23 bB 1,88 aA 2,84 cB
50 2,33 bB 1,88 aA 2,88 cB
75 2,42 bB 2,20 aB 2,88 cB
100 2,23 aB 2,24 aB 2,88 bB
1,960500+0,013348x-
Equacgao(Y)= 0,000105x> IIQ’Z_-;%%%S;; ns
R2=90,94% ’
CV (%) 5,88

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma linha e maitsculas entre temperaturas néo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Notas altura: 1= altura semelhante a inicial (1-2 cm); 2= até o dobro da altura
inicial; 3= até o triplo da altura inicial e 4= mais que o triplo da altura inicial.

Aos 450 dias de conservagdo, a sobrevivéncia das plantas variou em funcdo da
interacdo entre concentragdo de sais, temperatura e espécies. Quando as plantulas foram
mantidas a 18°C, a maior sobrevivéncia foi encontradas para O. maculata e P. estrellensis,
representado por equagdes lineares crescente e decrescente conforme as concentragdes de sais
foram aumentando, ficando os valores entre 92 a 100% (O. maculata) e 88 a 100% (P.
estrellensis). A menor sobrevivéncia encontrada em C. macrocarpum foi representada por
uma equacdo quadrética, cujo ponto minimo fica em 30%, com a utilizacao de 60% de sais do
MS (Tabela 5).

Avaliando a sobrevivéncia das plantulas a 25°C, observa-se que a concentracao de sais
ndo foi significativa para nenhuma das espécies. Percebe-se claramente que esta temperatura
foi muito benéfica para C. macrocarpum (96 a 100%) quando comparada com 18°C (abaixo
de 35% de sobrevivéncia) (Tabela 5). A baixa sobrevivéncia observada em C. macrocarpum a
18°C € provavelmente devida ao fato dessas plantas serem encontradas em ambiente de
restinga onde as temperaturas variam de 25 a 35°C, estando 18°C abaixo da faixa de tolerancia
da espécie (MONTEIRO et al., 2012). Em Cochlospermum regium, Camilo et al (2009)
observaram que a reducdo da temperatura para menos de 20°C também reduziu a
sobrevivéncia dos individuos. Temperaturas abaixo daquela ideal para o cultivo de uma
espécie estdo entre as estratégias mais empregadas para inducdo do crescimento lento,
entretanto, as alteracoes fisioldgicas provocadas pelo frio pode ser irreversivel, inviabilizando
a retomada de crescimento, sendo a faixa de tolerancia a temperaturas mais baixas ou mais
altas, varidvel entre espécies ou mesmo entre gendtipos ou cultivares de uma mesma espécie.
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Tabela 5. Sobrevivéncia de plantulas (%) de Epidendroideae aos 450 dias de conservagao em
func¢do da espécie, concentragdo dos sais MS e temperatura. Sdo Cristovao, UFS, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis
———————————————————— Temperatura 18°C ------------mmmmm-
25 22,50 bB 92,00 aB 100,00 aA
50 25,00 bB 92,00 aB 100,00 aA
75 32,50 bB 100,00 aA 96,00 aA
100 16,25 cB 100,00 aA 88,00 bB
Equacdo (Y)= 3’4373%%;2’3332500)( 882,00+0,12X 106,00-0,16x
R2=69.51% R2=80,00% R2=83,33%
———————————————————— Temperatura 25°C --------------------
25 96,25 aA 100,00 aA 100,00 aA
50 96,25 aA 100,00 aA 100,00 aA
75 96,25 aA 100,00 aA 100,00 aA
100 100,00 aA 88,00 bB 100,00 aA
Equacao(Y)= ns ns ns
CV(%) 6,32

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma linha e maidsculas entre temperaturas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a coloragdo das folhas aos 450 dias de conservacao in vitro, a temperatura
de 18°C foi favordvel a O. maculata e P. estrellensis, uma vez que as folhas permaneceram
totalmente verdes (nota 1), possivelmente o uso de temperaturas baixas aumentou a
viabilidade das culturas uma vez que o processo de degradacdo do tecido é reduzido. A
reducdo da temperatura mostra-se eficiente para reducdo do crescimento de varias espécies,
auxiliando a manuten¢do das folhas mais verdes por maior periodo de tempo, como observado
em Aechmea blanchetiana (ROSA, 2010) e capim vetiver (SANTOS et al., 2012a), contudo
pode ser demasiadamente limitante para outras, como ocorre aqui com C. macrocarpum, que
apresenta valores superiores a 4 na escala de notas, que significa mais de 50% de folhas
mortas, mostrando-se nao tolerante a essa temperatura (Tabela 6).

As plantulas mantidas a 25°C, apresentaram notas em torno de 2 para O. maculata e
P. estrellensis, indicando o inicio de secamento das folhas. Esta temperatura s6 foi superior a
de 18°C para C. macrocarpum, seguindo a mesma tendéncia de sobrevivéncia (Tabela 5 e 6).
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Tabela 6. Coloragdo das folhas (notas 1 a 5*) de Epidendroideae aos 450 dias de conservagao
em funcio da espécie, concentracio dos sais MS e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis
—————— Temperatura 18°C e

25 4,38 cB 1,00 aA 1,52 bA

50 4,96 cB 1,04 aA 1,56 bA

75 491 cB 1,12 aA 1,40 bA

100 4,97 cB 1,20 aA 1,40 bA

Equacio 3,73700+0,032§64X— 1,55—0,000082)(—

(Y)= 0,000206x ns 0,000016x
R2=88,86% R2=68,24%

—————— Temperatura 25°C e

25 2,50 bA 2,00 aB 2,44 bB

50 2,25 aA 2,00 aB 2,24 aB

75 2,16 aA 2,00 aB 2,04 aB

100 2,47 bA 2,00 aB 2,20 abB
3,086000- 2,910000-

Equacdo(Y)=  0,028432x+0,000221x> ns 0,021680x+0,000144x>
R2=96,90% R2=92,02%

CV (%) 11,03

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma linha e maidsculas entre temperaturas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Notas colorag@o: 1=folhas e brotos totalmente verdes; 2=inicio do secamento
das folhas; 3=entre 30 e 50% de folhas mortas; 4= mais de 50% de folhas mortas e S=folhas e brotos totalmente mortos.

