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FAVETTA, Vanessa. Fontes de luz e meios de cultura no crescimento in vitro de
orquideas. 2015. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

As orquideas se encontram entre as plantas ornamentais mais apreciadas, devido
ao exotismo e singularidade de suas flores. Para a producdo de mudas de
qualidade, recorre-se as técnicas de propagacao in vitro, que dependem do controle
de fatores como luminosidade e meio de cultura. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia de fontes de luz e meios de cultura no crescimento in vitro das
orquideas Microlaelia lundii e um hibrido de Dendrobium nobile. Foram conduzidos
ensaios para comparacao de dois meios de cultura: ¥2 MS e meio simplificado (SP)
composto por Biofert Plus® acrescido de polpa de banana, em ambientes
caracterizados pelo tipo de luz (L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500k; L3 - L1 +
L2; L4 — L1 + L1; L5 - LED vermelho; L6 - LED azul; L7 - Lampada fluorescente).
Apoés 200 dias do inicio do experimento foram avaliadas as variaveis biométricas,
teor de clorofila, pH final do meio de cultura e a porcentagem de sobrevivéncia ex
vitro. Foram realizadas andlises de variancias individuais e analise conjunta de
ambientes para cada espécie e as médias foram comparadas pelo teste de tukey a
5% de probabilidade. Para a espécie M. lundii, apenas, as varidveis niumero de
brotos e nimero de raizes ndo apresentaram interacdo significativa entre os fatores
estudados. O meio simplificado propiciou plantulas mais altas e incremento no
sistema radicular. As fontes de luz L5 e L6, independente do meio de cultura,
apresentaram resultados inferiores para nimero de brotos e raizes, massa fresca e
seca de parte aérea e raizes. Para teor de clorofila a e b, as fontes de luz L4 e L7,
no meio SP, apresentaram 0s maiores valores. Ainda, verificou-se que o meio
simplificado propiciou mais de 90% de sobrevivéncia ex vitro em todas as fontes de
luz. Para o hibrido de D. nobile, o meio SP proporcionou a maior média para a
variavel altura da parte aérea, ndo havendo diferenca significativa entre as fontes de
luz. Em relacdo aos teores de clorofila e carotenoides, ndo houve diferenca
significativa entre os fatores estudados. O meio SP, ainda, propiciou 0 aumento do
sistema radicular, especialmente nas fontes de luz L3 e L4. Conclui-se que o0 meio
simplificado e as fontes de luz L1, L2, L3 e L4 podem ser usadas em substituicdo ao
meio MS e as lampadas fluorescentes, respectivamente, para o crescimento in vitro
de plantulas de M. lundii e D. nobile.

Palavras-chave: Orchidaceae. LED. Propagagdo In Vitro. Meio Nutritivo.
Luminosidade.



FAVETTA, Vanessa. Light sources and culture media on in vitro growth
orchids. 2015. 51 f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Orchids are among the most appreciated ornamental plants, due to the exoticism and
singularity of its flowers. For production of quality seedlings, refers to the in vitro
propagation technigues, which depend on factors such as luminosity control and the
culture medium. The objective of this study was to evaluate the influence of light
sources and culture media on in vitro growth of Microlaelia lundii orchids and a hybrid
of Dendrobium nobile. Two experiments were carried out or comparison of two
culture media: 2 MS and simplified medium (SP), consists of Biofert Plus® together
with banana pulp, in environments characterized by the type of light (L1-LEDtube
4000K; L2-LEDtube 6500k; L3- L1 + L2; L4 - L1 + L1; L5- red LED; L6- blue LED; L7-
Fluorescent lamp). After 200 days from the beginning of the experiment were
assessed biometrics parameters, chlorophyll content, the final pH of the culture
medium and survival percentage ex vitro. Were performed analysis of individual
variances and combined analysis to environments for each species and the means
were compared by Tukey test at 5% probability. For the species M. lundii, only the
variables number of shoots and number of roots showed no significant interaction
between treatments. The simplified medium led to higher seedlings and increase the
root system. Light sources L5 and L6, regardless of the medium, showed lower
results for number of shoots and roots, fresh and dry matter of shoot and root. For
chlorophyll a and b content, light sources L4 and L7, in the SP medium, showed the
highest values. Yet, it was found that the simplified medium led over 90% of the ex
vitro survival in all light sources. For hybrid of D. nobile, the SP medium provided the
highest average for the shoot height, with no significant difference between the light
sources. Regarding the contents of chlorophyll and carotenoids, there was no
significant difference between treatments. The SP medium also led to an increase of
the root system, especially in the light sources L3 and L4. It is concluded that the
simplified medium and the light sources L1, L2, L3 and L4 can be used to replace MS
medium and fluorescent light, respectively, for the in vitro growth of M. lundii and D.
nobile seedlings.

Key words: Orchidaceae. LED. In Vitro Propagation. Nutritious Medium. Luminosity.
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INTRODUCAO

A floricultura é um dos segmentos mais importantes e promissores
do agronegdcio mundial. Apresenta forte impacto na geracao de emprego e renda,
especialmente para pequenos produtores.

Dentre as plantas ornamentais, as orquideas estdo entre as mais
valorizadas; isto se deve, principalmente, a beleza de suas flores, associada a
grande variedade de formas, cores e tamanhos. A espécie Dendrobium nobile e
seus hibridos tém sido intensamente cultivados no Brasil, especialmente, pela
facilidade de cultivo e preco relativamente baixo, se comparado com outras espécies
de orquideas. Em contrapartida, a espécie Microlaelia lundii, endémica de algumas
regibes brasileiras, apresenta dificuldades em seu cultivo, por isso € cultivada,
atualmente, por colecionadores.

Com relacdo a propagacdo comercial de orquideas, recorre-se as
técnicas de propagacdo in vitro, seja pela germinagdo assimbidtica de sementes ou
pela micropropagacao a partir de apices caulinares, principalmente. O sucesso desta
técnica depende de varios fatores, dentre os quais se destacam as caracteristicas
genéticas do material vegetal, a qualidade do espectro luminoso absorvido pelos
propagulos e os meios de cultura.

Apesar da luz ser um dos principais fatores para o crescimento
vegetal, cada espécie pode responder de modo diferente a um determinado
comprimento de onda. A maioria dos laboratoérios utiliza 1ampadas fluorescentes
como fonte de iluminacdo; porém, devido as vantagens que os LEDs apresentam em
relacdo a essas lampadas, torna-se importante o estudo do comportamento das
espécies propagadas in vitro sob esses espectros luminosos.

Outro fator que contribui para o crescimento e desenvolvimento das
plantulas in vitro é a formulagdo dos meios de cultura. Meios de cultura com
formulagéo simplificada, elaborados com fertilizantes comerciais e compostos
organicos tém sido empregados com sucesso em detrimento aos sais mais
‘tradicionais’, como os do meio MS, por exemplo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de fontes de
luz e meios de cultura no crescimento in vitro das orquideas Microlaelia lundii e

Dendrobium nobile.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FLORICULTURA

A floricultura mundial ocupa uma éarea estimada em 430 mil hectares
e movimenta valores proximos a US$ 60 bilhdes por ano. O segmento de flores de
corte € 0 mais expressivo, seguido pelo de plantas vivas, bulbos e folhagens. O
comércio mundial de flores e plantas ornamentais estd concentrado na Unido
Européia — com destaque para a Holanda — Estados Unidos e Japdo. Ainda séao
destaques a Colédmbia, o Equador e a Costa Rica, na América Latina, e a China, na
Asia (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

Assim como nesses paises, no Brasil a floricultura € um importante
setor do agronegocio. A sustentacdo econdmica essencial dessa atividade é
garantida pelo vigor do mercado interno, que efetivamente sinaliza para as reais
potencialidades de sucesso econémico e empresarial. Isto se torna importante, uma
vez que o Pais vem sofrendo queda nos valores exportados desde o final de 2008
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008; 2014). No entanto, o Pais, ainda tem um grande
mercado a ser explorado e a evidéncia desse potencial estd na comparacdo do
mercado brasileiro com o mercado europeu, no qual a média de consumo por
habitante em 2010 estava entre US$ 70 a US$ 100 por ano. No Brasil, a média de
consumo € de aproximadamente US$ 11 por ano (SEBRAE, 2012).

