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RESUMO

ZANELLA, S. Extratos vegetais e reguladores de crescimento no cultivo in vitro e
aclimatizacao de Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl. (Orchidaceae). 30 de abril de 2021.
59 folhas. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE) — Toledo, 2021.

Miltonia flavescens é uma espécie nativa da Mata Atlantica, bioma que sofre pressao
constante do extrativismo, do desmatamento e da coleta predatéria, tornando varias
especies de orquideas ameagadas de extingdo. Ferramentas que possam auxiliar na
propagacado destas espécies, como a propagacao in vitro, sao de fundamental
importancia pois permitem o manuseio e a obtengdo de uma grande quantidade de
plantas em um espaco e periodo de tempo relativamente curto. Um dos fatores mais
relevantes para o sucesso do cultivo € a composicdo do meio de cultura, ao qual
podem ser acrescentados diversos compostos como os reguladores de crescimento
ou extratos vegetais, que atuam otimizando o desenvolvimento das plantas cultivadas
e fornecendo condi¢cdes que podem refletir positivamente na sobrevivéncia das
plantas durante a aclimatizagdo. Sendo assim, objetivou-se com este trabalho
elaborar protocolos de multiplicacdo e desenvolvimento in vitro para Miltonia
flavescens utilizando extrato vegetal de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) e
substancias reguladoras de crescimento (acido indolbutirico e thidiazuron) a fim de
otimizar o crescimento e aclimatizagdo, visando possiveis programas de
repovoamento. Com base nos resultados obtidos, os melhores tratamentos para o
cultivo da espécie foram aqueles com a utilizacdo do extrato aquoso de ora-pro-nébis
em concentragdes de 25% e 50%. No caso dos reguladores de crescimento, 0 meio
com 4 mg.L" de AIB proporcionou maiores incrementos nas variaveis altura da parte
aérea, comprimento do sistema radicular e niumero de raizes. A analise da anatomia
radicular das amostras demonstrou que as plantas de M. flavescens possuem
capacidade de aclimatizacdo ao ambiente, apesar de os tratamentos com AIB (acido
indolbutirico) ndo demonstrarem maiores vantagens para a sobrevivéncia das plantas
em detrimento ao tratamento controle.

Palavras-chave: Micropropagacao, Orquideas, Ecologia.
ABSTRACT

Miltonia flavescens is a native species of the Atlantic Forest, a biome that suffers
constant pressure from extractivism, deforestation and predatory collection, making
several species of orchids threatened with extinction. Tools that can help in the
propagation of these species, such as in vitro propagation, are of fundamental
importance because they allow the handling and obtaining of a large quantity of plants
in a relatively short space and period of time. One of the most relevant factors for the
success of the culture is the composition of the culture medium, to which several
compounds can be added, such as growth regulators or plant extracts, which act
optimizing the development of cultivated plants and providing conditions that can
reflect positively on the survival of plants during acclimatization. Thus, the objective of
this work was to elaborate in vitro multiplication and development protocols for Miltonia
flavescens using plant extract of ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) and growth
regulators (Indolbutyric Acid and Thidiazuron) in order to optimize growth and
acclimatization, aiming at possible repopulation programs. Based on the results
obtained, the best treatments for the cultivation of the species were with the use of the
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agueous extract of ora-pro-nobis in concentrations of 25% and 50%, and, in the case
of growth regulators, with 4 mg.L* of AIB that provided greater increments in the
variables height of the aerial part, length of the root system and number of roots. The
analysis of the root anatomy of the samples demonstrated that the plants of M.
flavescens possess capacity of acclimatization to the environment, although the
treatments with IBA did not demonstrate greater advantages for the survival of the
plants in detriment of the control treatment.

Key-words: Micropropagation, Orchids, Ecology.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Orchidaceae é a mais diversa entre as Angiospermas, abrangendo
aproximadamente 905 géneros no mundo (WFO, 2020). O Brasil esta entre os paises
com maior numero de espécies de orquideas, com cerca de 247 géneros e 2.681
espécies, das quais 1.538 sao endémicas do pais (BARROS et al., 2015).

As orquideas sao plantas herbaceas, perenes e de formas de vida
diversificadas, sendo as epifitas as mais abundantes, representando mais de 70% das
espécies (BARROS et al., 2015). Apresentam distribuicdo cosmopolita, ocupando
praticamente todos os nichos dos mais variados ambientes em todo o mundo, embora
sejam mais comuns e diversificadas em regides tropicais e subtropicais
(RODRIGUES, 2011). Grande parte das espécies de orquidea possui relevante
importancia econémica, seja devido ao valor ornamental, destacando-se como um dos
principais produtos no mercado da floricultura, ou pelo valor aromatizante e culinario,
como o exemplo da baunilha, retirada dos frutos da Vanilla planifolia (GANTAIT;
KUNDU, 2017).

A maioria das orquideas ¢€ epifita e esta forma de vida compreende as plantas
que crescem germinando e se fixando sobre outras plantas, principalmente arvores,
utilizando-as de suporte de forma ndo parasitaria (KROMER; GARCIA-FRANCO;
TOLEDO-ACEVES, 2014). Desta forma, na natureza, as orquideas epifitas séo
especialmente importantes, pois fazem parte de interagbes ecologicas complexas,
atuando na manutengcdo da diversidade biolégica dos ecossistemas fornecendo
atrativos, recursos alimentares e ambiente adequado para reproducao e nidificagao
de pequenos animais, beneficiando outros seres vivos do ecossistema enquanto
garantem sua polinizacao e dispersdo de sementes (DUARTE, 2013; CESTARI,
2009).

As orquideas, sobretudo epifitas, também sao excelentes bioindicadores de
qualidade ambiental, uma vez que, devido a sua dependéncia de outras plantas e das
condicbes do microambiente em que se encontram, sdo sensiveis as alteragdes
ambientais causadas principalmente por agdes antropicas e pelo desmatamento
(KROMER; GARCIA-FRANCO; TOLEDO-ACEVES, 2014). Além disso, considerando
o ciclo de vida altamente especializado das orquideas, sua sobrevivéncia depende de
um ambiente equilibrado e diversificado em recursos e polinizadores.

No Brasil, as espécies de orquideas possuem distribuicdo ampla, sendo o
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bioma Mata Atlantica o dominio fitogeografico responsavel por abrigar a maior
quantidade de espécies da familia Orchidaceae (BARROS et al., 2015). No entanto,
esse bioma é um dos mais ameacados, sofrendo pressido constante do extrativismo,
do desmatamento e da coleta predatéria, de forma que hoje restam apenas cerca de
12,4% dos remanescentes da floresta original (BRASIL, 2019).

Todo esse processo levou a uma perda de biodiversidade por meio da
extingdo ou ameaca as espécies, dentre estas, muitas nativas da familia Orchidaceae,
particularmente sensiveis as alteracdes ambientais antrépicas. Aliado a esses fatores,
a propria biologia das orquideas € um agravante para sua dificuldade de propagacao
em ambientes naturais. Suas sementes tém tamanho reduzido e ndo possuem reserva
energética (endosperma) (YEUNG, 2017). A sua germinacao € lenta, seu ciclo de vida
€ altamente especializado, com longo periodo vegetativo e, na natureza, sua
germinagao e crescimento dependem da associagdo com fungos micorrizicos
(SUZUKI et al., 2009).

O género Miltonia é nativo da Mata Atlantica e conta hoje com 20 espécies no
Brasil, as quais em sua maioria habita regides elevadas, de temperaturas amenas ou
mais quentes (BARROS et al., 2015). Dentre estas espécies, encontra-se Miltonia
flavescens (Lindl.) Lindl., uma orquidea epifita, distribuida em maior abundancia pelos
estados das regides Sul e Sudeste. As plantas desta espécie possuem crescimento
simpodial, seus pseudobulbos sdo ovalados e achatados, suas folhas sdo longas,
lanceoladas, com inflorescéncia basal apresentando de 6 a 12 flores (BARROS et al.,
2015; LEMES, 2015). O florescimento ocorre entre os meses de setembro a novembro
e suas pétalas e sépalas sao de cor amarelo palha/bege e o labelo é branco, com
manchas vermelho-purpuras (BARROS et al., 2015; LEMES, 2015) (Figura 1).

Figura 1. Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl. A e B = Aspecto morfolégico da planta; C =
Detalhe da flor.

De acordo com informagdes do Centro Nacional de Conservagao da Flora
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(2012), atualmente, a espécie encontra-se em um grau de ameaca de extingdo menos
preocupante. No entanto, espécies que habitam ambientes intensamente impactados
e fragmentados encontram-se em constante ameaca, se fazendo cada vez mais
necessarios esforgos para propagagao e conservagao destas espécies.

Sendo assim, ferramentas que possam auxiliar na propagacao destas
espécies sdao de fundamental importancia. As técnicas de propagacao in vitro
apresentam vantagens relevantes, uma vez que permitem o manuseio e a obtengéo
de uma grande quantidade de plantas em um espago e periodo de tempo
relativamente curto. Com isso, apresentam um o6timo custo-beneficio, permitindo a
obtencao de material uniforme com alta taxa de germinacao e crescimento, sem que
as plantas necessitem manter relagdes simbidticas para garantir seu desenvolvimento
(SOARES, 2018).

Um dos fatores mais relevantes para o sucesso do cultivo € a composi¢ao do
meio de cultura ou meio nutritivo, que fornece os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento vegetal. Os elementos tradicionalmente utilizados em um meio
nutritivo sdo 0s macro e micronutrientes, que provém o0s minerais essenciais para o
desenvolvimento das plantas, a agua, a sacarose, as vitaminas relacionadas a
nutricdo e acao enzimatica, e o agar, utilizado para a solidificagdo do meio de cultura
e responsavel para dar suporte as plantas (CID; TEIXEIRA, 2015).

Além da composi¢ao padrdo, ao meio de cultura podem ser acrescentados
diversos compostos como os reguladores de crescimento, que atuam como
fitohormdnios exdgenos, a fim de otimizar o desenvolvimento ou ainda, priorizar o
crescimento de algum 6rgao de interesse na espécie (DEEPA; ANJU; THOMAS,
2018). Dentre os reguladores mais utilizados encontram-se as auxinas e citocininas,
a exemplo do acido indol-3-butirico (AIB) e do Thidiazuron (TDZ). Ao AIB atribui-se o
efeito de auxina, a qual é responsavel por induzir crescimento da parte aérea e,
principalmente, o enraizamento na planta. Ja ao TDZ, atribui-se o efeito de citocinina,
responsavel sobretudo pela multiplicacdo celular na planta, resultando em um
aumento de brotagdes nas plantas (CID; TEIXEIRA, 2015).

Além dos reguladores de crescimento, outros compostos podem ser
incorporados ao meio de cultura como forma de potencializar o cultivo, a exemplo dos
extratos vegetais, que podem constituir uma forma alternativa e menos onerosa a
utilizagao dos reguladores de crescimento sintéticos (AMATUZZI et al., 2020).