Aos 450 dias de conservacdo, verificou-se que houve 100% de enraizamento para
todas as espécies tanto a 18°C quanto 25°C, exceto para C. macrocarpum a 18°C, cujos
valores ficaram entre 16 a 32% de enraizamento, sendo representados por uma equagdo
quadratica, segundo em que o ponto maximo (29,98) € alcangcado na concentragdo de (59,5%)
dos sais MS. (Tabela 7). A presenca de raizes pode indicar que as plantas estdo vegetando
normalmente ou que as condi¢des de cultivo ndo estdo provocando restricdes que possam
prejudicar a retomada de crescimento. O enraizamento ¢é fator de grande importancia no caso
de uma necessidade de aclimatizacdo das plantas conservadas, uma vez que a sobrevivéncia
de plantas ja enraizadas neste processo € superior aos casos de enraizamento ex vitro
(CAMOLESI et al., 2010).
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Tabela 7. Presenca de raiz em plantulas (%) de Epidendroideae aos 450 dias de conservagao
em funcio da espécie, concentracio dos sais MS e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis

———————————————————— Temperatura 18°C ------------mmmmm-
25 22,50 bB 100,00 aA 100,00 aA
50 25,00 bB 100,00 aA 100,00 aA
75 32,50 bB 100,00 aA 100,00 aA
100 16,25 bB 100,00 aA 100,00 aA

3,437500+0,892500x-
Equacao (Y)= 0,007500x2 ns ns
R2=69,51%

——————————————— Temperatura 25°C --------------------
25 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
50 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
75 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
100 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
Equacao(Y)= ns ns ns
CV(%) 3,80

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma linha e maidsculas entre temperaturas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando a altura das plantulas aos 450 dias de cultivo, observa-se que dentro da
temperatura de 18°C, o crescimento foi minimo para C. macrocarpum a qual obteve as
menores notas quando comparando com as demais em todas as concentra¢des de sais do MS.
Contudo, vale lembrar que nesta condi¢do a espécie apresentava apenas 24% de plantas vivas
(Tabela 5). J4 quando mantida a 25°C, esta espécie apresentou maior crescimento (notas mais
altas) que as demais (Tabela 8).

De um modo geral, a temperatura de 25°C proporcionou maior crescimento das
plantulas, exceto para O. maculata, quando utilizado 25 e 50% dos sais, quando esta
temperatura nao diferiu de 18°C (Tabela 8). O mesmo comportamento foi observado em A.
blanchetiana, para a qual a reducdo da temperatura manteve os menores indices de
crescimento aos 360 dias (ROSA, 2010).

Quando se busca a conservacao in vitro, a altura das plantas é uma varidvel importante
para indicar a proximidade do subcultivo, j& que chega um momento em que hd o
esgotamento do meio afetando o crescimento da planta por falta de nutrientes, portanto, a
partir deste ponto hd um aumento do nimero de folhas senescentes, sinalizando um estadio
fisiolégico mais avancado e a necessidade da troca de meio (MACIA, 2011).
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Tabela 8. Altura de plantulas (notas 1 a 4*) de Epidendroideae aos 450 dias de conservagao
em funcdo da espécie, concentracio dos sais MS e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

Espécies
Sais MS (%) Catasetum Oeceoclades Polystachya
macrocarpum maculata estrellensis
—————— Temperatura 18°C ------------mmmmu-
25 1,23 aA 1,80 bA 1,96 bA
50 1,27 aA 1,80 bA 1,92 bA
75 1,42 aA 1,88 bA 1,96 bA
100 1,49 aA 1,80 bA 2,00 cA
~ 2,020000-
g?;fgao 11’{2;2’23(3%" ns 0,003360x+0,000032x"
’ R2=90,00%
—————— Temperatura 25°C --------------=-=-—-
25 3,31 ¢cB 1,88 aA 2,84 bB
50 3,32¢cB 1,88 aA 2,88 bB
75 3,33¢cB 2,20 aB 2,88 bB
100 3,32¢cB 2,24 aB 2,88 bB
Equagio(Y)= 3’2848’(())%-6(())’10 8;2376)( 1,27+0,005x 2,84+0,004x
R2-82.47% R2=84,19% R2=60,00%
CV (%) 5,06

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma linha e maidsculas entre temperaturas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Notas altura: 1= altura semelhante a inicial (1-2 cm); 2= até o dobro da altura
inicial; 3= até o triplo da altura inicial e 4= mais que o triplo da altura inicial.

4.1.2. Reguladores osmoticos e temperatura de cultivo

A sobrevivéncia das plantulas em funcdo da utilizacdo de reguladores osméticos aos
270 dias de cultivo, mantida a 18°C, apresentou média de 27,5% para C. macrocarpum, nao
havendo diferengas significativas entre os reguladores osmoticos, enquanto que para O.
maculata e P. estrellensis, as médias variaram de 89,3 a 97,3% (Tabela 9).

Analisando esta mesma varidvel a 25°C, nota-se que ndo houve diferencas
significativas entre os reguladores osméticos e espécies, com valores médios de 95 a 100%
(Tabela 9). Observa-se também uma maior sobrevivéncia das plantulas de C. macrocarpum
nesta temperatura, quando comparada a 18°C (Tabela 9). Resultados similares foram
encontrados em Agave nizandensis, conservadas in vitro por 300 dias utilizando sacarose :
manitol : sorbitol (30:50:50 g.L'l) mantido a 25°C (BALCH et al., 2012a).
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Tabela 9. Sobrevivéncia de plantulas (%) de Epidendroideae aos 270 dias de conservagcao em
func¢do de espécie, reguladores osmoticos e temperatura. Sdo Cristovao, UFS, 2014.

Reguladores Osméticos Espécies
@@L Catasetum Oeceoclades Polystach).)a
macrocarpum maculata estrellensis

—————— Temperatura 18°C ---

Sacarose (20) 30,00 aBB 100,00 aAa 100,00 aAa

Sacarose + Manitol (10:5) 23,75 aCB 84,00 bBS 96,00 aAa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 28,75 aCB 84,00 bBi 96,00 aAa
—————— Temperatura 25°C -

Sacarose (20) 98,75 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa

Sacarose + Manitol (10:5) 96,25 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 93,75 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa

CV(%) 8,92

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para coloragdo das folhas, em plantulas mantidas a 18°C, as menores notas foram
obtidas na O. maculata (média 1,52), indicando folhas e brotos totalmente verdes em todos os
tratamentos, enquanto que para C. macrocarpum as notas foram as mais altas (em torno de 4),
nao diferindo entre os reguladores osmoticos utilizados, mas indicando morte de folhas acima
de 50% (Tabela 10).