Em 2013 o total de vendas ao exterior decaiu 8,43% em relacao a
2012, fechando o ano no valor de US$ 23,81 milhdes. Ou seja, a balanca comercial
brasileira em 2013, apresentou um saldo negativo de US$ 18,125 milhdes; sendo as
importacfes do setor 76,11% maiores que as exportacdes (JUNQUEIRA; PEETZ,
2014).

O grupo formado por bulbos, tubérculos, rizomas e similares em
repouso vegetativo representaram 53,54% das exportacdes, seguido pelo das
mudas de plantas ornamentais 35,77%. O primeiro grupo somou resultado exportado
de US$ 12,751 milhdes, decréscimo de 12,35% em relacdo a 2012 (US$ 14,547
milhdes). Os estados de Sao Paulo (70,82%) e Ceara (29,18%) sdo os principais
produtores de plantas desse grupo, e a Holanda o principal pais importador,
responsavel por 79,36% das compras internacionais no segmento (JUNQUEIRA,
PEETZ, 2014).
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Apesar de quedas na exportacdo, os Ultimos dez anos foram
marcados por um significativo crescimento da producdo de flores no Brasil. A
produgdo, antes concentrada principalmente no estado de S&ao Paulo, tem se
expandido para todo o Pais, com cultivos nos estados do Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Bahia, Alagoas, Pernambuco,
Cearé e, também, na regido norte (SEBRAE, 2013). Em todo o Pais, sao cultivadas
mais de 350 espécies em uma area de aproximadamente 14 mil hectares, dividida
entre oito mil produtores, que em média, possuem 2,5 hectares de terra, em que
81,3% da mao obra é contratada e 18,7% mao de obra familiar. Em 2012 o setor
faturou R$ 4,8 bilhdes e gerou mais de 206 mil empregos diretos (IBRAFLOR, 2013).

O estado do Parana, apesar de participar muito pouco do mercado
brasileiro de flores, possui grande potencial para expansdo, em virtude de ser
abastecido praticamente pelo estado de Sdo Paulo (ANDRETTA, 2006). Em 2010
quase 90% dos produtos que chegaram as floriculturas paranaenses vieram de Sao
Paulo, sendo pouco mais de 10% produzido no estado (CEASA-PR, 2010), o que

sinaliza para um real potencial de crescimento.

2.1.1 Mercado Mundial e Nacional de Orquideas

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais
comercializadas em todo mundo, movimentando milhdes de ddlares em diversos
paises, a exemplo da Tailandia, Australia, Cingapura, Malasia, entre outros. Sao
comercializadas tanto como flores de corte como plantas envasadas. Essa
importancia se deve, principalmente, a beleza particular destas plantas, além de sua
longa vida de prateleira (CHUGH, 2009).

Os principais lideres do comércio internacional de orquideas sao
Holanda, Estados Unidos, Alemanha, Maldsia, Tailandia, Inglaterra, Formosa,
Australia e Africa do Sul. Na América Latina, a Colémbia é o principal exportador,
seguido de Peru e Equador (ITC apud REIS, 2011).

O Brasil possui um amplo mercado interno e consome praticamente
tudo o que produz. Embora seja uma planta presente em todo Pais, gera apenas um
pequeno fluxo de produtos para o mercado internacional, sendo as espécies nativas
e seus hibridos os principais produtos exportados, especialmente para
colecionadores (REIS, 2011).
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Grande parte do que € consumido em orquideas no Brasil ainda é
oriunda do mercado externo. Em 2013, das mercadorias adquiridas
internacionalmente destinadas a propagacdo vegetativa, 25,61% foram mudas de
orquideas, vindas da Holanda (65,88%), Tailandia (29,45%), Japao (2,98%), EUA
(1,57%) e Equador (0,12%). Neste mesmo ano, a importacdo de orquideas para o
consumo final, como as phalaenopsis, cymbidiuns e vandas, somaram US$ 10,739
milhdes, um aumento de 21,07% em relacdo ano anterior (JUNQUEIRA; PEETZ
2014)

2.2 FAMILIA ORCHIDACEAE

A palavra “orquidea” vem do grego: “orchis”, nome usado pelo
fildsofo grego Theophrastus (372-287 a. C.) para designar os tubérculos de algumas
orquideas terrestres do mediterraneo, devido ao seu formato semelhante ao de
testiculos. No entanto, apenas na metade do século 18, Carolus Linnaeus definiu o
género Orchis, estendendo esse nome a toda familia (TERAO; CARVALHO;
BARROSO, 2005).

Considerado um dos grupos mais evoluidos, Orchidaceae € a maior
familia dentro das angiospermas, com cerca de 25 mil espécies distribuidas em 850
géneros. Esse numero corresponde a 8-10% de todas as plantas com flores, e tende
a aumentar, visto que todo ano sdo descritas entre 200 e 500 novas espécies
(GOVAERTS, 2012).

Na familia Orchidaceae encontra-se desde espécies epifitas, que
sdo a grande maioria, até espécies terricolas, rupicolas e saprofiticas. A grande
adaptabilidade encontrada nessa familia faz com que seus representantes sejam
encontrados em todos 0s continentes, com excecao as regides polares e aquelas,
extremamente, aridas. O Brasil apresenta uma das maiores floras orquidaceas do
mundo; cerca de 190 géneros com aproximadamente 2.300 espécies (TERAO;
CARVALHO; BARROSO, 2005).

2.2.1 Género Dendrobium Lindl.

O género Dendrobium, com mais de 1.500 espécies, encontra-se

distribuido ao longo da Asia tropical e subtropical, prolongando-se para leste até as
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ilhas Fiji e sul da Australia. Algumas espécies tém flores pouco notdrias, outras sao
mais vistosas; podem ser solitarias ou agrupadas, muitas vezes sobre hastes
arqueadas mais ou menos longas, todas tém as sépalas laterais unidas na base,
formando um pequeno saco. As espécies sdo consideradas epifitas, embora
algumas crescam em rochas ou mesmo, ocasionalmente, no solo (SUTTLEWORTH,;
ZIM; DILON, 1994).

A espécie D. nobile Lindl., conhecida como “olho de boneca”, nativa
do sudoeste asidtico, é cultivada no mundo todo, principalmente, por sua grande
adaptabilidade a uma faixa de temperatura de 5 a 35 °C. A planta, formada por
pseudobulbos, mede cerca de 30 cm e é pouco exigente em sombreamento, sendo
30% suficiente para seu cultivo. Suas hastes florais sdo pequenas (2 cm), e suas
flores, geralmente 3 por haste, desabrocham na primavera, durando até 30 dias
(WATANABE et al., 2002). No Brasil, esta espécie se tornou muito popular e € uma
das mais comercializadas, especialmente, pelas suas belas floradas, grande
durabilidade das flores, facilidade de cultivo e precgo relativamente baixo, quando
comparado a outras orquideas.

A Universidade Estadual de Londrina possui um programa de
melhoramento genético dessa espécie, do qual foram lancadas 3 cultivares: UEL 6
(FARIA et al., 2009), UEL 7 (FARIA et al., 2011) e UEL 8 (FARIA et al., 2013).

2.2.2 Género Laelia Lindl.

Lélias séo plantas epifitas ou rupicolas, originarias do México e do
Brasil. Seus pseudobulbos s&o espessos, mais ou menos ocos, claviformes,
fusiformes, ovoides ou cilindricos e possuem no apice, uma ou duas folhas
geralmente coriaceas. A inflorescéncia é terminal podendo carregar uma unica flor
ou diversas flores, dispostas em racemo ou, mais raramente, em panicula (CHIRON;
CASTRO, 2002).