Apos o periodo de cultivo in vitro, outra fase crucial para o sucesso dos
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protocolos de propagacéao é a aclimatizagao, que corresponde ao ajuste climatico das
plantas, por meio da transferéncia destas, de forma gradual, das condi¢des in vitro
para um novo ambiente ex vitro (SORACE, 2007; SILVA et al., 2017). Porém, uma das
maiores adversidades nesta etapa é a dificuldade da transferéncia e frequente
mortalidade das plantas, devido a grande diferenga entre as condigbes ambientais dos
meios in vitro e ex vitro (CHANDRA et al., 2010).

Nesse contexto, sabe-se que o fornecimento de condicbes adequadas
durante o periodo de in vitro reflete positivamente na sobrevivéncia das plantas
durante o periodo ex vitro, como por exemplo, plantas com uma maior quantidade de
raizes podem ter maior sucesso na aclimatizagdo. Outro aspecto importante € a
passagem gradual das plantas para as condigbes ex vitro, o que pode contribuir para
maiores chances de sobrevivéncia neste periodo e reintroducdo em ambientes
naturais (CHANDRA et al., 2010). Quando plantas cultivadas in vitro sao transferidas
para o ambiente ex vitro, ocorrem modificagdes fisioldgicas, morfoldégicas e também
anatdbmicas que permitem o crescimento e a sobrevivéncia no novo ambiente, sendo
provavelmente a capacidade de reversdo das caracteristicas anatémicas, um dos
fatores responsaveis pela obtengdo de uma alta taxa de sobrevivéncia das mudas
durante a aclimatizacdo (MAYER et al., 2008).

Considerando a importancia ecolégica de Miltonia flavescens, associada a
sua vulnerabilidade em ambiente natural, enfatiza-se a necessidade de estudos que
visem a propagacgao e conservagao dessa espécie. A utilizagdo do cultivo in vitro de
Miltonia flavescens, otimizado pela utilizacdo de reguladores de crescimento e
extratos vegetais e a posterior aclimatizagcdo adequada das mudas, constitui-se como
um meétodo potencial de multiplicacdo e desenvolvimento da espécie, em vista da
necessidade da obtencdo de uma grande quantidade de plantas para possiveis
protocolos de repovoamento desta espécie nativa e ameacgada. Portanto, sob o ponto
de vista preservacionista, a utilizagao de diferentes técnicas de micropropagacao é
importante para o cultivo da espécie, representando assim, uma alternativa eficaz para
a diminuicao do risco de extingdo (SUZUKI et al., 2009).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho elaborar protocolos de
multiplicacdo e desenvolvimento in vitro para Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl.,
buscando a otimizag&o do crescimento, por meio de extratos vegetais, de substancias
reguladoras de crescimento e da aclimatizagdo, visando possiveis programas de

repovoamento.
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CULTIVO IN VITRO E ACLIMATIZAQAO DE Miltonia flavegcens (LINDL.) LINDL.
(Orchidaceae) COM EXTRATO VEGETAL DE ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata
MILL.)

IN VITRO CULTIVATION AND ACLIMATIZATION OF Miltonia flavescens (LINDL.)
LINDL. WITH ORA-PRO-NOBIS EXTRACT (Pereskia aculeata MILL.)

CULTIVO IN VITRO Y ACLIMATIZACION DE Miltonia flavescens (LINDL.) LINDL.
CON EXTRACTO DE ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata MILL.)

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de concentragdes de extrato aquoso de ora-pro-nobis
(Pereskia aculeata Mill.) no crescimento in vitro, sobrevivéncia e aclimatiza¢do da orquidea
Miltonia flavescens. O extrato bruto foi obtido através da infusdo de 10g de folhas secas
fracionadas em 100mL de agua destilada. Os tratamentos consistiram do extrato bruto (100%)
e diluido a 75%, 50%, 25% e 0% e acrescido ao meio de cultura MS Y2 onde plantulas de M.
flavescens germinadas in vitro foram cultivadas. Apos 270 dias de cultivo, dados de crescimento
foram coletados e as plantas aclimatizadas em substrato do tipo musgo. A cada 30 dias avaliou-
se a taxa de sobrevivéncia e aos 120 dias o crescimento da parte aérea e sistema radicular. Para
o numero de folhas, o tratamento com 100% de extrato apresentou o maior valor médio,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Para o comprimento do sistema radicular e
massa fresca, as maiores médias ocorreram no controle e com 100% de extrato. Para 0 nimero
de raizes e numero de brotos, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Apds 120 dias de
aclimatizacdo, as plantas provenientes do tratamento com a maior concentragdo de extrato
apresentaram a menor taxa de sobrevivéncia e as plantas oriundas dos tratamentos com 25% e
50%, apresentaram maior incremento na parte aérea e raizes, demonstrando que estes
tratamentos podem ser benéficos a longo prazo para o cultivo da espécie.

Palavras-chave: Orchidaceae, micropropagacdo, meios de cultivo, atividade bioestimulante.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of preference of aqueous extract of ora-
pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) On in vitro growth, areas and acclimatization of Miltonia
flavescens. The crude extract was added by infusing 10g of dry leaves fractionated in 100mL
of distilled water. The treatments consisted of the crude extract (100%) and diluted at 75, 50
and 25% added to the culture medium MS % (the absence of extract was the control) where
seedlings germinated in vitro were cultivated. After 270 days of cultivation, growth data were
collected and the plants acclimated to a moss-like substrate. The survival rate was evaluated
every 30 days and the growth of the aerial part and root system at 120 days. For the number of
leaves, the treatment with 100% of extract presented the highest average value, differing
statistically from the other treatments. For the length of the root system and fresh weight, the
highest averages occurred without control and with 100% of extract. For the number of roots
and number of shoots, there was no difference between treatments. After 120 days of
acclimatization, as plants from treatment with the highest concentration of mineral extract at
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the lowest rate of areas and as plants from treatments with 25 and 50%, greater increase in the
aerial part and roots, demonstrating that these treatments can be beneficial term for the
cultivation of the species.

Keywords: Orchidaceae, micropropagation, culture media, biostimulant activity

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de preferencia del extracto acuoso de ora-pro-
nobis (Pereskia aculeata Mill.) Sobre el crecimiento in vitro, areas y aclimatacion de Miltonia
flavescens. El extracto crudo se afiadio infundiendo 10 g de hojas secas fraccionadas en 100 ml
de agua destilada. Los tratamientos consistieron en el extracto crudo (100%) y diluido al 75, 50
y 25% agregado al medio de cultivo MS % (la ausencia de extracto fue el control) donde se
cultivaron plantulas germinadas in vitro. Después de 270 dias de cultivo, se recopilaron datos
de crecimiento y las plantas se aclimataron a un sustrato similar al musgo. Se evalug la tasa de
supervivencia cada 30 dias y el crecimiento de la parte aérea y sistema radicular a los 120 dias.
Los resultados obtenidos fueron sometidos a analisis de varianza y prueba de separacion de
medias. Para el nimero de hojas, el tratamiento con 100% de extracto presentd el valor
promedio mas alto, difiriendo estadisticamente de los demas tratamientos. Para la longitud del
sistema radicular y el peso fresco, los promedios mas altos se presentaron sin control y con
100% de extracto. Para el numero de raices y nimero de brotes, no hubo diferencia entre
tratamientos. Despues de 120 dias de aclimataciéon, como plantas de tratamiento con mayor
concentracion de extracto mineral en la menor tasa de areas y como plantas de tratamientos con
25 y 50%, mayor incremento en la parte aérea y raices, demostrando que estos tratamientos
pueden ser beneficiosos. término para el cultivo de la especie.

Palabras clave: Orchidaceae, micropropagacién, medios de cultivo, actividad bioestimulante.

1. Introducao

A familia Orchidaceae ¢ uma das familias mais diversas em nimero de espécies e de
grande importancia econdmica e ecoldgica. A dinamica e manutencdo do equilibrio de um
ecossistema ¢ altamente dependente de varias formas de vida e as orquideas desempenham
fungdes ecoldgicas fundamentais, relacionadas sobretudo a polinizagdo e, com ela, manutengao
de cadeias ecologicas complexas (Duarte & Gandolfi, 2013).

Contudo, muitas espécies de orquideas hoje encontram-se ameacadas devido ao
desmatamento e coleta predatoria em seus habitats naturais, tornando indispensavel a utilizagao
de ferramentas capazes de mitigar este problema. Uma dessas ferramentas € o cultivo in vitro,
que representa uma alternativa eficaz, uma vez que permite um elevado percentual de
germinagdo em curto periodo de tempo, contribuindo assim para a conservagdo de espécies
nativas ou ameacadas (Juras et al., 2019).

Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl. € uma espécie de orquidea nativa da Mata Atlantica,
encontrada sobretudo nas regides Sul e Sudeste do Brasil, e encontra-se ameacada devido a
fragmentacdo do seu habitat e coleta predatoria. Sendo assim, faz-se necessaria a utilizagao de
formas de producdo alternativas como as técnicas de propagacdo in vitro, que permitam a

producao de plantas em larga escala, garantindo sua conservacao e reintrodu¢do em ambiente
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natural (Lemes et al., 2020).

No processo de cultivo in vitro, utiliza-se um meio de cultura no qual a planta encontra
0s nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento, além de um suporte para fixacao (Faria
et al., 2012). O meio de cultura pode ser acrescido de substancias que visam otimizar o
crescimento vegetal, a exemplo dos extratos vegetais.

Os extratos vegetais agem como bioestimulantes e sdo obtidos a partir de materiais
naturais e varios estudos tém relatado o efeito dessas substancias no desenvolvimento vegetal
(Yakhin et al., 2017; Amatuzzi et al., 2020). Além de enriquecer o meio de cultura com
vitaminas, minerais e outras moléculas, o uso de extratos vegetais pode ser uma ferramenta de
grande valor no &mbito da micropropagacdo, pois representa uma alternativa natural ao uso de
reguladores de crescimento, enriquecendo os meios de cultivo e, a0 mesmo tempo, tornando-
0s mais baratos (Amatuzzi et al., 2020) o que pode levar a diminuigdo nos custos de produgao.

Ha relatos do efeito bioestimulante da suplementacdo do meio de cultivo com extratos
vegetais, com resultados benéficos na germinagao e crescimento in vitro (Setiari et al., 2016)
na sobrevivéncia de plantas (Amatuzzi et al., 2020) e na formagao de brotos e folhas durante a
aclimatizacdo de orquideas (Charoenwattana & Petprapai, 2013).

A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) ¢ uma planta da familia Cactaceae
encontrada em grande parte do territorio brasileiro. E uma espécie perene, de porte arbustivo e
o tnico género na familia que produz folhas verdadeiras. Possui ramos longos, e 0s caules mais
velhos sdo dotados de eminentes espinhos enquanto os ramos mais novos possuem aculeos
(Madeira et al., 2016).

A planta tem se tornado popular nos ultimos anos principalmente devido ao valor
nutricional bastante relevante, com elevado teor de proteinas. Além disso, apresenta
quantidades consideraveis de minerais como potassio, magnésio, zinco e, especialmente, calcio
e ferro (Madeira et al., 2016), além de compostos antioxidantes (Sousa et al., 2014) que, no
entanto, podem diminuir com a cocg¢do das folhas (Souza et al., 2021).