Para esta mesma varidvel a 25°C, ndo houve diferencas significativas dentro de cada
espécie para os diferentes reguladores osmaéticos. Entretanto, entre as espécies, P. estrellensis
apresentou as notas mais elevadas (média de 2,8), denotando um aumento de folhas mortas
(Tabela 10).

Comparando as duas temperaturas observa-se que 18°C permitiu plantulas com folhas
mais verdes, devido ao metabolismo ser mais lento, exceto para C. macrocarpum, para a qual
a temperatura de 25°C foi mais favordvel assim como ocorre para A. distichantha e A.
fasciata, que também apresentaram folhas mais verdes quando conservadas a 25°C por 360
dias (ROCHA, 2010 e MOREIRA, 2008).

Para a porcentagem de plantulas enraizadas, quando mantidas a 18°C por um periodo
de 270 dias, os valores variam de 84 a 100% em O. maculata, 92 a 100% em P. estrellensis e
23 a30% em C. macrocarpum, ndo diferindo entre as diferentes combinagdes de reguladores
osmoticos dentro de cada espécie, exceto em O. maculata onde a sacarose foi superior as
combinacdes com manitol e sorbitol (100%) (Tabela 11).

Analisando a presencga de raiz em plantulas mantidas a 25°C, nota-se que ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos e as trés espécies, com valores que variam de
93,75% a 100%. Resultados semelhantes foram obtidos nesta temperatura para Pfaffia
glomerata (100%) de enraizamento aos 180 dias, (ALVES et al., 2010). Vale ressaltar que ao
comparar as duas temperaturas, 25°C foi superior a 18°C, exceto para P. estrellensis que nao
houve diferencas significativas entre as duas temperaturas (Tabela 11).
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Tabela 10. Coloracdo das folhas (notas 1 a 5**¥) de Epidendroideac aos 270 dias de
conservagdo em funcao de espécie, reguladores osmoticos e temperatura. Sao Cristévao, UFS,
2014.

” Espécies
?geﬁgl)a dores Osmaticos Catasetum Oeceoclades Polystachya
) macrocarpum maculata estrellensis

—————— Temperatura 18°C -

Sacarose (20) 4,09 aCB 1,60 aAa 2,00 aBa

Sacarose + Manitol (10:5) 4,21 aCB 1,40 aAo 2,24 abBa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 4,11 aCB 1,56 aAa 2,36 bBa
—————— Temperatura 25°C -

Sacarose (20) 2,00 aAa 2,04 aAB 2,60 aBB3

Sacarose + Manitol (10:5) 2,02 aAa 2,12 aA3 2,84 aBf}

Sacarose + Sorbitol (10:5) 2,04 aAo 2,12 aAB 2,88 aBf3

CV (%) 8,32

*Médias seguidas de letras iguais mintisculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.**Notas colora¢do: 1=folhas e brotos totalmente verdes;
2=inicio do secamento das folhas; 3=entre 30 e 50% de folhas mortas; 4= mais de 50% de folhas mortas e 5=folhas e brotos
totalmente mortos.

Tabela 11. Presenca de raiz em plantulas (%) de Epidendroideae aos 270 dias de conservagao
em funcdo de espécie, reguladores osmaéticos e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

o Espécies
?eﬁﬂlf dores Osmaticos Catasetum Oeceoclades Polystachya
& macrocarpum maculata estrellensis
—————— Temperatura 18°C -
Sacarose (20) 30,00 aBB 100,00 aAa 100,00 aAa
Sacarose + Manitol (10:5) 23,75 aB} 84,00 bAR 96,00 aAa
Sacarose + Sorbitol (10:5) 28,75 aB} 84,00 bARB 92,00 aAa
—————— Temperatura 25°C ---
Sacarose (20) 98,75 aAa 100,00 aAa 96,00 aAa
Sacarose + Manitol (10:5) 96,25 aAa 100,00 aAa 96,00 aAa
Sacarose + Sorbitol (10:5) 93,75 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa
CV(%) 9,82

*Médias seguidas de letras iguais mintsculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para varidvel altura de plantulas aos 270 dias de cultivo, na temperatura 18°C, as
combinacdes de sacarose com manitol e com sorbitol proporcionaram as menores notas para
C. macrocarpum (1,3), indicando pouco crescimento durante este periodo. P. estrellensis e O.
maculata apresentaram maior crescimento nestes tratamentos (Tabela 12).

Analisando as temperaturas, nota-se que 25°C foi favordavel a um maior crescimento
em altura das plantulas, em todas variacdes dos reguladores osmoticos (Tabela 12).

A sobrevivéncia de plantulas por um periodo de 450 dias de conservacdo sob
crescimento lento manteve valores entre 80 a 100% de sobrevivéncia para todas as espécies
independente da temperatura de cultivo com excecdo de C. macrocarpum na temperatura de
18°C, que ndo favoreceu a sobrevivéncia ficando na média de 25% (Tabela 13), seguindo a
mesma tendéncia com reducdo de sais do MS (Tabela 5), indicando que a temperatura de
18°C ndo deve ser utilizada na conservagdo sob crescimento lento para a espécie.
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Tabela 12. Altura de plantulas (notas 1 a 4**) de Epidendroideae aos 270 dias de conservagao
em funcdo de espécie, reguladores osmaéticos e temperatura. Sdo Cristévao, UES, 2014.

» Espécies
?ge]‘(’:l.lll)a dores Osmaticos Catasetum Oeceoclades Polystachya
) macrocarpum maculata estrellensis

—————— Temperatura 18°C ---

Sacarose (20) 1,95 bAa 2,16 bAa 2,12 aAo

Sacarose + Manitol (10:5) 1,32 aAa 1,76 bBa 2,08 aBa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 1,35 aAa 1,72 aBa 2,00 aBa
—————— Temperatura 25°C ---

Sacarose (20) 2,65 aAl} 2,72 bAB 2,88 aAf}

Sacarose + Manitol (10:5) 3,16 bBB 2,16 aAB 2,88 aBf3

Sacarose + Sorbitol (10:5) 2,60 aBf3 2,20 aAB 2,88 aBf}

CV (%) 10,17

*Médias seguidas de letras iguais mindsculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.**Notas altura: 1= altura semelhante a inicial (1-2 cm);
2= até o dobro da altura inicial; 3= até o triplo da altura inicial e 4= mais que o triplo da altura inicial.