Desde sua classificacdo em 1831, por John Lindley, ha uma
polémica em torno desse género. Diversos autores questionavam a separacao de
muitas espécies do género, principalmente relacionados a diferencas entre espécies
brasileiras e mexicanas. Por isso, 0 género Laelia foi reclassificado, e as espécies
reagrupadas em quatro géneros: Hoffmannseggella H. G. Jones (1968); Microlaelia

(Schlechter) Chiron e Castro; Dungsia Chiron e Castro; Hadrolaelia (Schlechter)
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Chiron e Castro (CHIRON; CASTRO, 2002).

A espécie brasileira Microlaelia lundii ((Rchb.f. & Warm.) Chiron &
V.P.Castro), € uma microorquidea muito apreciada, especialmente pelas suas belas
floradas. A planta tem em média 12 cm de altura e apresenta pequenas flores (3 x 3

cm) no inverno, por um periodo aproximado de 10 dias (WATANABE et al., 2002).

2.3 PROPAGACAO IN VITRO DE ORQUIDEAS

A propagacdo in vitro de plantas € uma técnica de cultivo que
envolve condicOes de assepsia, nutricdo e fatores ambientais como luz, temperatura,
0O, e CO, (CID, 2010), dentro de recipientes de vidro ou plastico.

Em condi¢des naturais a propagacao das orquideas ocorre por meio
da dispersdo de sementes, produzidas em grande numero dentro de frutos do tipo
capsula. No entanto, por serem desprovidas de tecidos de reserva, a germinacao €
dependente da associacao simbi6tica com fungos micorrizicos, o que, mesmo assim,
ocasiona uma porcentagem muito baixa de germinacdo. Porém, Lewis Knudson, em
1921, desenvolveu um método de germinacdo assimbidtica (in vitro), que permite a
germinacao de praticamente 100% das sementes (KERBAUY; CHAER, 2011).

Outra forma de se propagar orquideas in vitro é pelo cultivo de micro
estruturas como: apices caulinares e radiculares e segmentos de folhas e de hastes
florais; o que resulta na regeneracdo de plantas com as mesmas caracteristicas da

planta matriz (clones).

2.4 MEIOS DE CULTURA

Os meios nutritivos empregados na micropropagacgao fornecem ao
propagulo as substancias essenciais ao crescimento (STANCATO; NERI;
TAVARES, 2009). Devido a sua grande importancia tém sido um dos fatores mais
estudados na micropropagacéo de plantas.

Esta preocupacéao ¢ justificavel pelo fato de cada espécie, cultivar ou
hibrido possuir exigéncias especificas quanto aos componentes nutricionais
inorganicos e organicos e reguladores de crescimento (KERBAUY; CHAER, 2011).

Existem diversas formulacdes de meios de cultura utilizados no

cultivo in vitro de plantas. Os primeiros desenvolvidos foram Knudson (KNUDSON,
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1946), e Vacin e Went (VACIN; WENT, 1949). Porém, o meio MS (MURASHIGE;
SHOOG, 1962) € um dos mais consagrados e vem sendo utilizado com algumas
modificagdes, como a reducdo da concentracdo de macronutrientes e a adicao de
outros componentes, dentre eles, carvao ativado. No cultivo de orquideas, o meio
MS modificado € um dos mais utilizados (FARIA et al.,, 2002; MORAES; FARIA;
CUQUEL, 2005).

Além disso, a elaboracdo de meios de cultura com fertilizantes
comerciais e suplemetacdo com componentes organicos, como a polpa de banana é
descrita na propagacao in vitro de orquideas por Araugjo et al. (2006), Colombo,
Favetta e Faria (2012), Favetta, Colombo e Faria (2014), Su, Schnitzer e Faria
(2012), Stancato, Abreu e Furlani (2008), por proporcionar crescimento satisfatorio
as plantulas.

2.5 LUMINOSIDADE

A luz € uma modalidade da energia radiante verificada pela
sensacao visual de claridade. A faixa de radiacdes das ondas eletromagnéticas
detectada pelo olho humano se situa entre 380 nm e 780 nm (LUZ, 2002).

Para as plantas, a luz € um fator ambiental fundamental,
desempenhando um papel crucial, diretamente, na regulacdo do desenvolvimento e
crescimento (MORINI; MULEO, 2003; NHUT et al. 2005), por meio da fotossintese e
ativacdo ou inibicdo hormonal. A radiagéo utilizada pelas plantas para o processo
fotossintético estd contida na faixa da luz visivel (400 — 700 nm), denominada de
PAR (Photosynthetic Active Radiation), correspondendo a 45 - 50%,
aproximadamente, do total de radiacdo incidente (OMETTO, 1981); e o fluxo de
fétons ideal para fotossintese varia de 20 a 70 pmol m? s, dependendo da espécie
(YEH; CHUNG, 2009).

Assim, a fim de otimizar a aquisicdo de energia da luz para a
fotossintese, as plantas desenvolveram uma série de fotorreceptores transdutores
que regulam o seu crescimento e desenvolvimento, em relacdo a presenca,
quantidade, direcdo, duracdo e qualidade de radiacdo luminosa incidente (MORINI;
MULEO, 2003). A radiacao fotossintéticamente ativa € captada por moléculas de
clorofilas e carotenoides, que juntamente com proteinas estruturais constituem o

complexo antena (TAIZ; ZEIGER, 2013); dessa forma, para que a planta tenha
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eficiéncia fotossintética sado importantes os seguintes fatores: qualidade da luz

(comprimento de onda especifico), fotoperiodo e intensidade da luz.

2.5.1 Influéncia do Tipo de Luz na Propagacao In Vitro

A luz é um dos principais fatores nas camaras de cultivo, portanto, é
importante controla-la para que as plantas, ali mantidas, se desenvolvam
adequadamente. A importancia da luz ocorre sob o ponto de vista da fotossintese,
da fotomorfogénese e do fototropismo. Nessa camara, a luz deve seguir um
determinado fotoperiodo, por exemplo, 16 h de luz e 8 h de escuro (CID, 2010).

Atualmente, nas camaras de cultivo, as lampadas fluorescentes
ainda sdo as fontes de luz mais encontradas. No entanto, embora tenham
comprimento de onda de 400 a 700 nm, essa luminosidade é de baixa qualidade
para a promocao do crescimento das plantas (GUPTA; JATOTHO, 2013).

Diversos estudos vém sendo realizados para investigar a eficicia da
qualidade de luz emitida por LEDs (Light Emitting Diode) na promocao do
crescimento e morfogénese de diferentes plantas propagadas in vitro (KIM et al.,
2004; MENGXI et al., 2011; NHUT et al., 2005; ROCHA et al., 2010). Isso se deve ao
fato dos LEDs emitirem luz em comprimentos de onda especificos (GUPTA;
JATOTHU, 2013).

Os LEDs se destacam como uma fonte de luz mais versatil e
eficiente para a regeneracéo e o crescimento de plantas in vitro e podem oferecer
novas e importantes possibilidades para alcancar o sucesso comercial na
propagacao in vitro de plantas.

De modo geral, a luz branca estimula a inducdo de brotos, no
entanto, tende a inibir a inducdo de raizes. A luz rica em vermelho pode estimular a
inducdo de raizes adventicias e a luz azul estd ligada a inducdo de calos (CID,
2010), porém, depende da espécie cultivada. Heo et al. (2006) em estudos com uva,
observaram que o LED vermelho promoveu o alongamento, e o LED azul reduziu a
capacidade fotossintética nesta espécie. Em Zantedeschia jucunda o LED azul
proporcionou aumento na altura da planta e no contetdo de clorofila (JAO et al.,
2005).