Tendo em vista a sua composi¢do, 0os extratos aquosos obtidos de folhas de ora-pro-
nobis podem influenciar positivamente o crescimento de outras plantas. Contudo, ndo hé relatos
da sua utilizagdo no cultivo in vitro de orquideas. Trabalhos com extrato de folhas de ora-pro-
nobis foram desenvolvidos por Silva et al. (2017) e Ceretta (2018) e testados com plantas de
alface. O extrato etanolico ndo afetou a germinacdo das sementes nem o indice mitotico (Silva
etal., 2017) e o extrato aquoso (5%) obtido por decocgdo e borrifado sobre as mudas apresentou
efeito benéfico na formagdo da parte aérea e sistema radicular em ensaios realizados em casa

de vegetacdo (Ceretta, 2018).
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O periodo posterior ao cultivo in vitro, no qual as plantas passam para o ambiente ex
vitro, ou seja, a aclimatizacdo, ¢ uma das etapas mais importantes e criticas no sucesso do
protocolo de propagacdo. Dessa forma, resultados positivos na aclimatizagao dependem do
ajuste ambiental das plantas que, antes de serem introduzidas definitivamente no ambiente ex
vitro, devem ser aclimatizadas de forma gradual para que suportem as alteragdes e sejam
capazes de sobreviver em condigdes naturais (Alves, 2018).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes
de extrato aquoso de ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Mill.) no crescimento in vitro, na taxa
de sobrevivéncia e aclimatizacdo de Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl., visando possiveis

programas futuros de reintroducdo em ambiente natural.

2. Metodologia

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Anatomia e Morfologia Vegetal
e de Micologia Aplicada e Plantas Medicinais, da Universidade Federal do Parand (UFPR),
Setor Palotina, Palotina, PR, durante o periodo de agosto de 2019 a junho de 2020.

2.1 Obtencao das plantulas de Miltonia flavescens

As platulas de Miltonia flavescens utilizadas no experimento foram obtidas de
sementes provenientes de polinizagdo cruzada e oriundas de germinagdo in vitro, com
aproximadamente seis meses, 0,5 cm de comprimento e média de trés folhas e uma raiz. A
germinacdo e o cultivo inicial dessas plantulas ocorreram em meio de cultura basal MS
(Murashige & Skoog, 1962) com metade da concentragdo de macronutrientes e micronutrientes
(MS ') acrescido de sacarose (30 g.L ™) (Murashige & Skoog, 1962) e solidificado com agar
bacterioldgico Dinamica® (7 g.L!). As plantas foram cultivadas em sala de crescimento a 24°C

e 16 horas de fotoperiodo com intensidade luminosa de 40 pmol m™ s,

2.2 Obtencao do extrato aquoso de ora-pro-nébis (Pereskia aculeata)

O extrato aquoso de ora-pro-ndbis foi obtido a partir de folhas de plantas cultivadas no
Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas da UFPR - Setor Palotina, coletadas no més de julho
de 2019. Apos a coleta, as folhas foram lavadas com dgua corrente e posteriormente com agua
destilada e submetidas a secagem em estufa com circulag¢ao de ar for¢ado a 45°C durante seis
dias.

O extrato aquoso bruto foi obtido através da infusdo das folhas (4gua fervente sobre as

folhas fragmentadas em pequenas por¢des com abafamento por 15 minutos) na concentracao
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de 10 g de massa seca em 100 mL de 4gua destilada. O extrato foi filtrado com papel filtro,
desprezando os detritos e reservando a parte liquida. A partir do extrato bruto obtido (100%)
foram feitas diluigdes com agua destilada nas propor¢des de 75%, 50% e 25% (adaptado de

Ceretta, 2018 ¢ Amatuzzi, 2018).

2.3 Tratamentos e condicoes de cultivo

Os tratamentos consistiram do extrato bruto (100%) e diluido a 75%, 50% e 25%
acrescido ao meio de cultura MS %, sendo a auséncia do extrato considerada o controle. O
meio de cultura foi acrescido de sacarose (30 g. L"), com pH ajustado para 5,8 ap6s a adi¢io
do extrato aquoso e solidificado com 4gar bacterioldogico Dinamica® (7 g.L'), sendo
distribuidos 30 mL para cada frasco de vidro. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a
121 °C por 20 minutos.

As plantas de M. flavescens foram distribuidas nos frascos (Figura 1) em camara de
fluxo laminar. O delineamento foi inteiramente casualizado e a unidade experimental consistiu
em um vidro com dez plantas e sete repeticdes. O cultivo ocorreu em sala de crescimento com
temperatura média de 24 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 40 umol

m™ s™! fornecida por meio de duas 1Ampadas brancas fluorescentes de 40 W cada.

Figura 1. Frascos com meio de cultura contendo plantas de Miltonia flavescens nos diferentes
tratamentos com extrato aquoso de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata).

Fonte: Autores.
A cada 90 dias foi realizado um subcultivo e apds 270 dias, os dados das variaveis de

crescimento de todas as plantas presentes nas unidades experimentais foram coletados e
analisados. Foram avaliadas as variaveis: nimero de folhas, raizes e brotos, altura da parte aérea
e comprimento do sistema radicular (cm) (utilizando régua) e massa fresca (g) (com auxilio de

balanca analitica).

2.4 Aclimatizacio
O acompanhamento da aclimatizacao de M. flavescens ocorreu no municipio de Toledo,

PR nas coordenadas 28° 05' 56" S e 48° 40' 30" O, em area interna, iluminada com luz natural
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e ao abrigo do sol, em temperatura ambiente, durante o periodo de junho a outubro de 2020. As
plantas com aproximadamente 3 cm de altura cultivadas in vitro foram retiradas dos frascos,
lavadas em agua corrente para retirada do meio de cultura aderido as raizes e avaliadas quanto
a altura da parte aérea e comprimento do sistema radicular para posterior comparagao dos
valores iniciais e finais para cada variavel.

Vinte e quatro plantas de cada tratamento in vitro com extrato de ora-pro-nobis
(controle, 25%, 50%, 75% e 100%) foram dispostas em bandejas de poliestireno providas de
furos para drenagem na base, sendo uma planta por unidade da bandeja (12,25 cm? e altura de
5,5 cm), preenchidas com substrato do tipo musgo e cobertas com plastico transparente para
manuten¢do da umidade recebendo irrigacdo com pulverizador manual uma vez ao dia, até as
plantas e o substrato se apresentarem completamente umidos.

Apos 15 dias da instalagao do experimento, as plantas passaram a receber, com auxilio
de pulverizador manual, adubacio foliar de 1,0 mL.L' de NPK 10-10-10, acrescido dos
seguintes micronutrientes: 0,1% de ferro, 0,1% de zinco, 0,1% de cobre, 0,3% de enxofre e
0,5% de manganés. Ao completar 30 dias, retirou-se o plastico de cobertura.

A cada 30 dias avaliou-se o percentual de sobrevivéncia das plantas e apds um periodo
de 120 dias as plantas foram retiradas do substrato e avaliadas quanto a altura da parte aérea e
o comprimento do sistema radicular. Para tanto, calculou-se a diferenca entre os valores finais
e iniciais de cada varidvel utilizando a expressao R=(VF-VI), sendo VF o valor da variavel apds
a aclimatizacdo e VI o valor da varidvel antes da aclimatizagdo. As plantas sobreviventes que

estavam em boas condi¢des foram transferidas para um foréfito presas ao tronco.

2.5 Analises estatisticas

Os dados do cultivo in vitro com as diferentes concentracoes de extrato e da
aclimatizacao foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de separagdao de médias
(Skott-Knott) a 5% de significancia, com posterior andlise de regressdo, utilizando ambiente

R, na interface RStudio, versdo 4.0.2.

3. Resultados e discussao

3.1 Efeito do extrato no crescimento
Apds 270 dias de cultivo das plantas de M. flavescens, o observou-se que o maior
incremento no numero de folhas ocorreu no tratamento com a maior concentracdo do extrato

(100%), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Para a altura da parte aérea, a maior
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média foi obtida no tratamento controle (auséncia de extrato), diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos (Tabela 1).

Por outro lado, para as variaveis comprimento do sistema radicular e massa fresca, as
maiores médias ocorreram na auséncia e com 100% de extrato, diferindo das demais
concentragOes (Tabela 1). Para as varidveis nimero de raizes e nimero de brotos, ndo houve
diferencga significativa entre as médias dos tratamentos com diferentes concentra¢fes do
extrato.

Tabela 1. Valores médios para as varidveis nimero de folhas (NF), altura da parte aérea (APA),
comprimento do sistema radicular (CSR) e massa fresca (MF) para plantas de Miltonia flavescens
cultivadas em meio de cultura suplementado com diferentes concentrac@es de extrato aquoso de ora-
pro-nobis (Pereskia aculeata), ap6s 270 dias de cultivo.

Extrato Variaveis
(%) NF éﬁg ?c?nli MF (g)
Controle 7,6 b 32a 24a 95,4 a
25 6,4 c 2,2b 1,8b 57,0b
50 6,9 c 1,9b 1,6 b 57,6 b
75 7,4Db 2,2b 1,8b 60,0 b
100 82a 2,5b 2,2 a 86,7 a
CV (%) 5,31 16,78 12,13 22,45

* Médias seguidas de letras distintas nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
Fonte: Autores.

Para o numero de folhas, maiores incrementos (8,2) foram obtidos no tratamento com
a maior concentracdo do extrato (100%), sendo que, a partir da concentracdo de 25%, a medida
em que foi aumentada a concentracao do extrato no meio de cultura, houve também um gradual
aumento no numero de folhas (Figura 2A). Em relagdo a altura da parte aérea (Figura 2B), as
plantas apresentaram a maior média (3,2 cm) no tratamento controle. A adi¢ao de 25% e 50%
de extrato no meio de cultura ocasionou a diminuig@o da altura das plantas e do comprimento
das raizes. No entanto, a partir da concentracao 75% pode-se notar novamente um aumento nas
médias das varidveis.

As folhas estdo diretamente relacionadas a atividade fotossintética nas plantas
(Furlani, 2004) e, dessa forma, um incremento no nimero de folhas pode contribuir para o seu
desenvolvimento in vitro (Amatuzzi et al., 2020) e sua sobrevivéncia no periodo ex vitro. No
trabalho de Oliveira et al. (2013), no qual avaliou-se a composi¢do mineral de folhas de ora-
pro-nobis, foram observados altos niveis de fosforo, zinco e magnésio. O magnésio exerce
fun¢do estrutural, localizado no centro da molécula de clorofila, sendo encontrado em
abundancia nas folhas (Furlani, 2004) e podendo assim estar relacionado ao incremento de

folhas com o aumento das concentragdes do extrato no meio de cultura.
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Figura 2. Numero médio de folhas (A) e altura da parte aérea (B) de plantas de Miltonia flavescens ap6s
270 dias de cultivo em meio MS %2 com extrato (controle, 25, 50, 75 e 100%) de Pereskia aculeata.
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Fonte: Autores.