Tabela 13. Sobrevivéncia de plantulas (%) de Epidendroideae aos 450 dias de conserva¢ao em
func¢do de espécie, reguladores osmoticos e temperatura. Sdo Cristovao, UFS, 2014.

Reguladores Osmoticos Espécies
(e 1 Catasetum Oeceoclades Polystachya
) macrocarpum maculata estrellensis

—————— Temperatura 18°C -

Sacarose (20) 23,75 aBB 100,00 aAa 92,00 aAo.

Sacarose + Manitol (10:5) 21,25 aB} 84,00 bBf 92,00 aAa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 28,75 aBR 84,00 bBB 88,00 aAa
—————— Temperatura 25°C -

Sacarose (20) 98,75 aAa 100,00 aAa 96,00 aAa

Sacarose + Manitol (10:5) 96,25 aAa 100,00 aAo 92,00 aAa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 93,75 aAa 100,00 aAa 88,00 aAa

CV (%) 11,33

*Médias seguidas de letras iguais mindsculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a coloragdo das folhas, 18°C proporcionou as menores notas para P. estrellensis e
0. maculata, sendo que a ultima apresenta a menor média (1,52) indicando folhas e brotos
totalmente verdes, independente dos reguladores osmoticos utilizados. Esta mesma
temperatura, ndo foi favordvel a manutencdo de cor de C. macrocarpum, apresentando aos
450 dias de conservacao, cerca de 50% ou mais de folhas mortas (nota 4) (Tabela 14).

Quando a variavel é analisada a 25°C, nota-se uma maior uniformidade das notas (2,02
- 2,88) para todas as espécies, sendo que P. estrellensis apresenta notas mais proximas a 3
(2,77), o que significa entre 30 e 50% de folhas mortas (Tabela 14).

Ao comparar as duas temperaturas de cultivo, observa-se que 18°C foi superior a de
25°C, exceto para C. macrocarpum em todos os reguladores osméticos utilizados (Tabela 14),
ratificando os resultados apresentados anteriormente. Resultados semelhantes foram
observados por Moreira (2008) em A. miniata, que também apresentou folhas mais verdes
quando conservadas a 25°C por 360 dias.

A porcentagem de plantulas enraizadas atingiu valores acima de 90% para todas as
espécies, independente dos reguladores, tanto a 18°C como 25°C, exceto para C.
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macrocarpum, com 24,6% de enraizamento quando mantida em 18°C (Tabela 15). Em
Vanilla planifolia, aos 360 dias as maiores taxas de enraizamento (100%) foi alcancada com a
reducdo da temperatura para 22°C (DIVAKARAN et al., 2006).

Tabela 14. Coloracdo das folhas (notas 1 a 5**¥) de Epidendroideac aos 450 dias de
conservagdo em funcao de espécie, reguladores osmoticos e temperatura. Sao Cristévao, UFS,
2014.

o Espécies
?eﬁﬂlf dores Osmaticos Catasetum Oeceoclades Polystachya
& macrocarpum maculata estrellensis

—————— Temperatura 18°C ---

Sacarose (20) 4,45 aCB 1,60 aAo 2,00 aBa

Sacarose + Manitol (10:5) 4,71 aCB 1,40 aAa 2,24 abBa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 4,51 aCB 1,56 aAa 2,36 bBa
—————— Temperatura 25°C ---

Sacarose (20) 2,04 aAa 2,04 aA3 2,60 aB

Sacarose + Manitol (10:5) 2,02 aAo 2,12 aAB 2,84 aBf}

Sacarose + Sorbitol (10:5) 2,04 aAa 2,12 aAB 2,88 aBf}

CV (%) 9,13

*Médias seguidas de letras iguais mintsculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.**Notas colorag¢do: 1=folhas e brotos totalmente verdes;
2=inicio do secamento das folhas; 3=entre 30 e 50% de folhas mortas; 4= mais de 50% de folhas mortas e S=folhas e brotos
totalmente mortos.

Tabela 15. Presenca de raiz em plantulas (%) de Epidendroideae aos 450 dias de conservagao
em funcio de espécie, reguladores osmaéticos e temperatura. Sao Cristévao, UES, 2014.

o Espécies
?geﬁgl)a dores Osmaticos Catasetum Oeceoclades Polystachya
) macrocarpum maculata estrellensis
—————— Temperatura 18°C -
Sacarose (20) 23,75 aBB 100,00 aAa 100,00 aAa
Sacarose + Manitol (10:5) 21,25 aB} 100,00 aAa 96,00 aAa
Sacarose + Sorbitol (10:5) 28,75 aBR 100,00 aAa 92.00 aAB
—————— Temperatura 25°C -
Sacarose (20) 98,75 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa
Sacarose + Manitol (10:5) 96,25 aAa 100,00 aAo 100,00 aAa
Sacarose + Sorbitol (10:5) 93,75 aAa 100,00 aAa 100,00 aAa
CV (%) 7,34

*Médias seguidas de letras iguais mintsculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 450 dias de conservacdo, as plantulas ndo apresentaram alteracdo em altura nas
duas temperaturas, mantendo as mesmas notas obtidas aos 270 dias (Tabela 12 e 16). Esta
desaceleracdo do crescimento aos 270 dias pode ser devida ao esgotamento dos nutrientes do
meio de cultura. O mesmo fato foi observado em Aechmea ssp. por Rosa (2010), aos 270 dias
de conservacao.

A razdo de mesmo com a privacdo de nutrientes estas plantas ndo virem a senescer,
pode estar tanto no seu metabolismo CAM, que j4 previne a dessecacdo, quanto em sua
morfologia. Estas espécies sdo capazes de absorver rapidamente e armazenar dgua e nutrientes
em seus pseudobulbos e desta forma sobreviver a longos periodos sem precipitacdo na
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natureza, utilizando suas reservas para suprir seu metabolismo de manutencdo (SHIRAKI,
2000).

Supde-se entdo que, mesmo na condi¢do in vitro, com a diminuicao de nutrientes, as
plantas tenham criando uma reserva que as mantém vivas, porém sem crescimento aparente.