Em geral, verifica-se na literatura que os LEDs vermelhos (620-680

nm), LEDs azuis (420-480 nm), a combinacao de LEDs vermelhos e azuis, e LEDs
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emissores de luz vermelho-distante (735 nm), em vérias intensidades, estdo sendo
utilizados como fontes de iluminacdo em camaras de cultivo de plantas (WU; TOIT,
2012). A exemplo pode-se, citar os trabalhos com Chrysanthemum sp. (KIM et al.,
2004) Spathiphyllum sp. (NHUT et al., 2005), Fragaria vesca (ROCHA et al., 2010 ),
Calanthe sp. (BAQUE et al., 2011), Oncidium sp. (MENGXI et al 2011), entre outros.
Ainda, em relacdo aos LEDs coloridos, diversas relagdes,
principalmente a de vermelho:azul, estdo sendo estudadas e tém apresentado bons
resultados para as espécies Tripterospermum japonicum (70% vermelho + 30% azul)
(MONN et al., 2006); Phalaenopsis (80% vermelho + 20% de azul) (WONGNOK et
al., 2008) e Gossypium hirsutum (50% azul + 50% vermelho) (LI; XU; TANG, 2010).

2.5.2 Lampadas Fluorescentes vs LEDs

As lampadas fluorescentes utilizam a descarga elétrica através de
um gas para produzir energia luminosa. As lampadas fluorescentes tubulares
consistem em um bulbo cilindrico de vidro, tendo em suas extremidades eletrodos
metalicos de tungsténio, recobertos de 6xidos que aumentam seu poder emissor, por
onde circula a corrente elétrica. Em seu interior existe vapor de mercurio ou argbnio
a baixa pressdo e as paredes internas do tubo sdo pintadas com materiais
fluorescentes conhecidos por cristais de fosforo (LUZ, 2002).

Diferentemente das l|lampadas fluorescentes, os LEDs, sé&o
componentes eletrdbnicos que emitem luz através de eletroluminescéncia,
transformando energia elétrica em radiagdo visivel, ou seja, em luz (BLEY, 2012).
Apesar de n&o ser monocromatico, o LED consiste de uma banda espectral
relativamente estreita que € produzida pelas interacbes energéticas do elétron
(VALENTIM; FERREIRA; COLETTO, 2010).

Os LEDs apresentam vérias vantagens em relacdo as tradicionais
lampadas fluorescentes, entre elas podemos destacar: a vida Util, que em lampadas
LED pode chegar até 100.000 horas, enquanto uma lampada fluorescente comum
possui um tempo de vida tipico de 15.000 horas (GUPTA; JATOTHU, 2013). Os
LEDs séo livres de mercurio, sendo assim menos prejudiciais ao ambiente, além de
gerar economia em relacao a energia gasta com aparelhos de ar condicionado, pois
como o calor emitido pelo LED é menor, ocorrerd reducdo na necessidade de

climatizagcdo do ambiente; o consumo de energia chega a ser cinco vezes menor que
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o consumido por uma lampada fluorescente de 15 W (VALENTIM, FERREIRA E
COLETTO, 2010) e sédo as unicas fontes de luz artificial que emitem quase todos 0s
comprimentos de onda da luz visivel, individualmente (BLEY, 2010). Com isso, 0S
LEDs podem tornar a propagacdo comercial de plantas in vitro mais rentavel
(GUPTA; JATOTHU, 2013).

Atualmente, os LEDs coloridos vém ganhando destaque na
micropropagacgéo de plantas. Segundo Bley (2010) elas emitem as cores de forma
saturada sem que isso cause perda no fluxo luminoso, como ocorre com outras
lampadas, em que € necessaria a utilizacdo de filtros coloridos para reter a
luminosidade; os LEDs RGB (vermelho, verde e azul) permitem um dinamico

controle de cores além de emitir a luz branca nas suas diversas temperaturas de cor.

2.6 ACLIMATIZACAO

O processo de transferéncia das plantulas da condicdo in vitro para
a condicdo ex vitro (casa de vegetacdo) é denominado aclimatizacao
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Essa fase consiste na adaptacéo climatica de
um organismo, especialmente uma planta, que é transferida para um novo ambiente,
sendo todo esse processo realizado artificialmente (TOMBOLATO; COSTA, 1998).

As plantulas recém-saidas da condicdo in vitro, possuem baixa
eficiéncia do sistema radicular e reduzida competéncia vascular, associadas a
estbmatos nao funcionais e cuticula mal formada. Por isso, durante o processo de
aclimatizacdo é essencial reduzir a perda de agua e consequente desidratacdo das
plantulas (TAVEIRA, 2011).
A influéncia da fonte de luz usada na fase de cultivo in vitro sobre a etapa de
aclimatizacdo, ainda ndo estd esclarecida; pois, poucos autores estudaram essa
possivel influéncia. No entanto, h&a relatos que LEDs azul e vermelho podem
aumentar o crescimento de plantas durante a aclimatizacdo (NHUT et al., 2005;
TANAKA et al., 1998).



23

3 ARTIGO A: FONTES DE LUZ E MEIOS DE CULTURA NO CRESCIMENTO DA
ORQUIDEA BRASILEIRA Microlaelia lundii

3.1 REsumMo

A micro-orquidea brasileira Microlaelia lundii encanta pelas belas floradas no
inverno, no entanto o seu cultivo ainda € um desafio, requerendo cuidados
especificos. Assim, objetivou-se avaliar a influéncia de fontes de luz e meios de
cultura no crescimento in vitro e na sobrevivéncia ex vitro dessa micro-orquidea.
Plantulas de M. lundii foram transferidas para frascos contendo os meios de cultura:
% MS e Meio Simplificado, composto por 5 mL L™ do fertilizante Biofert Plus® NPK
(08-09-09) e 60 g L de polpa de banana ‘Nanica’. Estes frascos foram
acondicionados em camara de cultivo composta por sete ambientes, caracterizados
pelo tipo de iluminacgdo: L1) LEDtube 4000K; L2) LEDtube 6500K; L3) L1 + L2; L4)
L1 + L1; L5) LED vermelho; L6) LED azul; L7) Lampada fluorescente (controle).
Apo6s 200 dias de cultivo nas referidas condicGes avaliou-se o crescimento da parte
aérea e do sistema radicular das plantulas e o teor de clorofila nas folhas. Também,
avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia das plantulas, quando aclimatizadas. Ao
final do experimento foram realizadas analises de variancias individuais e analise
conjunta de ambientes. O meio simplificado propiciou plantulas mais altas, com
destaque para a fonte de luz L6. As fontes de luz L1, L2, L3 e L4 no meio
simplificado proporcionaram aumento do sistema radicular das plantulas. Quanto ao
teor de clorofila, L4 e L7 apresentaram maiores teores de clorofila a e b. O meio
simplificado propiciou, praticamente, 100% de sobrevivéncia das plantulas,
independente da fonte de luz utilizada. Conclui-se que o meio simplificado nas fontes

de luz L1, L2, L3 e L4 é recomendado para a propagacao in vitro de M. lundii.
Palavras chaves: LED. Meio Nutritivo. Orchidaceae. Qualidade da Luz.
3.2 ABSTRACT

The Brazilian micro-orchid Microlaelia lundii enchants the beautiful blooms in winter,

but its cultivation is still a challenge, requiring specific care. The objective was to
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evaluate the influence of light sources and culture media on in vitro growth and ex
vitro survival of this micro-orchid. M. lundii seedlings were transferred to jars
containing the culture medium % MS and Simplified Medium, consisting of 5 mL L™ of
Biofert Plus® NPK fertilizer (09-08-09) and 60 g L™ of banana 'Nanica' pulp. These
jars were placed in growth chamber composed of seven environments, characterized
by the type of lighting: L1) LEDtube 4000K; L2) LEDtube 6500K; L3) L1 + L2;L4) L1
+ L1; L5) red LED; L6) blue LED; L7) Fluorescent lamp (control). After 200 days of
cultivation in these conditions was evaluated the growth of canopy and roots of
seedlings and the chlorophyll content in leaves. Also, it was evaluated the
percentage of seedling survival when acclimatized. At the end of the experiment were
performed analysis of individual variances and combined analysis to environments.
The simplified medium led to higher seedlings, especially to light source L6. The light
sources L1, L2, L3 and L4 provided increase of the root system seedlings in the
simplified medium. As for the chlorophyll content, L4 and L7 showed higher contents
of chlorophyll a and b. The simplified medium led practically 100% seedling survival,
independent of the light source used. It is concluded that the simplified medium on
the light sources L1, L2, L3 and L4 is recommended for in vitro propagation of M.

lundii.
Keywords: LED. Nutritious Medium. Orchidaceae. Quality of Light.
3.3 INTRODUCAO

As orquideas encontram-se entre as plantas ornamentais mais
cultivadas no mundo, devido, especialmente, ao potencial econémico e a beleza de
suas flores. Com destaque nesse mercado, as micro-orquideas tém atraido o
interesse de alguns produtores e vém ganhando espaco entre os consumidores de
flores.