Charoenwattana e¢ Petprapai (2013) avaliando os efeitos da utilizagdo do extrato
etanolico das folhas de Lotus combinado com quitosana, no cultivo in vitro de hibridos de
Dendrobium (Orchidaceae), obtiveram resultados positivos com incremento no nimero de
folhas das plantas cultivadas ap6s quatro semanas na presenga do extrato vegetal, diferindo
significativamente do tratamento controle, de forma semelhante aos resultados encontrados no
presente estudo.

Com relagdo ao numero de raizes (Figura 3A), a presenga do extrato em diferentes
concentracdes nao levou a um aumento significativo na sua formacdo em nenhum dos
tratamentos. Porém, a maior média para o nimero de raizes (5,0) foi obtido no tratamento
controle sem a presenca do extrato. Quanto ao comprimento do sistema radicular (Figura 3B),
a maior média (2,4 cm) nas plantas foi obtida no tratamento controle. Novamente, a adi¢ao de
25 e 50% de extrato no meio de cultura ocasionou a diminui¢dao da altura das plantas e do
comprimento das raizes. No entanto, a partir da concentragdo 75% pode-se notar um aumento
nas médias das variaveis.

Figura 3. Numero de raizes (A) e comprimento do sistema radicular (B) de plantas de Miltonia
flavescens ap6s 270 dias de cultivo em meio MS % com extrato (0, 25, 50, 75 e 100%) de Pereskia
aculeata.

55 A 3 B
y =3,6571x2- 4,4571x + 5,0571 y=2,7429x2- 2,9029x + 2,3829
5¢. R2=0,8319 £ R2 = 0,9894
. 5 25 4
@ 45 &~ .
: ]
.g . @ E o
T o
8 T _— es 2
E .................. - 3 [} . ‘.‘.,_...'
o 35 ° GE’ = T et
£ =8 15
] [= 1
4 3 £
o
Q
25 1
0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Concentracgéo de extrato (%) Concentragéo de extrato (%)

Fonte: Autores.
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Resultado semelhante aos encontrado neste estudo foi obtido no trabalho de Ribeiro
(2005), com cultivo de orquideas do género Cattleya em meio de cultura suplementado com
diferentes concentracdes de boro e zinco. O autor justifica este resultado a um provavel
desbalang¢o nutricional causado pelos nutrientes no meio de cultura a medida em que se
aumentava a concentragdo dos minerais, principalmente do zinco. Sabe-se que plantas de ora-
pro-nébis possuem em suas folhas elevadas quantidades de minerais como ferro, zinco,
magnésio, boro, entre outros (Takeiti et al., 2009; Madeira et al., 2016), o que pode ter causado
tal desbalango, gerando o resultado observado.

Amatuzzi (2018), com cultivo in vitro de Epidendrum secundum (Orchidaceae),
demonstrou que a adigéo do extrato da alga Ulva fasciata ao meio de cultura exerceu um efeito
deletério, inibindo o desenvolvimento das plantas, de modo que nas maiores concentracfes de
extrato as plantas apresentaram tamanhos menores, de forma inversamente proporcional. Da
mesma maneira, 0 aumento da concentracdo do extrato no meio de cultura provocou diminuicao
no desenvolvimento da raiz. Tais dados corroboram com os encontrados no presente estudo,
onde o controle foi 0 mais eficaz no crescimento de parte aérea e raizes, apesar de um acréscimo
voltar a ser observado na maior concentracéo do extrato.

De modo semelhante, o resultado obtido em relagcdo a massa fresca das plantas (Figura
4A) demonstra uma perda drastica da massa nos tratamentos com 25%, 50% e 75%, em relag¢ao
ao controle, onde foi obtida a maior média para a massa (95,4 g), seguido do incremento na
massa no tratamento com a maior concentragao de extrato (100%). Resultados similares foram
descritos no trabalho de Amatuzzi et al. (2020), onde as plantulas de Epidendrum secundum
(Orchidaceae), submetidas a tratamentos com maiores concentragdes de extrato de algas (100
mg.L "), apresentaram uma massa fresca inferior a média da massa obtida para a mesma variavel
no controle, ou seja, na auséncia do extrato.

Quanto ao aumento da massa no tratamento com a maior concentracdo do extrato,
novamente, esta tendéncia pode indicar que na concentracdo de 100%, possivelmente os
elementos minerais presentes no extrato vegetal de P. aculeata interagem com 0s macro €
micronutrientes ja presentes no meio de cultura, influenciando no incremento de massa das
plantas cultivadas em altas concentra¢des de extrato.

No caso da varidvel namero de brotos (Figura 4B), observou-se um pequeno
incremento proximo a maior concentracdo de extrato (0,1), porém nao houve diferenca
significativa em rela¢do aos demais tratamentos. Além disso, esta varidvel apresentou valores
de média muito reduzidos, uma vez que praticamente ndo houve formagao de brotagdes nas

plantas.
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Figura 4. Massa fresca (A) e nimero de brotos (B) de plantas de Miltonia flavescens ap6s 270 dias de
cultivo em meio MS % com extrato (0, 25, 50, 75 e 100%) de Pereskia aculeata.
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Fonte: Autores.

Estudos com cultivo in vitro de orquideas utilizando outros extratos de origem vegetal,
como por exemplo a dgua de coco, revelaram um efeito eficiente desse extrato na promogao do
crescimento in vitro, por conter quantidades consideraveis de mio-inositol, citocininas,
nucleotideos e outros compostos organicos (Silva et al., 2016), os quais agem diretamente no
desenvolvimento de plantas in vitro. No entanto, as folhas de ora-pro-nobis sdo compostas
sobretudo de elementos minerais, principalmente célcio, ferro, potassio, magnésio, zinco,
fosforo, boro e manganés, além de um alto teor de proteinas (Oliveira et al., 2013; Takeiti et al.,
2009). Estas substancias podem ser benéficas para a suplementagdo do meio, mas,
diferentemente do que acontece com a agua de coco, sdo incapazes de produzir morfogénese
por si s sem a presenca de fitorreguladores, semelhante ao descrito no trabalho de Franco e

Echart-Almeida (1998), utilizando extrato de batata.

3.2 Aclimatizagao

Apods 30 dias de aclimatizagdo, as plantas provenientes de todos os tratamentos
apresentaram 100% de sobrevivéncia (Tabela 2), demonstrando que a manutencao das plantas
em um ambiente provido de cobertura para preservar a umidade durante o primeiro més de
aclimatizacdo, um dos mais criticos, foi vantajosa para o periodo inicial. Além disso, altas taxas
de sobrevivéncia indicam que o cultivo com extrato de P. aculeata nao possui efeito deletério
nas plantas durante o periodo de aclimatizacao inicial (30 dias).

Elevados percentuais de sobrevivéncia também foram obtidos aos 60 e 90 dias de
aclimatizacdo, com excecdo daquelas cultivadas com 100% de extrato apdés 90 dias de
aclimatizacdo, as quais apresentaram uma queda no percentual de sobrevivéncia, diferindo

significativamente dos demais tratamentos (Tabela 2). Estas plantas (cultivadas com 100% de
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extrato) foram as que apresentaram na fase de cultivo in vitro um maior numero de folhas. As
folhas, no vegetal, s3o os 6rgaos por meio dos quais ocorre o processo de transpiragdo da planta
(Taiz et al., 2017), por isso, uma hipotese a ser considerada ¢ o fato de que um maior numero
de folhas nas plantas submetidas a este tratamento, ocasionou um consequente aumento na taxa

de transpiragdo, contribuindo para um maior estresse hidrico nestas plantas.

Tabela 2. Porcentagem de sobrevivéncia de plantas de Miltonia flavescens provenientes de diferentes
tratamentos com extratos de Pereskia aculeata durante a aclimatizacéo.

Extrato Sobrevivéncia (%)
(%) 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
Controle 100 a 96 a 92 a 54 a
25 100 a 100 a 100 a 25a
50 100 a 100 a 87 a 29 a
75 100 a 96 a 96 a 54 a
100 100 a 96 a 58D 20 a
CV (%) 0 6,63 11,66 66,34

* Medias seguidas de letras distintas nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
Fonte: Autores.

No estudo de Dorneles e Trevelin (2011), plantas de orquidea da espécie Cattleya
intermedia Lindl. aclimatizadas pelo periodo de 90 dias tendo como substrato o esfagno,
apresentaram 53% de sobrevivéncia. Para as espécies Sophronitis cernua Lindl. e Brassavola
flagellaris Barb. Rodr. aclimatizadas e cultivadas em substrato composto por mistura de fibra
de coco e esfagno, as porcentagens de sobrevivéncia foram entre 60 e 80% aos 30 dias e, aos
120 dias, entre 30 e 50% (Ichinose, 2012), corroborando com os resultados encontrados no
presente estudo.

Posteriormente, apos 120 dias de aclimatizagdo, as plantas, de maneira geral,
apresentaram uma diminui¢do da sobrevivéncia, o que pode ser atribuido a elevacao da
temperatura do ambiente e diminui¢do da umidade do ar neste periodo, uma vez que as plantas
ndo foram cultivadas em ambiente com temperatura controlada. Para plantulas da mesma
espécie do presente estudo Stefanello, et al. (2009), encontraram resultados semelhantes apos
60 dias da aclimatizacdo quando se observou uma queda acentuada na taxa de sobrevivéncia,
registrando sobrevivéncia entre 5 e 30% ap6s 90 dias de aclimatizagdo das plantas cultivadas
em diferentes substratos.

A queda acentuada na taxa de sobrevivéncia das plantas apds 30 e 60 dias pode ser
atribuida a retirada do plastico de cobertura das bandejas (Stefanello et al., 2009), aliado a um
estresse hidrico nas plantas pela baixa umidade relativa do ar. Colombo et al. (2005),

evidenciaramm que a forma de irrigacdo neste periodo também influencia na sobrevivéncia,
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descrevendo uma baixa taxa de sobrevivéncia de plantulas do hibrido Cattleya guttata Lindl, x
Laelia tenebrosa Lindl. (Orchidaceae) submetidas a irrigacdo manual, sendo o ideal, segundo
0s autores, um sistema automatico que forneca irrigacdo intermitente, homogénea e constante.

Lemes (2015) ao estudar a aclimatizacdo de M. flavescens em substrato composto por
esfagno e fibra de coco, avaliou os efeitos da aclimatizagdo intermediaria das plantas, obtendo
resultados positivos e com elevada taxa de sobrevivéncia em plantas submetidas a pré-
aclimatizagao por 30 dias, em sala de crescimento, com temperatura, fotoperiodo e radiagao
controladas e homogéneas, validando o fato de que a manutencdo das plantas em local sem
grandes variagdes nas condigdes ambientais ¢ um fator determinante para o sucesso da
aclimatizagdo.