Ap6s os 450 dias de conservagdo in vitro de C. macrocarpum O. maculata e P.
estrellensis, os explantes oriundos dos tratamentos com 25, 50, 75 e 100% dos sais MS e 20
gL de sacarose; 10 gL' de sacarose + 5g.L"' de manitol; 10 g.L' de sacarose + 5g.L"' de
sorbitol e duas temperaturas (18 e 25°C) restabeleceram seu crescimento quando colocados
em condicdes normais de cultivo in vitro. Esse comportamento € necessario visto que as
plantas precisam estar com vigor suficiente para restabelecer seu crescimento.

Para a conservagao in vitro é necessaria a redu¢do do crescimento da planta, para
evitar sucessivos subcultivos, mas preservando a capacidade da planta de ser recuperada e
multiplicada (MACIA, 2011). O teste de viabilidade € um indicador de sucesso mais confidvel
no desenvolvimento de um protocolo de conservacdo. Assim, as microplantas de orquideas
das trés espécies foram colocadas em meio MS para que fosse observado o desenvolvimento
das mesmas. Através do teste de viabilidade pdde-se constatar que as concentracdes de sais
MS e os reguladores osméticos utilizadas na conservacdo nao inviabilizaram a capacidade
responsiva da cultura, assim, as plantas mantiveram um bom vigor e desenvolvimento,
mesmo apds permanecerem durante meses sem troca do meio de cultura.

Tabela 16. Altura de plantulas (notas 1 a 4**) de Epidendroideae aos 450 dias de conservagdo
em funcdo de espécie, reguladores osmaéticos e temperatura. Sdo Cristévao, UFS, 2014.

o Espécies
zeﬁﬂlf dores Osmaticos Catasetum Oeceoclades Polystachya
) macrocarpum maculata estrellensis

—————— Temperatura 18°C -

Sacarose (20) 1,95 bAa 2,16 aAa 2,12 aAa

Sacarose + Manitol (10:5) 1,32 aAa 1,76 aBa 2,08 aBa

Sacarose + Sorbitol (10:5) 1,35 aAa 1,72 aBa 2,00 aBa
—————— Temperatura 25°C -

Sacarose (20) 2,72 aAf} 2,72 bAB 2,96 aAB3

Sacarose + Manitol (10:5) 3,16 bB} 2,16 aAo 2,88 aBf}

Sacarose + Sorbitol (10:5) 2,60 aBf3 2,20 aAa 2,88 aBf3

CV (%) 9,94

*Médias seguidas de letras iguais mintsculas na mesma coluna, maitisculas na mesma linha e gregas entre temperaturas, nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.**Notas altura: 1= altura semelhante a inicial (1-2 cm);
2= até o dobro da altura inicial; 3= até o triplo da altura inicial e 4= mais que o triplo da altura inicial.

4.2 Aclimatizacao das plantulas

A andlise de varidncia evidenciou diferencas significativas para as misturas de
substratos apds 180 dias de aclimatizacdo. Comparando os substratos dentro de cada espécie,
observa-se que para C. macrocarpum, as médias de sobrevivéncia variaram de 50% a 100%
(Tabela 17). Os melhores resultados foram obtidos nas misturas nas quais o hdmus de
minhoca estava presente (90-100% de sobrevivéncia) (Tabela 17). A presenca do himus
possivelmente contribuiu para o desenvolvimento das plantulas por se tratar de um material
organico, rico em nutrientes (nitrogénio, fésforo, potdssio, magnésio, célcio e uma série de
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micronutrientes), favorecendo dessa maneira, a sobrevivéncia das plantulas ao longo do
cultivo (KNAPIK, 2005).

As diferentes misturas de substrato utilizadas na aclimatizacao de O. maculata nao
influenciou na sobrevivéncia das plantulas, apresentando uma sobrevivéncia de 83 a 100%
(Tabela 17). Provavelmente isso se deve a adaptacdo da espécie aos mais variados ambientes,
desde substratos arenosos até matas uUmidas. Por isso € considerada uma orquidea
bioindicadora de fragmentos florestais antrépicos pela sua facilidade de adaptacdo e
coloniza¢do ambiental (DUBBERN et al., 2013).

Analisando a altura das plantas, observa-se que para C. macrocarpum a mistura de
substrato que proporcionou plantas mais altas (5,8 cm) foi composto de areia:casca de pinus
triturada:pé de coco:htimus de minhoca (2:1:1:1) (Tabela 17). Resultados semelhantes foram
obtidos na aclimatizacdo de Catteleya guttata x Laelia tenebrosa, utilizando misturas
contendo pé e fibra de coco (COLOMBO et al., 2005). Para O. maculata a utilizagdo de areia
e himus de minhoca (1:1) favoreceu o maior crescimento das plantas (6,51 cm) (Tabelal7).

O maior nimero de folhas por planta de C. macrocarpum, foi proporcionado pelas
misturas contendo areia:himus de minhoca e areia, casca de pinus e hiimus, enquanto que
para O. maculata areia e himus e areia , pé de coco e himus apresentaram o menor numero
de folhas (Tabela 17). A associacao do himus de minhoca com p6 de coco favoreceu também
o aumento do numero de folhas na aclimatizacdo de Heliconia lingulata (ROCHA et al.,
2009).

Mudas com maior nimero de folhas t€ém maiores indices de sobrevivéncia no campo,
pois sdo elas as estruturas responsaveis pela captacdo de energia solar e pela produgdo de
matéria organica através da fotossintese (ASSIS et al., 2009).

Para a varidvel nimero de raiz, C. macrocarpum apresentou os maiores valores (6,43)
utilizando o substrato A:CPT:HM (2:2:1), ndo diferindo de A:HM (1:1); A:PC:HM (2:2:1);
A:CPT:PC:HM (2:1:1:1). Para O. maculata, o maior de nimero de raiz foi proporcionado
pelos substratos A:CPT:PC:HM (7,46) e A (7,93) (Tabela 17). Resultados semelhantes foram
obtidos na aclimatizacdo de Cattleya harrisoniana, utilizando misturas contendo casca de
pinus e p6 de coco (DORNELES e TREVELIN, 2011).