A espécie brasileira Microlaelia lundii ((Rchb. f. & Warm.) Chiron & V.
P. Castro) apresenta belas floradas no inverno, suas flores sado pequenas (3 x 3 cm)
(WATANABE et al., 2002) e se assemelham as flores da espécie Laelia purpurata, o
que desperta a atencdo para o seu cultivo. No entanto, o cultivo desta micro-
orquidea ndo € comum entre os produtores, visto que a espécie ainda nao foi

domesticada. Nesse sentido, trabalhos vém sendo realizados com a espécie no
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Orquidério da Universidade Estadual de Londrina a fim de domestica-la, sob o ponto
de vista agronémico.

A propagacgdo in vitro é uma importante ferramenta utilizada na
propagacdo de orquideas. Por meio dessa técnica, € possivel produzir mudas de
qualidade, em larga escala e em tempo reduzido, quando comparado aos métodos
tradicionais de propagacdo de orquideas (FARIA et al.,, 2012). Porém, para a
obtencédo de sucesso na propagacao in vitro dessas plantas, fatores como meio de
cultura e luminosidade precisam ser adequados a cada espécie.

A formulacdo do meio de cultura deve concentrar as substancias
essencias para o crescimento e desenvolvimento das plantulas (STANCATO; NERI;
TAVARES, 2009), de acordo com as exigéncias de cada espécie (KERBAUY;
CHAER, 2011). Na propagacéo in vitro de orquideas, o meio MS (MURASHIGE;
SHOOG, 1962) modificado vem sendo utilizado pela maioria dos laboratérios (FARIA
et al., 2002; MORAES; FARIA; CUQUEL, 2005), assim como diversos meios
simplificados, a base de fertilizantes comerciais e componentes organicos como
polpa de banana, polpa de tomate e agua de coco (ARAUJO et al., 2006; BAQUE et
al., 2011; COLOMBO; FAVETTA; FARIA, 2012; FAVETTA; COLOMBO; FARIA,
2014; STANCATO; ABREU; FURLANI, 2008; SU; SCHNITZER; FARIA, 2012).

Além da adequacao do meio de cultura a espécie, deve se ajustar as
condicbes de luminosidade na camara de crescimento; pois, a quantidade e a
qualidade da luz oferecida aos propagulos sdo importantes para a regulacdo das
vias bioquimicas que controlam o crescimento e morfogénese vegetal. Embora,
atualmente, as lampadas fluorescentes sejam as mais utilizadas (POUDEL,
KATAOKA; MOCHIOKA, 2008), estudos vém sendo realizados para investigar a
qualidade de luz emitida por LEDs (Light Emitting Diode) na promocdo do
crescimento e morfogénese em plantas propagadas in vitro (HEO et al., 2006;
MENGXI et al., 201; ROCHA et al.,, 2010), havendo também indicios de que a
qualidade da luz possa afetar o processo de aclimatizacdo de plantas (NHUT et al.,
2005).

Ademais, do ponto de vista econémico, os LEDs sdo mais eficientes
na utilizacdo da energia elétrica, 0 consumo chega a ser cinco vezes menor que uma
lampada fluorescente de 15 W e, como o calor emitido pelo LED é menor, ocorrera
reducdo na necessidade de climatizacdo do ambiente (VALENTIM, FERREIRA E

COLETTO, 2010); outra vantagem econdémica gerada pelo uso do LED é com a
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manutencdo, visto que a durabilidade dessa fonte de luz é cerca de sete vezes
maior que a da lampada fluorescente comum (GUPTA; JATOTHU, 2013). Ainda, o
fato dos LEDs serem livres de mercurio, também se torna importante quando se
pensa na preservacdo do meio ambiente (VALENTIM, FERREIRA E COLETTO,
2010).

Assim, objetivou-se avaliar a influéncia de fontes de luz e meios de
cultura no crescimento in vitro e na sobrevivéncia ex vitro da orquidea brasileira

Microlaelia lundii.

3.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Departamento de Agronomia da
Universidade Estadual de Londrina-UEL. No Laboratério de Cultura de Tecidos,
foram conduzidos ensaios para comparacdo de dois meios de cultura em sete
ambientes, caracterizados por tipos de iluminacéo.

Plantulas de Microlaelia lundii originarias de sementes germinadas in
vitro, em meio de cultura MS, com metade da concentracdo de macronutrientes (Y2
MS) (MURASHIGUE; SKOOG, 1962), com comprimento médio de 5 mm (+ 1) e dois
a trés primérdios foliares foram transferidas para os meios de cultura: 1) ¥2 MS; e 2)
meio simplificado, composto de 5 mL L™ do fertilizante Biofert Plus® NPK (08-09-09)
e polpa de banana ‘Nanica’ (60 g L™), no estadio de maturacdo quatro. A base dos
meios foi composta por 30 g L™ de sacarose, 1 g L™ de carvéo ativado e 8 g L™ de
agar; o pH dos meios foi ajustado para 6,0 + 0,2 antes da adi¢cdo do agar. Os meios
de cultura foram acondicionados em frascos de vidro com volume de 350 mL, com
50 mL de meio, e autoclavados a temperatura de 121 °C e pressdo de latm. durante
25 minutos.

Apés a transferéncia das plantulas para os meios de cultura, em
camara de fluxo laminar, acondicionaram-se os frascos em camaras de cultivo
composta por sete ambientes (Tabela 3.4.1). Cada ambiente consistiu em uma
prateleira de MDF (123 cm de comprimento x 50 cm de altura x 66 cm de
profundidade) isolado em todos os lados com placas de isopor, a fim de evitar

interferéncia entre os comprimentos de ondas emitidos pelas fontes de luz.
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Tabela 3.4.1 — Caracterizacdo das fontes de luz usadas para a iluminacdo de

plantulas de Microlaelia lundii cultivadas in vitro. Londrina, PR, 2014.

Fonte de Luz Luminosidade (lux)
L1 Lampada tubular LEDtube 4000k Philips Cool White 1840
L2 Lampada tubular LEDtube 6500k Philips Daylight 2782
L3 L1+L2 3940
L4 L1+L1 3750
L5 Duas fitas de LED vermelho 112
L6 Duas fitas de LED azul 157
L7 Lampada tubular Fluorescente OSRAM 40 W Luz do 1683

Dia Especial — controle

Fonte: o préprio autor.

A combinag&o entre um meio de cultura e uma fonte de iluminagéo
consistiu em um tratamento, composto por oito repeticdes (frascos) com sete
plantulas por frasco, distribuidos ao acaso dentro de cada ambiente.

As diferencas de iluminancias entre as lampadas foram medidas por
meio de luximetro (Tabela 3.4.1). O aparelho foi posicionado na altura dos frascos
em trés posicdes diferentes na prateleira; regido central e extremidades, sob a area
iluminada. A temperatura da camara foi mantida a 25 °C + 2 e fotoperiodo de 16
horas-luz.