Altas taxas de mortalidade no periodo ex vitro podem ser explicadas pelas inimeras
alteracdes morfoldgicas, anatdmicas e fisiologicas que as plantas sofrem quando sdo retiradas
no ambiente in vitro, onde apresentam, tamanho e area foliar reduzidos, estomatos nao
funcionais, entre outros fatores (Bandeira et al., 2007), que podem influenciar diretamente na
capacidade das plantas de sobreviver a condigdes adversas ou de estresse ambiental e hidrico.

A taxa de crescimento, obtida da relagdo entre o tamanho final e inicial das plantas
durante o periodo de aclimatizacdo registrado estd expressa na Tabela 3. Apesar de uma taxa
consideravel de mortalidade das plantas, principalmente apds os 90 dias, as plantas que
sobreviveram apresentaram incremento na formacao de parte aérea e sistema radicular (Figura
5). As plantas que foram cultivadas in vitro com 50% e 25% do extrato suplementado ao meio
de cultivo, foram as que apresentaram maior crescimento, com 1,3 e 1,1 cm de acréscimo na

parte aérea e 0,7 cm no comprimento do sistema radicular, respectivamente.

Tabela 3. Relagdo dos tamanhos médios (taxa de crescimento) para as varidveis altura da parte aérea
(APA) e comprimento do sistema radicular (CSR), a partir das médias das plantas para estas variaveis
antes da aclimatizacdo e ap6s 120 dias de aclimatizagdo em substrato do tipo musgo. A relacéo foi
calculada e esta expressa na tabela pela formula R=(VF-VI).

R=(VF-VI)
Extrato (%) APA (cm) CSR (cm)
Controle 0,2 0,2
25 1,1 0,7
50 1,3 0,7
75 0,3 0,1
100 0,2 0,2

Fonte: Autores.
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Figura 5. Aspecto das plantas de Miltonia flavescens cultivadas em diferentes concentragdes do extrato
aquoso de ora-pro-nobis apds 120 dias de aclimatizacéo.
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Fonte: Autores.

Tais resultados evidenciam que, apesar do menor crescimento de parte aérea e sistema
radicular durante o periodo in vitro em meio de cultura acrescido de 25% e 50% de extrato de
ora-pro-nobis, as plantas provenientes destes tratamentos foram as que obtiveram maiores
incrementos nestas varidveis de crescimento quando cultivadas ex vitro por 120 dias,
demonstrando que, nestas concentragdes, o efeito benéfico do extrato pode ser maior a longo
prazo. Portanto, o acréscimo do extrato parece ser vantajoso visto que permitiu maior
crescimento das plantas em virtude da suplementagdo mineral que as plantas receberam neste
periodo. Por se tratarem de plantas de metabolismo e desenvolvimento lento, o processo de
aclimatizagdo também demanda um longo periodo (Faria et al., 2012) para que apresente
resultados positivos em termos de crescimento de plantas desta espécie.

Sousa et al. (2015), descreveram para Brassavola tuberculata, cultivada com a
utilizacdo de auxina e aclimatizada em substratos esfagno, fibra de coco e ambos combinados,
que a média geral dos incrementos das variaveis de crescimento foi positiva, apds 210 dias de
aclimatizacdo, semelhante ao presente trabalho que, apesar de uma taxa de mortalidade
consideravel em alguns tratamentos, em todos eles houve incremento na altura da parte aérea e
comprimento do sistema radicular durante a etapa de aclimatizagao.

A transferéncia das plantas sobreviventes a aclimatizagdo para forofitos nao foi
avaliada em termos quantitativos, porém evidenciou que as plantas de M. flavescens germinadas
e propagadas in vitro cresceram bem e sdo passiveis de serem reintroduzidas em ambientes
naturais (Figura 6). Contudo, sugere-se maiores estudos e monitoramento, uma vez que a

r

bibliografia ainda ¢ escassa acerca dos processos de reintrodugdo de espécies ameagadas
cultivadas in vitro, sendo a adaptagao das plantas aos forofitos um dos principais obstaculos do

processo (Dorneles & Trevelin, 2011).
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Figura 6. Plantas de Miltonia flavescens sobreviventes a aclimatizagao presas ao forofito.

Fonte: Autores.

4. Conclusao

O extrato aquoso de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) ndo apresentou efeito
significativo na maioria das varidveis no crescimento in vitro de Miltonia flavescens (Lindl.)
Lindl. Para o incremento no niumero de folhas, durante o periodo do cultivo in vitro, o
tratamento com uma alta concentragdo do extrato (100%) no meio de cultura pode ser
considerado vantajoso. No entanto, esta elevada concentragdo demonstrou nao ser tdo eficiente
a longo prazo, na sobrevivéncia e crescimento das plantas pds periodo in vitro.

O cultivo in vitro com extrato também nao exerceu efeitos significativos no crescimento
das plantas durante a aclimatizagdo. Porém, as concentragdes de 25% e 50% foram as que
apresentaram melhores resultados no incremento de parte aérea e sistema radicular apds 120
dias de aclimatizacdo, mostrando-se benéficas a longo prazo e podendo assim ser indicadas para

o cultivo da espécie.
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ARTIGOI -A(}AQ DE REGULADORES DE CRESCIMENTO NO CULTIVO IN VITRO
E ACLIMATIZACAO DE Miltonia flavescens (LINDL.) LINDL. (ORCHIDACEAE)

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a agao de reguladores de crescimento no cultivo in
vitro e aclimatizacao de Miltonia flavescens, a fim de otimizar a multiplicacdo visando
possiveis programas de reintrodugdo. Os tratamentos utilizados consistiram de meio
de cultura acrescido de Thidiazuron (0; 0,5; 1, 2 e 4 mg.L") e Acido Indolbutirico (0;
0,5; 1, 2 e 4 mg.L"), combinados entre si, totalizando 25 tratamentos. Apds 270 dias
de cultivo, dados de crescimento foram coletados e as plantas aclimatizadas em
substrato do tipo musgo. A cada 30 dias, avaliou-se a taxa de sobrevivéncia e coletou-
se exemplares das plantas para fixagcao e producao de laminas para posterior analise
anatébmica. Os dados coletados das variaveis de crescimento in vitro e aclimatizacao
foram submetidos a analise de variancia e teste de separagao de médias. O cultivo
em meio de cultura MS ' suplementado com 4 mg.L-" de AIB (Acido Indolbutirico), na
auséncia de TDZ (Thidiazuron) levou a maiores incrementos nas variaveis altura da
parte aérea, comprimento do sistema radicular e numero de raizes. O numero de
folhas foi significativamente superior em meio de cultura com 2 e 4 mg.L*! de AIB,
também na auséncia de TDZ. Por outro lado, a adicdo de TDZ ao meio de cultura, em
diferentes concentragdes, inibiu o0 crescimento da parte aérea e das raizes, mas
otimizou sobretudo a presencga de brotos nas plantas. Apés 30 dias de aclimatizagao,
os melhores resultados ocorreram nas plantas tratadas apenas com AIB. Nas plantas
tratadas com AIB, nota-se que a estrutura anatdbmica é semelhante aquelas do
tratamento controle, exceto pela visualizacdo da formacao de raizes laterais.

Palavras-chave: Micropropagacéo, meios de cultivo, Acido Indolbutirico, Thidiazuron.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the influence of growth regulators in in vitro
cultivation and acclimatization of Miltonia flavescens, in order to optimize the
multiplication aiming at possible reintroduction programs. The instruments used
consisted of culture medium incremented with the concentrations of Thidiazuron (0O;
0.5; 1, 2 and 4 mg."") and Indolbutyric Acid (0; 0.5; 1, 2 and 4 mg."* '), combined with
each other, totaling 25 treatments. After 270 days of cultivation, growth data were
collected and the plants acclimated to a moss-like substrate. Every 30 days, the
survival rate was evaluated and specimens of the plants were collected for slide
production for later anatomical analysis. The data collected from the variables of in
vitro growth and acclimatization were reported to the analysis of variance and means
separation test. Cultivation in MS % culture medium supplemented with 4 mg.L-" of
IBA, in the absence of TDZ, led to greater increases in the variables of height of the
aerial part, length of the root system and number of roots. The number of leaves was
significantly higher in culture medium with 2 and 4 mg.L™" of IBA, also in the absence
of TDZ. On the other hand, the addition of TDZ to the culture medium, at different
levels, inhibited the growth of the aerial part and the roots, mainly optimizing the
presence of shoots in the plants. After 30 days of acclimatization, the best results
occurred in plants treated with IBA only. In plants treated with IBA, it is noted that the
anatomical structure is similar to those of the control treatment, except for the
visualization of the formation of lateral roots in those treated with IBA.

Keywords: Micropropagation, culture medium, Indolbutyric Acid, Thidiazuron.
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1 INTRODUCAO

A familia Orchidaceae € apontada como uma das familias botanicas mais
representativas em numero de espécies e possui grande importancia econémica,
ornamental e, sobretudo, ecoldgica. As orquideas participam de interagdes ecologicas
fundamentais relacionadas a polinizacdo e sao excelentes bioindicadoras de
qualidade ambiental, por serem sensiveis as alteragbes antropicas causadas nos
ecossistemas (KROMER; GARCIA-FRANCO; TOLEDO-ACEVES, 2014).
Orchidaceae é também uma das familias que apresenta maior abundancia de
espécies epifitas na Mata Atlantica (RAMOS et al., 2019). Miltonia flavescens (Lindl.)
Lindl., € uma orquidea nativa epifita encontrada sobretudo nas regides sul e sudeste
do Brasil (van den BERG, 2021), estando hoje ameagada devido a coleta
indiscriminada e ao desmatamento e fragmentacao de seu ambiente natural (LEMES
et al., 2015).

Como forma de mitigar esses problemas, buscam-se ferramentas de
propagacao e cultivo destas espécies, sendo uma delas a semeadura e o cultivo in
vitro (FEHER, 2019). A técnica esta baseada no principio de que células ou partes da
planta sdo capazes de se diferenciar em qualquer tipo de célula do organismo
(CONDIC, 2014; FEHER, 2019) e sdo induzidas a se desenvolver assepticamente,
em um meio nutritivo e sob condi¢des controladas de luz e temperatura (CARVALHO
et al., 2011; CARDOSO; GERALD; TEIXEIRA DA SILVA, 2018).

O meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) tem se mostrado
eficiente na germinacdo e crescimento inicial de Miltonia flavescens (LEMES et al.,
2020) bem como na regeneragao de plantas a partir apices radiculares e segmentos
foliares (STEFANELLO et al., 2009). Além disso, substancias reguladoras de
crescimento com funcao similar aos horménios podem ser adicionadas ao meio de
cultura a fim de potencializar o desenvolvimento das plantas e induzir respostas
fisiolégicas, como por exemplo alongamento de parte aérea, crescimento de raizes e
indugao de brotos (CID; TEIXEIRA, 2015).

Dentre os reguladores de crescimento mais empregados no cultivo in vitro
estdo as citocininas e as auxinas, sendo que a combinagao entre eles desempenha
papel importante no sucesso da regeneracéo de plantas (HILL; SCHALLER, 2013).
As citocininas fazem parte de um grupo de substancias responsaveis principalmente

pela divisdo celular, ao passo que as auxinas estdo relacionadas aos processos
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fisiolégicos que desencadeiam sobretudo, o crescimento dos érgaos vegetativos (CID,
2015).