Em relacdo ao comprimento de raizes os maiores valores foram registrados em O.
maculata em todas as misturas de substrato, variando de (8,0 cm) A:CPT:PC (2:1:1) a 10,19
cm A:CPT:HM (2:2:1), enquanto que em C. macrocarpum 0 maior comprimento (6,6 cm) foi
proporcionado pela mistura de A:CPT:HM (2:2:1) (Tabela 18). Resultados similares foram
obtidos na aclimatizacdo de Cattleya intermedia x Hadrolaelia purpurata, utilizando misturas
contendo casca de pinus que proporciona uma boa aeracio entre as raizes, o que permite o
crescimento e maior longevidade das plantas (SORACE et al., 2009).

Para comprimento de folha os valores variaram de 2,2 cm (A:PC e A:CPT:PC) a 3,7
cm (A:CPT:HM) para C. macrocarpum e 2,3 (A:CPT:PC) a 3,30 cm (A:CPT:HM, A, A:PC)
para O. maculata. Nota-se que, para C. macrocarpum, os menores comprimentos foram
obtidos nas misturas sem o himus de minhoca (Tabelal8). Uma possivel explicacdo para este
menor comprimento de folha se deve a baixa quantidade de matéria organica, como também a
uma possivel limitagdo de nutrientes.
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Tabela 17. Sobrevivéncia (%), altura de plantulas (cm), nimero de folhas, nimero de raiz de
Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth. e Oeceoclades maculata Lindl. em funcdo de
diferentes misturas de substratos aos 180 dias de cultivo. Sao Cristoviao, UFS, 2014.

Substratos Catasetum macrocarpum Oeceoclades maculata

Sobrevivéncia (%)

A:HM (1:1) 90,0 aA 83,3 aA
A:PC:HM (2:2:1) 100,0 aA 96,7 aA
A:CPT:HM (2:2:1) 100,0 aA 96,7 aA
A:CPT:PC:HM(2:1:1:1) 90,0 aA 100,0 aA
A 76,7 bB 100,0 aA
A:PC (1:1) 80,0 bA 90,0 aA
A:CPT (1:1) 53,3 cB 100,0 aA
A:CPT:PC (2:1:1) 50,0 cB 100,0 aA
CV (%) 14,54

Altura da planta (cm)
A:HM (1:1) 4,0 cB 6,5 aA
A:PC:HM (2:2:1) 3,9cB 5,9 bA
A:CPT:HM (2:2:1) 5,2 bA 5,2 cA
A:CPT:PC:HM(2:1:1:1) 5,8 aA 5,0cB
A 3,6 dB 4,7 cA
A:PC (1:1) 3,3dB 4,2 dA
A:CPT (1:1) 3,3dA 2,8 eB
A:CPT:PC (2:1:1) 3,2dA 2,6 eB
CV (%) 8,88

Numero de folhas
A:HM (1:1) 6,8 aA 2,8 bB
A:PC:HM (2:2:1) 5,7 bA 3,3bB
A:CPT:HM (2:2:1) 6,3 aA 4,3 aB
A:CPT:PC:HM(2:1:1:1) 5,5 bA 4,3 aB
A 4,2 cA 4.4 aA
A:PC (1:1) 4,1 cA 4,2 aA
A:CPT (1:1) 4,4 cA 3,7 aA
A:CPT:PC (2:1:1) 3,5cA 3,9 aA
CV (%) 16,78

Numero de raiz

A:HM (1:1) 6,3 aA 5,6 bA
A:PC:HM (2:2:1) 5,4 aA 6,2 bA
A:CPT:HM (2:2:1) 6,4 aA 6,7 bA
A:CPT:PC:HM(2:1:1:1) 5,7 aB 7.4 aA
A 5,3 aB 7,9 aA
A:PC (1:1) 4,8 bB 6,2 bA
A:CPT (1:1) 4,5 bA 5,7 bA
A:CPT:PC (2:1:1) 4,1 bB 6,2 bA
CV (%) 17,56

*Médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). **A:HM — Areia+ Himus de minhoca (1:1 v/v); A:PC:HM — Areia + P6 de coco + Himus de minhoca
(2:2:1); A:CPT:HM: — Areia + Casca de pinus triturada + Himus de minhoca (2:2:1); A:CPT:PC:HM - Areia + Casca de
pinus triturada + P6 de coco + Himus de minhoca (2:1:1:1); A — Areia; A:PC — Areia + P6 de coco (1:1); A:CPT — Areia +
Casca de pinus triturada (1:1); A:CPT:PC - Areia + Casca de pinus triturada + P6 de coco (2:1:1).
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Analisando a massa seca de parte aérea, de C. macrocarpum percebeu-se que os
menores valores foram obtidos nos substratos onde o himus de minhoca estava ausente (A,
A:PC, A:CPT, A:CPT:PC), com valores entre 4,5 a 11,3 mg (Tabela 18). Enquanto que, a
maior massa seca de parte aérea (43,4 mg) foi proporcionada pela mistura de areia, casca de
pinus e himus de minhoca (2:2:1) (Tabela 18). Provavelmente pela melhoria nos aspectos
nutricionais do substrato fornecida pelo hiimus de minhoca, além da presenca de areia e casca
de pinus, conferindo melhor propriedade fisica e suprimento adequado de dgua.

Quando a andlise € feita em O. maculata nota-se, no geral, valores mais elevados,
sendo os substratos A:CPT:HM, A:CPT:PC:HM, A, A:PC os que proporcionaram os maiores
valores (médias de 35,2 mg) (Tabela 18). Resultados similares foram obtidos na aclimatizagdo
de Phalaenopsis ssp, utilizando misturas contendo casca de pinus, proporcionando maior
acimulo de massa seca, possivelmente por promover uma maior retencdo de umidade
(AMARAL et al., 2010).

Na varidvel massa seca de raiz, em C. macrocarpum um maior valor de massa seca foi
proporcionado pelos substratos A:HM, A:CPT:HM, A:CPT:PC:HM e A:CPT com uma média
de (33,58 mg) de biomassa. Enquanto que em O. maculata, o maior valor foi obtido com o
substrato A (45,46 mg) de biomassa (Tabela 18). Geralmente, as misturas de pd, areia, fibra e
casca de pinus favorecem a retencdo de umidade e de aeracdo melhorando as condig¢des
fisicas das plantas, possibilitando o desenvolvimento e crescimento radicular (AMARAL et
al., 2010), corroborando com os resultados obtidos para C. macrocarpum. Entretanto para O.
maculata o maior acimulo se deu em areia, provavelmente por ser uma orquidea terrestre,
comum em ambientes arenosos. O maculata é ainda apontada como espécie invasora de
ambientes que sofreram distirbio, auxiliando na diagnose de interferéncias em fragmentos
florestais (DUBBERN et al., 2013, UENO, 2013).