A andlise dos LEDs e da lampada fluorescente para a caracterizacéo
da qualidade da luz foi realizada no Laboratorio de Optica e Optoeletrénica da UEL,
e a partir dos dados obtidos foi gerado um grafico no software MATLAB.

Aos 200 dias, avaliou-se as variaveis fitométricas: altura da parte
aérea (cm), numero de brotos, massa fresca e seca da parte aérea (g), numero de
raizes, comprimento médio das raizes (cm), massa fresca e seca de raizes (g) e
contetdo de clorofila das folhas (mg g?). Foram avaliados quatro frascos por
tratamento, totalizando 28 plantulas.

Para a determinacéo do teor de clorofila das folhas retirou-se 50 mg
de tecido foliar de cada repeticdo para maceracdo em acetona 80%. Apds a
maceragéo, as amostras foram colocadas em tubos graduados envolvidos em papel
aluminio (a fim de manter a solu¢do protegida da luz), completando-se o volume
para 10 mL com acetona 80%. Os tubos foram centrifugados para separacao das

fases solida e liquida, retirando-se uma aliquota da fase liquida para leitura da
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absorbancia em espectrofotometro (modelo Genesys 10S Spectrophotometer, UV-
VIS®). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda 663 nm para clorofila
a 645 nm para clorofila b. O contetudo de clorofila foi determinado por meio das
equacOes propostas por Arnon (1949) e os resultados foram expressos em
miligrama de clorofila por grama de matéria fresca.
e Clorofilaa (mg g?) = (12,7 Asss — 2,69 Agss) 10/(1000*massa das amostras)
e Clorofilab (mg g?) = (22,9 Asss — 4,68 Agss) V/(1000*massa das amostras)
e Clorofilaa+ b (mg g?) = clorofila a + clorofila b
e Relacao clorofila a/b = clorofila a / clorofila b
Para a avaliagcdo da porcentagem de sobrevivéncia na etapa de
aclimatizacdo, as plantulas foram transferidas para bandejas de isopor, com 128
células, empregando esfagno como substrato; cada célula recebeu uma plantula e o
conjunto de sete plantulas consistiu em uma repeticao, totalizando quatro repeticbes
por tratamento (28 plantulas). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacao
com sombreamento de 70%, sob irrigagcbes realizadas diariamente por
microaspersdo. ApO0s 60 dias verificou-se a porcentagem de sobrevivéncia das
plantas.
A andlise estatistica dos dados foi composta de analise de
variancias individuais e analise conjunta de ambientes (tipo de lampada). As médias

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3.5.1 apresenta a Densidade Espectral de Poténcia (PSD)
das fontes de luz estudadas. As fitas de LED apresentam a PSD em forma de sino,
centrada nos respectivos comprimentos de onda de sua cor (aproximadamente 460
nm para LED azul e 640 nm para o LED vermelho), e as lampadas LEDtube da
Philips sdo semelhantes a essas fitas, porém deslocadas. A LEDtube 6500k
apresenta seu maximo em um comprimento de onda menor que a LEDtube 4000k.
Portanto, embora sejam LEDs brancos, o LEDtube 6500k tende para o azul,

enguanto a LEDtube 4000k tende para o vermelho.
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Figura 3.5.1 — Distribuicbes espectrais de energia relativa dos LEDs e da lampada
fluorescente. Londrina, PR, 2014.

T T T T T T

Lampada Fluorescente
——— Philips LEDtube 4000K ||
Philips LEDtube 6500K
Fita de LED Azul

Fita de LED Vermelho

100

co
o
T

(=1}
[=]
T

B
o
T

Resposta relativa (%)

T

N
o
T

. - T r——

0

300 400 500 600 700 800 90
Comprimento de onda (nm)

Fonte: o proprio autor.

Por outro lado, a lampada fluorescente apresentou picos de
intensidade em comprimentos de ondas discretos. Isto se atribui ao fato da luz
visivel (menor energia) ser gerada pela excitacdo da camada de fésforo apds a
circulacdo da corrente elétrica no gas. Assim, o elétron do atomo de fésforo sobe
niveis energéticos discretos e bem definidos que quando retornados ao estado inicial
emite fétons com energia definida e, por conseguinte, comprimentos de ondas
especificos.

A qualidade da luz € um dos fatores de maior importancia na
regulacéo do desenvolvimento da planta, visto que existem fotorreceptores que sao
ativos sob comprimentos de ondas de luz especificos (LEE et al., 2007). Nesse
estudo, diferengcas no crescimento de plantulas de Microlaelia lundii foram
verificadas quando as plantulas foram submetidas a diferentes fontes de luz e meios
de cultura (Tabela 3.5.1). Para a variavel altura da parte aérea (APA) existiu
interacdo entre as fontes de luz e os meios de cultivo. No meio simplificado (SP)
verifica-se plantulas mais altas em relacdo ao meio MS, exceto para as fontes de luz
L2 e L5 (L2 - LEDTUBE 6500K, L5 - LED vermelho), nas quais a APA nao diferiu
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entre as duas formulacdes de meios cultura.

Tabela 3.5.1 - Pardmetros biométricos avaliados em plantulas de Microlaelia lundii
submetidas a diferentes fontes de luz e meios de cultura. Londrina, PR, 2014.

A Altura da parte aérea (cm) Numero de brotos
Lampada*
MS SP Média MS SP Média

L1 4,6 abB** 5,36 bcA 4,98 2,67 2,83 2,75 ab
L2 4,41 abA 4,88 bcA 4,64 2,75 3,00 2,88 ab
L3 3,39 cB 4,56 cA 3,98 3,04 3,63 3,33a
L4 3,68 bcB 5,61 bA 4,64 1,88 2,54 2,21b
L5 5,17 aA 5,60 bA 5,38 0,75 0,75 0,75¢
L6 5,36 aB 6,67 aA 6,01 0,75 1,21 0,98 ¢
L7 2,91 cB 5,62 bA 4,27 0,75 1,12 0,94 c

Média 4,22 5,47 1,86 A 2,09 A

CV (%) 9,57 33,16

Lampada Massa fresca da parte aérea (g)*** Massa seca da parte aérea (g)***
MS SP Média MS SP Média

L1 1,45 aA 1,15abcA 1,30 0,15 aA 0,14 bA 0,15
L2 1,42 aA 1,40 abA 1,41 0,17 aA 0,14 bA 0,15
L3 1,01 abcB 1,42 abA 1,21 0,14 aB 0,21 aA 0,17
L4 1,27 abA 1,50 aA 1,38 0,18 aB 0,22 aA 0,20
L5 0,80 bcA 0,74 cA 0,77 0,05 bA 0,05 cA 0,05
L6 1,13 abcA 0,93 bcA 1,03 0,07 bA 0,06 cA 0,07
L7 0,65 cA 0,85 cA 0,74 0,08 bB 0,13 bA 0,10

Média 1,10 1,14 0,12 0,14

CV (%) 20,81 17,20

*L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 — L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 - LED vermelho; L6 - LED
azul; L7 - Lampada fluorescente (controle). MS - meio MS com metade da concentacdo de
macronutrientes e SP - meio simplificado. **Letras minUsculas distintas na coluna e mailsculas na
linha, para cada variavel, diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.*** Valores
calculados com base na soma de sete plantulas.

Fonte: o préprio autor.

Como o fertilizante utilizado no meio simplicado apresenta,
praticamente, 0S mesmoS macro e micro nutrientes presentes no meio MS
(FAVETTA, COLOMBO e FARIA, 2014), o incremento na altura das plantulas,
provavelmente, ocorreu pela adicdo da polpa de banana. Pois, a polpa de banana
‘Nanica’ é fonte de potdssio e vitaminas: A, C, tiamina, riboflavina e niacina
(ARDITTI, 2008), componentes que enriqguecem 0S meios nutritivos e incrementam o
crescimento das plantulas in vitro (FAVETTA, COLOMBO e FARIA, 2014).