Nesse contexto, destaca-se a utilizagdo do Thidiazuron ou TDZ [1-fenil-3-
(1,2,3-tiadiazol-5-il) ureia], que tem demonstrado efeito similar ao das citocininas,
atuando sobretudo na formacéo de brotagdes adventicias (CID, 2015) e no caso das
orquideas, promove a formacdo de “protocorm-like-bodies” (PBLs), tipo de
germinagdo caracteristica das orquideas, que produz protocormos, que sao
convertidos em plantas (KUNDU; GANTAIT, 2018). O acido indolbutirico ou AIB (4cido
indol-3-butirico) € uma auxina promotora do alongamento da parte aérea e do sistema
radicular, bem como da formacgao de raizes adventicias (CID; TEIXEIRA, 2015) tendo
apresentado resultados positivos no incremento do sistema radicular de diferentes
espécies de orquideas (CAMARGO et al. 2015; FERREIRA et al, 2017).

Resultados positivos em protocolos de cultivo de orquideas vao além do
periodo in vitro e muitas delas necessitam ser aclimatizadas de forma gradual para
que suportem as alteragbes e sejam capazes de sobreviver em condi¢gdes naturais
(SORGATO et al., 2015; ALVES, 2018), sofrendo influéncia de outros fatores como o
tipo de substrato empregado (MACEDO et al., 2014; KANG et al., 2020). De acordo
com Breda e Ferraz (2011), no processo da aclimatizacdo muitas plantas sao
perdidas, pois o ambiente externo possui condigcdes de maior luminosidade e menor
umidade e, por isso, as orquideas precisam desenvolver mecanismos de ajuste para
que consigam absorver nutrientes de forma eficiente garantindo sua sobrevivéncia.
Para isso, busca-se estudar a aclimatizagao levando em conta as particularidades de
cada especie.

O declinio populacional e a consequente ameaca aliados a caréncia de
estudos que detalhem procedimentos de conservagao e reintroducdo de Miltonia
flavescens, confirmam a importancia da otimizacdo de protocolos para a sua
propagacao in vitro e aclimatizacdo, além do conhecimento das altera¢cdes anatébmicas
durante a transferéncia para o ambiente ex vitro. Diante do exposto, este estudo teve
0 objetivo de avaliar a agao de reguladores de crescimento no cultivo in vitro e
aclimatizacao de Miltonia flavescens, a fim de otimizar a multiplicacdo visando

possiveis programas de reintrodugao.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAL DE CULTIVO E OBTENGAO DAS PLANTULAS

Os experimentos de cultivo in vitro foram realizados nos Laboratérios de
Anatomia e Morfologia Vegetal e de Micologia Aplicada e Plantas Medicinais, da
Universidade Federal do Parana, Setor Palotina, Palotina, PR, durante o periodo de
agosto de 2019 a junho de 2020. As analises anatdomicas de folhas e raizes foram
realizadas no Laboratério de Botanica da Universidade Estadual do Oeste do Parana,
UNIOESTE, Cascavel, PR.

As plantulas de Miltonia flavescens utilizadas possuiam seis meses de idade,
0,5 cm de comprimento (trés folhas e uma raiz) e foram obtidas a partir da germinacao
in vitro de sementes provenientes de polinizagao cruzada. A germinagao e o cultivo
inicial ocorreram em meio de cultura basal MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com
metade da concentragdo de macronutrientes e micronutrientes (MS ’%2) acrescido de

sacarose (30 g.L") e solidificado com agar bacteriolégico Dinamica® (7 g.L™").

2.2 THIDIAZURON E ACIDO INDOLBUTIRICO NO CRESCIMENTO /N VITRO

O meio de cultura de multiplicagdo foi composto por sais do MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentragdo de macronutrientes e
micronutrientes (MS %) acrescido de sacarose (30.g L), agar (7.g L") e das
concentragdes de Thidiazuron (0; 0,5; 1, 2 e 4 mg.L™") e Acido Indolbutirico (0; 0,5; 1,
2 e 4 mg.L"), combinados entre si, totalizando 25 tratamentos. Distribuiu-se 30 mL de
meio de cultura em frascos de vidro com capacidade para 100 mL. O pH do meio foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.

O delineamento experimental foi fatorial 5x5, sendo cinco concentragdes de
TDZ e cinco concentragdes de AIB, e a unidade experimental consistiu em um vidro
contendo dez plantas e cinco repeticées (Figura 1). O cultivo ocorreu em sala de
crescimento com temperatura média de 24 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas com
intensidade luminosa de 40 pmol m s-! fornecida por meio de duas lampadas brancas
fluorescentes de 40 W cada.

A cada 90 dias foi realizado o subcultivo no mesmo meio de cultura e apés
270 dias, foram coletados os dados das variaveis de crescimento: altura da parte
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aérea (cm) e comprimento do sistema radicular (cm), numero de folhas, raizes e brotos

e massa fresca (Q).

Figura 1. Cultivo com reguladores de crescimento. A = Frascos dos diferentes tratamentos; B = Plantas
no inicio do cultivo.

2.3 ACLIMATIZACAO

Para o experimento de aclimatizacdo, foram utilizadas plantas de Miltonia
flavescens do experimento anterior submetidas aos tratamentos com todas as
concentragdes de AIB e com 0 e 0,5 mg.L"' de TDZ, uma vez que estas plantas
possuiam raizes desenvolvidas ou iniciando seu desenvolvimento, sendo assim mais
adequadas para ao processo de aclimatizacdo. As plantas tratadas apenas com TDZ
nao foram aclimatizadas por serem apresentarem tamanho muito reduzido.

O acompanhamento da aclimatizagao ocorreu no municipio de Toledo, PR nas
coordenadas 28° 05' 56" S e 48° 40' 30" O, em area interna, iluminada com luz natural
e ao abrigo do sol, em temperatura ambiente durante o periodo de junho a setembro
de 2020.

Trinta plantas de cada tratamento, com aproximadamente 4 cm de altura,
foram retiradas dos frascos de cultivo, passando por lavagem em agua corrente para
retirada do meio de cultura e avaliadas quanto a altura da parte aérea (cm) e
comprimento do sistema radicular (cm) para posterior comparag¢ao dos valores iniciais
e finais para cada variavel.

As plantas foram dispostas em bandejas de poliestireno com furos na base,
sendo uma planta por unidade da bandeja (12,25 cm? e altura de 5,5 cm), preenchidas
com substrato do tipo musgo e cobertas com plastico transparente (Figura 2),
recebendo irrigagdo com pulverizador manual uma vez ao dia, até o completo

molhamento das plantas e do substrato.
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Apos 15 dias de cultivo ex vitro as plantas passaram a receber, com o auxilio
de um pulverizador manual (até o completo molhamento), adubacgao foliar com 1,0
mL.L-" de NPK 10-10-10 acrescido dos seguintes micronutrientes: ferro (0,1%), zinco
(0,1%), cobre (0,1%), enxofre (0,3%) e manganés (0,5%). Ao completar 30 dias, o

plastico de cobertura foi retirado.

d o o
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Figura 2. Plantas aclimatizadas. A = detalhe das plantas e substrato; B = Bandejas cobertas com
plastico no periodo inicial de aclimatizacéo.

O percentual de sobrevivéncia foi avaliado a cada 30 dias e, apés 90 dias, as
plantas sobreviventes foram transferidas para um foréfito do género Pyrus sp. onde
foram presas ao tronco, protegidas da incidéncia solar direta e recebendo irrigacao

uma vez ao dia, a fim de avaliar a sobrevivéncia e a possibilidade de repovoamento.

2.4 ANALISE ANATOMICA

Para as analises anatbmicas, uma amostra de raizes e folhas do tratamento
controle (auséncia de reguladores de crescimento) e do tratamento com 4 mg.L"" de
AIB de diferentes periodos (inicial apds retirada do cultivo in vitro, 30 dias e 60 dias
de aclimatizagao) foram retiradas a fim de se avaliar o efeito da auséncia e da maior
concentragao de auxina (AIB) nas plantas. As amostras foram fixadas em FAA 50
(formaldeido, acido acético glacial, etanol 50%) (Johansen, 1940) e conservadas em
etanol 70%. Por¢des da regido mediana desses 6rgaos foram desidratadas em séries
crescentes de alcool etilico, sendo infiltradas e incluidas em historesina (Leica
Historesin Embedding Kit, Nussloch, Germany), conforme recomendag¢des do
fabricante. Posteriormente, foram realizadas seccgdes transversais seriadas do

material incluido com micrétomo rotativo (Modelo RM 2245, Leica Microsystems
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Nusslocj GmBH, Nussloch, Germany) utilizando navalha de tungsténio, espessura 5
pm.

As secgbes anatdbmicas foram coradas com azul de toluidina 0,05% (Feder &
O’'Brien 1968) e montadas em resina sintética Entellan® (Merck, Darmstadt,
Germany). As laminas foram analisadas em microscopia de luz, sendo realizada a
captura das imagens com auxilio de camera digital DP041 acoplada ao

fotomicroscopio Olympus Bx70, utilizando o programa DP Controller.

2.5 COLETA DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados das variaveis de crescimento in vitro foram submetidas a
andlise de regresséo utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2011) e os dados
de aclimatizacdo foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de
separacado de médias Skott-Knott a 5% de significancia, utilizando ambiente R, na

interface RStudio, versdo 4.0.2.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DO TDZ E AIB NO CRESCIMENTO IN VITRO

Transcorridos 270 dias de cultivo in vitro, as variaveis de crescimento das
plantas de M. flavescens foram significativamente influenciadas pelos tratamentos
com os reguladores de crescimento. Para as variaveis niumero de folhas (Figura 3A)
e altura da parte aérea (Figura 3B), houve interacédo significativa entre os reguladores
de crescimento no meio de cultura e os dados apresentaram um comportamento
quadratico decrescente, em que, conforme o aumento da concentragcdo do TDZ no

meio de cultura, o niUmero de média das variaveis caiu.
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Figura 3. Efeito da interagdo dos reguladores de crescimento TDZ e AIB no nimero de folhas (A) e na
altura da parte aérea (B) das plantas de M. flavescens submetidas as diferentes combinacdes destes
reguladores in vitro.

Em relacdo ao numero de raizes (Figura 4A) e o comprimento do sistema
radicular (Figura 4B) os dados novamente evidenciaram uma interacdo significativa
entre os reguladores, com um decréscimo das médias das variaveis com o aumento
do TDZ no meio de cultura, sendo as maiores médias obtidas com a maior
concentracéo de AIB.

Os efeitos observados podem ser atribuidos a acdo do AIB como auxina,
responsavel principalmente pelo alongamento celular, gerando crescimento de parte
aérea e, principalmente, o enraizamento de plantas (CID; TEIXEIRA, 2015). Entre os

reguladores de crescimento do grupo das auxinas, o AIB é descrito como um dos mais
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responsivos em relacdo a inducdo de enraizamento em explantes de culturas de
tecidos (LEMOS, 2015) tendo resultado positivo também para orquideas (SANTOS;
FERREIRA; MARQUES, 2010; CAMARGO et al. 2015).
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Figura 4. Efeito da interacé@o dos reguladores de crescimento TDZ e AIB no niumero de raizes (A) e no
comprimento do sistema radicular (B) das plantas de M. flavescens submetidas as diferentes
combinacdes destes reguladores in vitro.