Em relacdo aos teores de clorofila A para as duas espécies, ndo houve diferencas
significativas entre os substratos, exceto para C. macrocarpum, para o qual o substrato
A:CPT:PC registrou o menor valor (6,36) (Tabela 19). Vale lembrar que para este substrato
também foram encontrados os resultados mais negativos com relacdo a sobrevivéncia, altura
de planta, nimero de folhas, nimero de raizes, comprimento de raiz ¢ comprimento de folha.
Os valores mais baixos com relacdo a massa seca de parte aérea e massa seca de raiz s@o
compartilhados por A:CPT:PC e A, que aqui também apresenta-se com um dos menores
teores de clorofila total.

Para as duas espécies foram obtidas os maiores teores de clorofila A, indicando que
essas espécies sdo apropriadas para receber alta intensidade luminosa (Tabela 19). Esse
resultado é semelhante ao observado por Galdiano Junior (2013), em que encontrou as
maiores quantidades de clorofila A em Cattleya walkeriana. Esse pigmento atua com maior
eficacia na atividade fotossintética, diferente da clorofila A e carotendides (denominados
pigmentos acessorios), desempenhando o processamento da luz e apresentando maior
eficiéncia fotossintética (TAIZ e ZEIGER, 2006).
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Tabela 18. Comprimento de raiz (cm), comprimento de folha (cm), massa seca de parte aérea
(mg), massa seca de raiz (mg) de Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth. e Oeceoclades
maculata Lindl. em funcdo de diferentes misturas de substratos aos 180 dias de cultivo. Sdo
Cristovao, UFS, 2014.

Substratos Catasetum macrocarpum Oeceoclades maculata
Comprimento de raiz (cm)
A:HM (1:1) 5,6 bB 8,6 bA
A:PC:HM (2:2:1) 5,6 bB 9,3 aA
A:CPT:HM (2:2:1) 6,6 aB 10,1 aA
A:CPT:PC:HM (2:1:1:1) 4,8 bB 9,5 aA
A 5,2 bB 9,7 aA
A:PC (1:1) 3,8¢cB 9,6 aA
A:CPT (1:1) 3,6 cB 9,4 aA
A:CPT:PC (2:1:1) 2,9 cB 8,0 bA
CV (%) 13,44
Comprimento de folha (cm)
A:HM (1:1) 3,3 bA 2,9 bB
A:PC:HM (2:2:1) 2,6 cA 2,7 bA
A:CPT:HM (2:2:1) 3,7 aA 3,3 aA
A:CPT:PC:HM(2:1:1:1) 3,2 bA 2,7 bB
A 2,9 cA 3,1aA
A:PC (1:1) 2,2 dB 3,3 aA
A:CPT (1:1) 2.9 cA 2,4 cB
A:CPT:PC (2:1:1) 2,2 dA 2,3 cA
CV (%) 12,01
Massa seca de parte aérea (mg)
A:HM (1:1) 28,5 bA 16,6 bB
A:PC:HM (2:2:1) 20,8 bA 23,5 bA
A:CPT:HM (2:2:1) 43,4 aA 33,5aB
A:CPT:PC:HM (2:1:1:1) 24.2 bB 34,7 aA
A 4,5cB 33,8 aA
A:PC (1:1) 11,3¢B 38,6 aA
A:CPT (1:1) 10,5 cA 14,4 bA
A:CPT:PC (2:1:1) 9,2 cB 18,4 bA
CV (%) 34,38
Massa seca de raiz (mg)
A:HM (1:1) 34,7 aA 11,2 cB
A:PC:HM (2:2:1) 18,9 bA 16,6 cA
A:CPT:HM (2:2:1) 39,7 aA 24,0 bB
A:CPT:PC:HM (2:1:1:1) 32,2 aA 27,4 bA
A 9,0 bB 45,4 aA
A:PC (1:1) 14,4 bA 24,0 bA
A:CPT (1:1) 27,6 aA 13,1 ¢cB
A:CPT:PC (2:1:1) 19,1 bA 14,9 cA
CV (%) 4438

*Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).

*#kA:HM — Areia+ Himus de minhoca (1:1 v/v); A:PC:HM - Areia + P6 de coco + Hiimus de minhoca (2:2:1); A:CPT:HM:
— Areia + Casca de pinus triturada + Himus de minhoca (2:2:1); A:CPT:PC:HM - Areia + Casca de pinus triturada + P6 de
coco + Himus de minhoca (2:1:1:1); A — Areia; A:PC — Areia + P6 de coco (1:1); A:CPT — Areia + Casca de pinus triturada
(1:1); A:CPT:PC — Areia + Casca de pinus triturada + P6 de coco (2:1:1).
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Com relagdo a clorofila B, os valores variam de 2,37 a 3,57, sendo os maiores valores
registrados nos substratos A:PC:HM, A:CPT:HM e A:CPT:PC:HM para C. macrocarpum,
enquanto que O. maculata ndo houve diferencas significativas entre as diferentes misturas de
substrato, com valores de 2,2 a 3,0 (Tabela 19). Para a aclimatizacido dessas espécies foram
obtidos os menores teores de clorofila B, mostrando que essas espécies sdo adaptadas a
condi¢do de maior intensidade luminosa. Ja que a clorofila B nas folhas submetidas a uma
menor luminosidade € uma caracteristica importante, porque a clorofila b recebe energia de
outros comprimentos de onda e transporta para a clorofila A, que de fato age nas reacdes
fotoquimicas da fotossintese e desempenha um mecanismo de adaptacdo a condicao de menor
intensidade luminosa (SCALON et al., 2002).

Tabela 19. Clorofila A, clorofila B e total de clorofila de Catasetum macrocarpum Rich. ex
Kunth. e Oeceoclades maculata Lindl. em funcao de diferentes misturas de substratos aos 180
dias de cultivo. Sdo Cristévao, UFS 2014.