Em estudos com meio simplificado, Unemoto et al. (2007)
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observaram que as plantulas de Microlaelia lundii ndo sobreviveram no meio
simplificado a base do adubo NPK (10-30-20), sugerindo que a éspecie requer um
meio nutritivo com maior complexidade de elementos, como o meio MS. Desta
forma, observa-se neste trabalho, que a banana ‘Nanica’ presente no meio SP
supriu as necessidade de nutrientes das plantulas, superando o meio MS.

Com relacédo as fontes de luz, L6 (LED azul) apresentou a maior
média para APA das plantulas nos dois meios de cultura analisados. No entanto,
Poudel, Kataoka e Mochioka (2008) e Heo et al. (2006) observaram maior
comprimento de parte aérea em micro-estacas de uva cultivadas sob LED vermelho.
Assim, neste trabalho, esse fato pode indicar apenas um estiolamento das plantulas
devido a menor intensidade luminosa; pois, a luminosidade (lux) apresentada pelas
fitas de LED €, aproximadamente, 15 vezes menor a das demais fontes de luz.
Resultados semelhantes foram observados para as plantulas que cresceram sob a
fonte de luz L5. Ainda, observa-se que as plantulas submetidas as fontes de luz L5
e L6, em ambos os meios de cultura, apresentaram menor namero de brotos e
sistema radicular menos desenvolvido (Tabelas 3.5.1 e 3.5.2).

Para a variavel numero de brotos (Tabela 3.5.1) ndo houve efeito
significativo dos meios de cultura, sendo que a resposta para essa variavel foi
influenciada pela fonte de luz. As plantulas cultivadas sob as fontes de luz L3, L2, L1
e L4 (L3 - LEDTube 4000k + LEDTube 6500k; L1 - LEDTube 4000k; L4 - LEDTube
4000k + LEDTube 4000k) apresentaram o maior niumero de brotos, respectivamente.
No entanto, o acimulo de massa seca na parte aérea foi dado em funcdo da
interacdo entre meio de cultura e fonte de luz. E provavel que o nimero de brotos,
também tenha relacéo direta com o acumulo de matéria seca, conforme verificou-se
para as plantulas cultivadas em meio SP sob as fontes de luz L3 e L4.

Dessa forma, pode-se inferir que a maior luminosidade fornecida por
essas fontes de luz e o maior aporte de nutrientes ao meio, fornecidos pela polpa de
banana, estimularam a sintese e o acumulo de reservas pelos brotos. O nimero de
brotos, também, torna-se importante na fase de aclimatizacéo, pois, a maximizacao
da producdo em numero, tamanho e qualidade de brotos, reflete em maior
porcentagem de sobrevivéncia nessa fase.

A composicdo do meio de cultura e a fonte de luz, também
influenciaram o crescimento do sistema radicular (Tabela 3.5.2). Assim, analisando

as variaveis relacionadas ao sistema radicular observa-se que a inducdo de raizes,
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provavelmente, € dependente da intensidade luminosa, corroborando Lee et al.,

2007).

Tabela 3.5.2 — Pardmetros biométricos avaliados em plantulas de Microlaelia lundii

submetidas a diferentes fontes de luz e meios de cultura. Londrina, PR, 2014.

A Numero de raizes Comprimento médio de raizes (cm)
Lampada*
MS SP Média MS SP Média

L1 8,38 9,54 8,96 a** 3,59 bA 4,05 bA 3,82
L2 8,58 9,38 8,98 a 3,07 bA 3,92 bA 3,50
L3 8,79 12,08 10,44 a 2,90 bA 3,47 bA 3,18
L4 7,21 10,21 8,71a 3,39 bB 6,20 aA 4,8
L5 3,58 3,71 3,65¢ 2,94 bA 3,35 bA 3,15
L6 4,46 4,13 4,29 bc 3,27 bA 4,02 bA 3,65
L7 4,46 7,29 6,38 b 5,45 aA 5,54 aA 5,50

Média 6,64 B 8,05 A 3,52 4,37

CV (%) 20,45 15,90

Lampada Massa fresca de raizes (g)*** Massa seca de raizes (g)***
MS SP Média MS SP Média

L1 1,88 abB 2,64 bA 2,26 0,21 abcB 0,29 bcA 0,25
L2 1,24 bB 2,14 bcA 1,69 0,15 cdeB 0,25 cA 0,20
L3 1,24 bB 2.19 bcA 1,71 0,18 bcdB 0,30 bcA 0,24
L4 1,65 abB 4,89 aA 3,27 0,26 abB 0,59 aA 0,42
L5 0,96 bA 1,04 dA 1,00 0,07 eA 0,08 dA 0,07
L6 1,09 bA 1,35 cdA 1,22 0,08 deA 0,11 dA 0,10
L7 2,49 aA 3,05 bA 2,77 0,29 aB 0,39 bA 0,34

Média 1,50 2,47 0,18 0,29

CV (%) 24,46 19,99

*L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 - L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 - LED vermelho; L6 - LED
azul; L7 - Lampada fluorescente (controle). MS - meio MS com metade da concentacdo de
macronutrientes e SP - meio simplificado.

**[_etras mindsculas distintas na coluna e mailsculas na linha, para cada variavel, diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. *** Valores calculados com base na soma de oito
plantulas.

Fonte: o proprio autor.

Os LEDs tubulares L1, L2, L3 e L4, propiciaram maior niumero de
raizes por planta nos dois meios de cultura. Por outro lado, raizes mais compridas
foram observadas em plantulas cultivadas sob L7 (Lampada fluorescente) em ambos
0s meios e sob L4 em meio SP. Para a massa fresca e seca de raizes, verifica-se
valores superiores em meio SP, na fonte de luz L4.

Para os teores de clorofila (Tabela 3.5.3), verifica-se diferencas entre
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0s tratamentos e interacdo significativa entre os meios de cultura e as fontes de luz.
Maior teor de clorofila a e clorofila b foram encontrados nas plantulas cultivadas em
meio SP para nas fontes de luz L4 e L7. Rocha et al. (2010) e Nhut et al. (2003)
observaram maior conteudo de clorofila em brotacbes de morango iluminadas por
LEDs vermelho e vermelho combinado com azul, respectivamente. A fonte de luz L4
apresenta tendéncia para o vermelho, corroborando as observacdes desses autores.
Por outro lado, Mengxi et al.,, 2011 em estudos com Oncidium sp., obtiveram
conteudos de clorofila superiores sob LED azul.

Tabela 3.5.3 — Conteudo de clorofila a, clorofila b, clorofila a + clorofila b e relacéo
de clorafila a/b em plantulas de Microlaelia lundii submetidas a diferentes lampadas
e meios de cultura. Londrina, 2014.

Lampada® Clorofila a (mg g™) Clorofila b (mg g™)
MS SP Média MS SP Média

L1 0,66 abA** 0,55 bA 0,61 0,40 abA 0,29 cB 0,35
L2 0,72 aA 0,57 bB 0,64 0,44 aA 0,32 bcB 0,38
L3 0,56 abA 0,51 bA 0,54 0,37 abA 0,28 cB 0,33
L4 0,64 abB 0,82 aA 0,73 0,38 abA 0,40 abA 0,39
L5 0,53 abA 0,54 bA 0,54 0,32 bA 0,29 cA 0,30
L6 0,52 bA 0,59 bA 0,56 0,34 bA 0,30 cA 0,32
L7 0,49 bB 0,89 aA 0,69 0,35 abB 0,46 aA 0,40

Média 0,59 0,64 0,37 0,33

CV (%) 14,38 13,11

Lampada Clorofila Total (mg g™) Relacdo Clorofila a/b (mg g*)
MS SP Média MS SP Média

L1 1,06 abA 0,84 bB 0,95 1,66 abB 1,89 abcA 1,78
L2 1,16 aA 0,88 bB 1,02 1,63 abB 1,80 cA 1,72
L3 0,94 abA 0,79 bA 0,86 1,50 bcB 1,83 bcA 1,66
L4 1,02 abB 1,22 aA 1,12 1,71 aB 2,07 aA 1,89
L5 0,85 bA 0,83 bA 0,84 1,67 abB 1,90 abcA 1,79
L6 0,86 bA 0,89 bA 0,87 1,54 abcB 2,01 abA 1,77
L7 0,84 bB 1,34 aA 1,09 1,43 cB 1,92 abcA 1,68

Média 0,96 0,97 1,59 1,92

CV (%) 13,70 5,18

*L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 — L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 - LED vermelho; L6 - LED
azul; L7 - Lampada fluorescente (controle). MS - meio MS com metade da concentacdo de
macronutrientes e SP - meio simplificado.