J& para o numero de brotos, as analises demonstraram que nao houve
interacao significativa dos reguladores de crescimento no meio de cultura e, portanto,
os fatores foram analisados separadamente. Em relacdo ao TDZ, os dados
apresentaram um comportamento linear significativo, sendo que, a medida em que
aumentou-se a concentracao de TDZ no meio de cultura, 0 nUmero de brotos também

aumentou (Figura 5A). Ja em relacdo ao AIB, ndo houve efeito significativo do
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regulador no niumero de brotos das plantas, de acordo com a analise de regressao
(Figura 5B), sendo que o valor médio verificado para a variavel foi de 0,2 brotos no
tratamento com 0,5 mg.L* de AIB. Diante disso, observa-se que uma concentragcdo
mais elevada de TDZ confirma sua agdo como citocinina, gerando um aumento no

numero de brotos.
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Figura 5. Efeito das diferentes concentracdes dos reguladores de crescimento TDZ (A) e AIB (B) no
namero de brotos das plantas de M. flavescens cultivadas in vitro.

Da mesma forma, a variavel massa fresca ndo apresentou interacdo entre 0s
fatores de acordo com a andlise de regressao e também nao houve efeito significativo
para nenhum dos reguladores analisados. Em relagédo ao TDZ (Figura 6A), o0 maior
numero de média encontrado para massa fresca foi de 0,121 g no tratamento com a

maior concentracdo de TDZ e, em relacdo ao AIB (Figura 6B), a maior média foi de
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0,212 g, também no tratamento com a maior concentracédo do regulador.

Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de que mesmo as plantas
com a parte aérea e sistema radicular pouco desenvolvidos, apresentaram uma maior
quantidade de brotacdes, fator que também influencia no incremento de massa. No
entanto, a maior média para a massa fresca foi encontrada no tratamento com 4 mg.L"
1 TDZ + 0.5 mg.L! AIB, o qual apresentou valores médios elevados no
desenvolvimento de parte aérea e, a0 mesmo tempo, no niamero de brotos, o0 que

contribuiu para o aumento da massa.
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Figura 6. Efeito das diferentes concentracdes dos reguladores de crescimento TDZ (A) e AIB (B) na
massa fresca das plantas de M. flavescens cultivadas in vitro.
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A partir das analises, verificou-se que concentracdes mais elevadas de AIB
levaram a diminuicdo na formacao de brotos, da mesma forma que a formacéo de
raizes e desenvolvimento da parte aérea ndo foram favorecidas pelo aumento na
concentracdo do TDZ. N&o houve crescimento de raizes quando o TDZ estava
presente no meio de cultura, seja ele isolado ou em combinacdo com as
concentracbes de TDZ testadas. A interacdo auxina-citocinina no meio de cultura
influencia no tipo de érgao a ser formado nas plantas cultivadas, sendo que plantas
cultivadas em meio com alta raz&o citocinina/auxina tendem a produzir muita brotacéo
e poucas raizes, enquanto que as plantas cultivadas em meio com alta razéo
auxina/citocinina tendem a produzir muitas raizes e poucos brotos (PINO-NUNES,
2009).

Resultados semelhantes foram encontrados por Asa e Kaviani (2020),
utilizando plantas de Phalaenopsis amabilis (Orchidaceae), onde o meio de cultura
suplementado com 1,6 mg.Lt AIB foi mais adequado para a inducdo de crescimento
de raizes, sendo que ndo houve uma correlagdo positiva entre o AIB e a citocinina
Kinetina para o numero e tamanho de raizes das plantas cultivadas em meio com a
combinacéo destes reguladores.

Da mesma forma, Ferreira et al. (2017), relataram que Alatiglossum
fuscopetalum (Orchidaceae) respondeu positivamente a presenca da auxina, no meio
de cultura, sendo que para o enraizamento o melhor tratamento foi obtido com a
adicdo de 2 mg.L*de AIB, evidenciando o papel classico das auxinas na indugéo da
formacdo de raizes por meio da expanséo celular. Ao mesmo tempo, 0s autores
relataram que os tratamentos com a presenca de citocinina foram inibitorios para tal
variavel.

San, Karakuri e Donmez (2013), utilizando a espécie Myrtus communis,
relataram que meios de cultura MS % contendo TDZ e AIB foram mais eficazes para
a proliferacdo e enraizamento de brotos respectivamente, em comparagdo a outras
auxinas e citocininas testadas. No mesmo contexto, utilizando mirtilo e morango,
Cappelletti, Sabbadini e Mezzetti (2016) obtiveram respostas benéficas na utilizacéo
do TDZ para indugéo de brotos na organogénese destas espécies.

Foi possivel observar ainda que, sem a presenca do TDZ, a medida em que
se aumentou a concentracdo de AIB, houve também incremento no numero de folhas
e raizes, bem como aumento em seu tamanho. Esses dados evidenciam as vantagens

da utilizagdo do AIB como auxina promotora do crescimento e enraizamento das
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plantas. A adicdo de TDZ ao meio de cultura, em diferentes concentracdes, evidencia
a inibicdo do crescimento da parte aérea e das raizes, otimizando sobretudo a
presenca de brotos nas plantas. Porém, no presente estudo, as brotacdes tenderam
a aparecer somente nas concentragdes mais baixas de AIB (de 0 a 1 mg.L?), sendo
que, de maneira geral, as concentracdes maiores de AIB ocasionaram uma queda no
namero de brotos nos tratamentos com a presenca do TDZ (Figura 7).

Figura 7. Aspecto das plantas de Miltonia flavescens cultivadas em diferentes concentracfes e
combinac¢des de reguladores de crescimento acido indolbutirico (AIB) e Thidiazuron (TDZ).

Da mesma forma, Ferreira et al. (2017), para Alatiglossum fuscopetalum
(Orchidaceae), verificaram que o aumento na concentracdo da citocinina BA
(benziladenina) na presenca da auxina AIB provocou uma reducdo no numero de
raizes formadas. Para a orquidea Catasetum macrocarpum, os mesmos efeitos foram
observados, onde a presenca de BA inibiu a formacdo de raizes mesmo havendo
auxina no meio de cultura (FERREIRA et al., 2018). Esses resultados demostram que
para essas espécies, determinadas concentragdes de citocinina no meio de cultura
revertem o efeito indutor de enraizamento das auxinas (ALVES, 2018).
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Os dados descritos neste e em outros trabalhos, demonstram que as espécies
de orquideas podem apresentar uma certa sensibilidade quando expostas a diferentes
concentracdes de reguladores de crescimento no meio de cultura (FERREIRA et al.,
2017). Em geral, a presenca de auxinas e citocininas no meio de forma simultanea
pode favorecer ou inibir certos processos de morfogénese (FERREIRA et al., 2017).
Auxina e citocinina interagem de forma complexa no meio de cultura podendo
determinar véarios aspectos do desenvolvimento das plantas e diferenciacdo de
tecidos, sendo que, muitas vezes, essa interagdo é dependente da resposta de cada
espécie a acdo dos reguladores e do tecido vegetal (PINO-NUNES, 2009).

3.2 ACLIMATIZACAO

Na avaliacao realizada aos 30 dias apds a retirada das plantas do cultivo in
vitro (periodo em que as bandejas com as plantas estavam cobertas com plastico), o
percentual de sobrevivéncia foi elevado, chegando a 100% no grupo controle e nos
tratamentos com 0,5, 2,0 e 4,0 mg.L"" de AIB e auséncia de TDZ. Para os tratamentos
com a combinagao de AIB e TDZ, nenhum deles atingiu 100% de sobrevivéncia, sendo
o maior percentual atingido pelo tratamento com 0,5 mg.L" de AIB + 4,0 mg.L-' de
TDZ, com 76,6%. (Tabela 2).

Apos esse periodo, com a retirada da cobertura plastica, verificou-se a fase
critica na aclimatizagao, com mortalidade de plantas em todos os tratamentos, exceto
no tratamento proveniente com a concentragao mais elevada de AIB e sem a presenca
do TDZ. No segundo més de aclimatizagéo, ocorreu decréscimo da sobrevivéncia das
plantas provenientes de todos os tratamentos (Tabela 2) o que coincidiu com o periodo
de maior temperatura ambiente e menor umidade relativa do ar. Durante os primeiros
sessenta dias de aclimatizagdo, correspondentes aos meses de julho e agosto, a
temperatura maxima foi proxima aos 30°C, enquanto a temperatura minima foi
proxima a 0°C (ACCUWEATHER, 2020).

Os melhores resultados na aclimatizacdo inicial ocorreram nas plantas
tratadas apenas com AIB fato que condiz com os resultados de analise das variaveis
de crescimento in vitro, uma vez que estas foram as plantas que apresentaram
também maior média em numero e comprimento de raizes. Sabe-se que o
condicionamento do sistema radicular é fator determinante para a sobrevivéncia das

plantas durante o periodo de adaptacao ex vitro.
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Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia de plantas de Miltonia flavescens provenientes dos
tratamentos sem a presenca de TDZ e com 0,5 mg.L? de TDZ, em diferentes concentracdes de AlB,
durante a aclimatizacgéo.

Concentracfes de reguladores Sobrevivéncia (%)

(mg.L?Y) 30 dias 60 dias
Controle 0 100,0 41,96 ¢
0,5 100,0 53,32 ¢
1,0 96,6 69,98 b
AlB 2,0 100,0 79,98 b
4,0 100,0 100,0 a

0,5+0,5 70,0 a 0,0

0,5+1,0 56,6 b 0,0

TDZ + AIB 05+2,0 56,6 b 0,0

0,5+4,0 76,6 a 0,0

* Médias seguidas de letras distintas nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
significancia.

Resultados semelhantes quanto a taxa de sobrevivéncia foram descritos para
Brassavola tuberculata (Orchidaceae), cultivada in vitro na presenca de auxina. Apos
210 dias de aclimatizacéo, a espécie apresentou sobrevivéncia de 74% no substrato
do tipo musgo (esfagno), demonstrando que a auxina promoveu a formacgéo de
sistema radicular eficiente para o desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas
durante a aclimatizacdo (SOUSA et al., 2015).

No segundo més de aclimatizacéo, apds a retirada da cobertura plastica das
bandejas houve aumento da mortalidade das plantas que pode ser atribuido a
diminui¢cdo da umidade do ar bem como a elevagao da temperatura ambiente ocorrida
no periodo. Soares (2018) relata que uma grande variagcao térmica na transicao do
ambiente in vitro para o ex vitro pode ser considerada um fator crucial para uma
possivel desestabilizacao funcional das plantas no inicio da aclimatizagao. A condicao
térmica influencia diretamente a fisiologia das plantas, principalmente seu complexo
fotossintético (TAIZ; ZEIGER, 2017).