Substratos Catasetum macrocarpum Oeceoclades maculata

- - Clorofila A ---------------—-—-
A:HM (1:1) 28,8 aA 26,3 aA
A:PC:HM (2:2:1) 34,3 aA 24,5 aB
A:CPT:HM (2:2:1) 28,3 aA 28,3 aA
A:CPT:PC:HM (2:1:1:1) 33,6 aA 24,7 aB
A 25,7 aA 24,6 aA
A:PC (1:1) 29,4 aA 23,5 aA
A:CPT (1:1) 21,9 aA 18,1 aA
A:CPT:PC (2:1:1) 6,3 bB 27,1 aA
CV (%) 26,40

————————————————————————— Clorofila B ----- e
A:HM (1:1) 2,3bA 2,6 aA
A:PC:HM (2:2:1) 2,9 aA 2,3 aA
A:CPT:HM (2:2:1) 3,0 aA 2,9 aA
A:CPT:PC:HM (2:1:1:1) 3,5aA 2,7 aB
A 2,4 bA 3,0 aA
A:PC (1:1) 2,7 bA 2,5 aA
A:CPT (1:1) 2,5 bA 2,2 aA
A:CPT:PC (2:1:1) 2,5 bA 2,5 aA
CV (%) 21,25

—————— Total de Clorofila e

A:HM (1:1) 31,1 aA 28,9 aA
A:PC:HM (2:2:1) 35,0 aA 26,7 aB
A:CPT:HM (2:2:1) 31,3 aA 28,8 aA
A:CPT:PC:HM(2:1:1:1) 37,2 aA 27,5 aB
A 24,1 bA 27,7 aA
A:PC (1:1) 32,5 aA 26,0 aA
A:CPT (1:1) 25,8 bA 20,3 aA
A:CPT:PC (2:1:1) 8,8 cB 29,6 aA
CV (%) 25,78

*Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

** A:HM — Areia+ Himus de minhoca (1:1 v/v); A:PC:HM - Areia + P6 de coco + Himus de minhoca (2:2:1);
A:CPT:HM: — Areia + Casca de pinus triturada + Himus de minhoca (2:2:1); A:CPT:PC:HM - Areia + Casca de
pinus triturada + P6 de coco + Himus de minhoca (2:1:1:1); A — Areia; A:PC — Areia + P6 de coco (1:1); A:CPT
— Areia + Casca de pinus triturada (1:1); A:CPT:PC — Areia + Casca de pinus triturada + P6 de coco (2:1:1).
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A razdo entre as clorofilas A e B é um indicador de adaptagdo a diferentes condi¢des
de disponibilidade luminosa utilizada na avaliagdo da quantidade de luz absorvida pelos
complexos coletores. A maior quantidade de clorofila A, em ambientes luminosos, pode
favorecer a absorcao de fétons, uma vez que este pigmento absorve energia em comprimento
de onda diferente em relacdo a clorofila B (TAIZ e ZEIGER, 2006).

Analisando o teor total de clorofila, observa-se que o menor valor foi proporcionado
pela mistura de areia:casca de pinus triturada:p6 de coco (8,89) para C. macrocarpum e nao
havendo diferencas significativas entre os substratos para O. maculata (Tabela 19). Nestas
duas espécies houve um aumento no teor de total de clorofila em relacdo com a clorofila A do
que com a B. Como a degradagdo da clorofila B € mais dificil, h4 um aumento relativo da
clorofila A.
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5. CONCLUSOES

Para conservagao in vitro de C. macrocarpum, O. maculata e P. estrellensis por um
periodo de 450 dias, deve-se utilizar 25% dos sais MS a temperatura de 25°C ou 20 g.L'1 de
sacarose e 25°C.

A aclimatizagdo de plantulas de C. macrocarpum pode ser realizada utilizando areia :
casca de pinus trituradachimus de minhoca (2:2:1) como substrato e para O. maculata
recomenda-se somente a utilizacdo de areia.
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ANEXOS

FIGURA 1A. Conservagao in vitro em funcio da temperatura e concentragdo dos sais MS de
Catasetum macrocarpum sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 270 dias.

Catasetum macrocarpum sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 270 dias.

FIGURA 3A. Teste de Viabilidade da conservacido in vitro de Catasetum macrocarpum sob
25°C.



40

FIGURA 4A. Conservagao in vitro em funcio da temperatura e concentracdo dos sais MS de
Oeceoclades maculata sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 270 dias.
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FIGURA 5A. Conservagao in vitro em funcio da temperatura e concentracdo dos sais MS de
Oeceoclades maculata sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 450 dias.

FIGURA 6A. Conservacdo in vitro em funcdo da temperatura e reguladores osméticos de
Oeceoclades maculata sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 270 dias.
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FIGURA 7A. Conservagdo in vitro em funcdo da temperatura e reguladores osmoticos de
Oeceoclades maculata sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 450 dias.

FIGURA 8A. Teste de Viabilidade da conservacdo in vitro de Oeceoclades maculata sob
25°C. Em fung¢do da temperatura e concentragdo dos sais MS (A) e em func¢do da temperatura
e reguladores osméticos (B).
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FIGURA 9A. Conservagao in vitro em funcio da temperatura e concentracdo dos sais MS de
Polystachya estrellensis sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 270 dias.
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FIGURA 10A. Conservacdo in vitro em fun¢do da temperatura e concentracdo dos sais MS de
Polystachya estrellensis sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 450 dias.

AV

|5 A —_ | —

FIGURA 11A. Conservacdo in vitro em funcdo da temperatura e reguladores osméticos de
Polystachya estrellensis sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 270 dias.
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FIGURA 12A. Conservacdo in vitro em funcdo da temperatura e reguladores osmaéticos de
Polystachya estrellensis sob 25°C (A) e 18°C (B) aos 450 dias.
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FIGURA 13A. Teste de viabilidade da conservagao in vitro de Polystachya estrellensis sob
25°C. Em fung¢do da temperatura e concentragdo dos sais MS (A) e em func¢do da temperatura
e reguladores osméticos (B).
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FIGURA 14A. Plantas aclimatizadas de Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth., apés 180
dias de aclimatiza¢do nos diferentes substratos. Sao Cristévao, UFS, 2014.
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FIGURA 15A. Plantas aclimatizadas de Oeceoclades maculata Lindl. ap6s 180 dias de
aclimatizacdo nos diferentes substratos. Sao Cristovao, UFS, 2014.