No periodo de transicdo da condigcdo heterotrofica para a autotrofica, as
plantas estao se adaptando a um substrato com menos disponibilidade de nutrientes
e a instabilidade ambiental (SOARES, 2018) e grandes oscilagdes de temperatura
neste periodo podem simbolizar condicdes fatais para estas plantas. Stefanello et al.
(2009) também relatam que plantas da mesma espécie deste estudo, apresentaram
elevada mortalidade ap0s 60 dias da aclimatizacdo, com queda acentuada na taxa de
sobrevivéncia, registrando sobrevivéncia entre 5 e 30% apods 90 dias de aclimatizacao

em diferentes substratos.
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Apesar da alta taxa de mortalidade, atribuida possivelmente as condi¢des
ambientais no periodo ex vitro, relata-se efeitos benéficos dos reguladores de
crescimento, sobretudo do AlB, e sua importancia no desenvolvimento de plantas bem
preparadas para a aclimatizacdo, com um sistema radicular bem desenvolvido.

O tratamento com TDZ também foi benéfico, sobretudo no incremento de
brotos, porém esta caracteristica ndo é relevante em termos de aclimatizagcéo e
adaptacao ex vitro. A produgao de plantas visando transferéncia para o ambiente
natural deve ser realizada em meios contendo AIB, priorizando assim proliferagao de
raizes e crescimento antes da aclimatizacao (Ferreira et al., 2017). Além disso, sabe-
se que, as citocininas de maneira geral, possuem grande efeito residual, fazendo com
que mesmo apoés a retirada do meio de cultura, as plantas ainda possam ter um
comprometimento no seu desenvolvimento de parte aérea. Pereira, Dal-Vesco e
Junior (2020) relatam ainda que, além do efeito residual, uma grande producao de
calos e brotacdes nas plantas, principalmente com o TDZ, podem indicar toxidez
causada pela citocinina, podendo assim refletir em uma baixa sobrevivéncia das
plantas no ambiente ex vitro.

A transferéncia das plantas sobreviventes a aclimatizacao para o foréfito nao
foi avaliada em termos quantitativos, porém, observou-se visualmente que as plantas
de M. flavescens germinadas e propagadas in vitro na presenca de AIB cresceram
bem e s&o passiveis de serem reintroduzidas em ambientes naturais (Figura 8).
Contudo, sugere-se maiores estudos e monitoramento, uma vez que varios fatores
podem interferir neste processo, sendo a adaptagao das plantas aos foréfitos um dos
principais obstaculos do processo (DORNELES; TREVELIN, 2011).

Figura 8. Plantas tratadas com reguladores de crescimento e sobreviventes a aclimatizagdo presas ao
tronco do fordfito.
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3.3 ANALISE ANATOMICA

Nas raizes analisadas notou-se que a estrutura anatdémica é semelhante entre
aquelas do tratamento controle e as com adigdo de AIB (Fig. 9A-G), exceto pela
visualizagcado da formacao de raizes laterais nas tratadas com AIB (Fig. 9F).

As raizes iniciais retiradas ap6s 270 dias de cultivo in vitro (Fig. 9A, D)
apresentam epiderme multiestratificada (3-4 camadas), que constitui o velame, com
células de paredes delgadas. Na regiao cortical, internamente ao velame, nota-se a
exoderme uniestratificada com células de paredes levemente espessadas, seguida de
3-4 camadas de células volumosas, de paredes delgadas e com amilopastos no
interior e, posteriormente a endoderme com células de espessadas em “U” e células
de paredes delgadas (células de passagem). O cilindro vascular é constituido por 5
polos de protoxilema.

Aos 30 dias, tanto no controle (AO) quanto com adi¢cdo de AIB (A4), observa-
se caracteristicas semelhantes aquelas da raiz inicial, exceto pela auséncia de
amiloplastos nas células corticais que também apresentam paredes mais finas (Fig.
9B, E-F) e aos 60 dias nota-se que essas células se rompem, formando aerénquima

nessa regiao (Fig. 9C, G).
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Figura 9. Fotomicrografias de raizes de Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl., em secc¢éo transversal, sem
adicéo de AIB (A0) (A,B e C) e com adicao de AIB (A4) (D, E, Fe G) em dlferentes periodos (inicial, 30
dias e 60 dias). Co = cortex; Cv = cilindro vascular; Ra = raiz; Ve = velame.

A estrutura anatébmica da lamina foliar das plantas do controle difere daquelas

submetidas a concentragéo de AIB principalmente quanto a integridade das células e
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tecidos (Fig. 10A-F). A lamina foliar das plantas do controle apresentam epiderme
uniestratificada com células de paredes delgadas e cuticula delgada, estématos com
cristas cuticulares localizados no mesmo nivel das demais células epidérmicas e em
ambas as superficies foliares (Fig. 10A-B). O parénquima clorofiliano € homogéneo
com células isodiamétricas de contorno circular (Fig. 10A-B). Feixes de fibras
dispersos ocorrem no mesofilo e feixes vasculares do tipo colateral (Fig. 10A). Na
regido da nervura central (Fig. 10B) nota-se células de parénquima clorofiliano e um
unico feixe vascular colateral.

Nas plantas submetidas ao tratamento com AIB (A4) observa-se aos 30 dias
o afrouxamento das paredes celulares que apresentam contornos sinuosos, além de
aparente plasmolise (Fig. 10C). Aos 60 dias, as diferengas estruturais sdo mais
marcantes, com ruptura de células do parénquima clorofiliano (Fig. 10D) e também

das células-guarda dos estématos (Fig. 10D-E).
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Figura 10. Fotomicrografias da lamina foliar de Miltonia flavescens (Lindl.) Lindl., em seccédo
transversal, sem adicdo de AIB (A0) (A e B) e com adicao de AIB (A4) (B, C, D e E) em diferentes
periodos (inicial, 30 dias e 60 dias). Es = estébmato; Ff = feixe de fibra; Fv = feixe vascular; Pc =
parénguima clorofiliano.



56

As andlises anatdbmicas da raiz indicam estrutura similar entre plantas tratadas
e ndo tratadas com 4 mg.L* de AIB e que ao longo do tempo de aclimatizacéo até 60
dias ocorreram variacdes mas manteve-se a integridade das células. As raizes das
plantas cultivadas in vitro e aclimatizadas por 60 dias deste estudo possuiam ainda
menor quantidade de camadas do que as descritas por Oliveira e Sajo (1999 a) para
a mesma espécie, bem como paredes celulares mais delgadas. Segundo os estudos
dos referidos autores as raizes de Miltonia flavescens apresentam de 5 a 7 camadas
de endoderme, 5 a 6 camadas de coOrtex e 9 camadas de protoxilema. Com a
diminuicdo da umidade e o cultivo ex vitro a tendéncia € que ocorram alteracdes
anatbmicas graduais com formacao de mais camadas de células e maior reforco das
paredes celulares conforme observado por Mayer et al. (2008) em plantas de
Cymbidium ‘Joy Polis’.

Dettke et al. (2008), em estudos de morfoanatomia dos 6rgéaos vegetativos de
Miltonia regnellii indicam que a presenca de cuticula relativamente fina que recobre
as folhas, o mesofilo pouco suculento e a auséncia de células espessadas na
epiderme, capazes de impermeabilizar os tecidos internos, indica que a espécie pode
se adaptar melhor as condic6es ambientais com menor incidéncia de luz solar.

No trabalho de Oliveira e Sajo (1999b), com a espécie Encyclia calamaria, a
andlise das folhas estudadas mostra a ocorréncia de caracteres que podem ser
interpretados como adaptagdes a economia de agua, elemento escasso para plantas
de habito epifitico. A ruptura das células do parénquima clorofiliano observado neste
estudo, coincide com o periodo de variagdes bruscas de temperatura e umidade do ar
e alta mortalidade das plantas, provavelmente devido ao estresse hidrico das plantas.

Além disso, os autores destacam que a presenca de cristais no mesofilo da
espécie, assim como encontrado nos estdmatos de M. flavescens, também pode estar
relacionada a existéncia de um estresse hidrico, no ambiente ocupado pela planta.
Este fato € condizente com a alta mortalidade das plantas durante o periodo de
aclimatizacao, no presente trabalho.

A analise da anatomia radicular das amostras demonstrou que as plantas de
M. flavescens possuem capacidade de aclimatizacdo ao ambiente, sendo
provavelmente a capacidade de reversado das caracteristicas anatbmicas (MAYER et
al., 2008), como a presenca de amiloplastos, raizes laterais e aparecimento de células
do aerénquima, alguns dos fatores responsaveis. No entanto, os tratamentos com AlB

nao demonstraram grandes vantagens para a sobrevivéncia das plantas durante a
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aclimatizacdo, sendo encontrados inclusive sinais de degradacdo nas folhas das

plantas tratadas com esse regulador.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que o cultivo em meio de
cultura suplementado com 4 mg.L' de AIB, na auséncia de TDZ levou a maiores
incrementos nas variaveis altura da parte aérea, comprimento do sistema radicular e
numero de raizes, demonstrando ser o melhor e mais recomendavel tratamento para
o cultivo in vitro de Miltonia flavescens.

O tratamento com TDZ foi benéfico para as plantas cultivadas in vitro,
sobretudo no incremento de brotos, porém esta caracteristica ndo € relevante em
termos de aclimatizagao e adaptagao ex vitro, uma vez que as plantas cultivadas na
presenca de TDZ ndo apresentaram crescimento de raizes.

Durante o periodo de aclimatizagdo, apesar da mortalidade de algumas
plantas, as que foram submetidas ao tratamento com auséncia de TDZ e maior
concentracdo de AIB apresentaram maior taxa de sobrevivéncia, evidenciando a
importancia do AIB como auxina para o desenvolvimento de plantas bem preparadas
para a aclimatizacdo, com um sistema radicular bem desenvolvido. Entretanto,
anatomicamente, as plantas de M. flavescens tratadas com maiores concentracoes
de AIB ndo demonstraram maiores vantagens em detrimento as plantas do o

tratamento controle, na auséncia do regulador.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos para o cultivo de Miltonia flavescens,
recomenda-se a utilizacdo do extrato aquoso de ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata
Mill.), em concentracdes de 25% e 50%, para melhores resultados no incremento de
parte aérea e sistema radicular apdés 120 dias de aclimatizagdo, mostrando-se
benéficas a longo prazo no cultivo da espécie.

Em relagédo as plantas de M. flavescens oriundas de cultivo in vitro com a
utilizacao dos reguladores de crescimento, recomenda-se, para fins de aclimatizacao,
a utilizacdo de AIB na auséncia de TDZ, a fim de otimizar um maior desenvolvimento
do sistema radicular e parte aérea, resultando em maiores chances de sobrevivéncia
no periodo ex vitro.

Finalizando, considerando a alta mortalidade das plantas aclimatizadas em
condi¢cBes naturais, com grande variacao de temperatura e umidade, recomenda-se a
aclimatizacao inicial em local com condicBes controladas e homogéneas de luz,

temperatura e umidade.