**|_etras mindsculas distintas na coluna e mailsculas na linha, para cada variavel, diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Fonte: o préprio autor.
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Os pigmentos fotossintéticos apresentam grande importancia para a
fotossintese; estdo relacionados a multiplicacdo celular e ao crescimento das plantas,
sendo as clorofilas responsaveis pela absor¢do e envio de energia luminosa para 0s
centros de reacgdo (TAIZ; ZEIGER, 2013); assim, diferencas na qualidade espectral da
radiacdo podem influenciar a composi¢céo desses pigmentos e consequentemente todo o
aparato funcional fotossintético (TOPCHIY et al., 2005). No entanto, maior contetdo
desses pigmentos ndo indicam, necessariamente, maior taxa fotossintética, pois Saebo et
al. (1995) em estudos com a espécie arbdrea Betula pendula encontraram evidéncias de
gue plantulas com menor teor de clorofila podem usa-l4 de forma mais eficiente do que
plantulas com clorofila em excesso.

A relagéo clorofila a/b (Tabela 3.5.3) apresentou interagéo significativa
entre os fatores, sendo o meio SP superior ao meio MS. A fonte de luz L4 apresentou a
maior relacdo no meio SP, porém diferiu apenas de L2 e L3. Para a planta medicinal
Withania somnifera, maior razao entre clorofila a e b, foi obtida em folhas que cresceram
sob uma mistura de luz vermelho e vermelho distante (LEE et al., 2007).

Na fase de aclimatizacdo, o meio SP proporcionou mais de 90% de
sobrevivéncia (Tabela 3.5.4), indicando a superioridade desse meio em relacdo ao MS
para o cultivo de M. lundii. Dada a alta porcentagem de sobrevivéncia, as fontes de luz
nao influenciaram a sobrevivéncia dessas plantas no meio simplificado. No entanto, o
meio MS proporcionou baixas porcentagens de sobrevivéncia, especialmente, sob as
fontes L4 e L7.

Tabela 3.5.4 - Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de Microlaelia lundii
submetidas a diferentes lampadas e meios de cultura e aclimatizadas em esfagno.
Londrina, 2015.

% de Sobrevivéncia

Lampada*

MS SP
L1 75,00 aB** 100,00 aA
L2 64,29 abB 92,86 aA
L3 53,57 abB 100,00 aA
L4 18,45cB 100,00 aA

L5 35,71 abcB 96,43 aA
L6 35,71 abcB 96,43 aA
L7 25,00 bcB 96,43 aA

CV (%) 17,36
*L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 — L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 - LED vermelho; L6 - LED azul; L7 - Lampada
fluorescente (controle). MS - meio MS com metade da concentagcdo de macronutrientes e SP - meio simplificado.
**| etras mindsculas distintas na coluna e mailsculas na linha, para cada variavel, diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de significancia.
Fonte: o préprio autor.
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Em suma, o meio simplicado nas fontes de luz L1, L2, L3 e L4
propiciou melhores condi¢gbes para o desenvolvimento das plantulas, o que garantiu
uma grande porcentagem de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacdo. Embora
a lampada fluorescente tenha proporcionado resultados semelhantes aos LEDs para
diversas variadveis, pensando em econdmia e preservacdo do meio ambiente
recomenda-se 0 uso dos LEDs. Ademais, como as fontes de luz L1, L2 e L3, L4
tiveram resultados semelhantes, seria interessante o uso das fontes L1 e L2, pelo
menor custo de instalacdo e também de manutencao, ja que esses tratamentos

utilizam apenas uma lampada e ndo duas como os tratamentos L3 e L4.
3.6 CONCLUSAO
O meio simplificado composto pelo fertilizante Biofert® e polpa de

banana ‘Nanica’ nas fontes de luz L1, L2, L3 e L4 sdo recomendos para a

propagacao in vitro de Microlaelia lundii.
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4 ARTIGO B: LEDs COMO ALTERNATIVA A LAMPADAS FLUORESCENTES NO
CRESCIMENTO DE Dendrobium nobile EM DOIS MEIOS DE CULTURA

4.1 RESumMo

A espécie Dendrobium nobile esta entre as principais orquideas comercializadas no
mundo, isso devido a beleza de suas flores, aliada a facilidade de cultivo. No
entanto, para atender a demanda do mercado, sao necessarias mudas de qualidade
e com preco reduzido. Tal demanda é suprida pela propagacéao in vitro, mas, para
isso, fatores como meio de cultura e luminosidade devem estar adequados a
espécie. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia de fontes de luz e
meios de cultura no crescimento in vitro de um hibrido de D. nobile. Plantulas de D.
nobile, subcultivadas em frascos contendo meio de cultura Y2 MS e meio
simplificado, foram acondicionadas em camara de cultivo caracterizadas pelo tipo de
luz: L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 — L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 -
Lampada fluorescente (controle). Apos 200 dias avaliou-se as variaveis fitométricas,
teor de clorofilas e carotendides e pH do meio de cultura; também foi avaliada a
porcentagem de sobrevivéncia ex vitro. O meio simplificado propiciou maior altura da
parte aérea, massa fresca e seca da parte aérea e raizes, e volume do sistema
radicular. A altura e massa seca da parte aérea nao sofreram influéncias da fonte de
luz. Conclui-se que o meio simplificado e as lampadas LEDs podem ser usados na

propagacéao in vitro de D. nobile.

Palavras chaves: Fonte de Luz. LED. Orchidaceae.

4.2 ABSTRACT

Dendrobium nobile species is among the leading orchids marketed in world, that due
to the beauty of its flowers, combined with ease of cultivation. However, to attend the
market demand, are necessary the quality seedlings and reduced price. This demand
is supplied by in vitro propagation, but for this, factors such as culture medium and
luminosity must be appropriate to the species. The objective of this study was to
evaluate the influence of light sources and culture media on in vitro growth of a D.

nobile hybrid. Seedlings of D. nobile, subcultured in jars containing a %2 MS medium
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and simplified medium, were placed in growth chamber characterized by the type of
light: L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 - L1 + L2; L4 — L1 + L2; L5-
Fluorescent lamp (control). After 200 days it was evaluated the phytometrics
parameters, chlorophylls and carotenoids content and the final pH of the culture
medium; was also evaluated the percentage of ex vitro survival. The simplified
medium led to greater canopy height, fresh and dry mass of canopy and root, and
root system volume. The canopy height and dry mass did not suffer influences of the
light source. It is concluded that the simplified medium and the LED lamps can be

used in vitro propagation of D. nobile.

Keywords: Light Source. LED. Orchidaceae.

4.3 INTRODUCAO

A orquidea Dendrobium nobile Lindl., popularmente conhecida como
“olho de boneca”, nativa do sudoeste asiatico, é cultivada em varios continentes,
principalmente, pela sua adaptabilidade a temperaturas entre 5 e 35 °C
(WATANABE et al., 2002). Esta espécie e seus hibridos estdo entre as orquideas
mais comercializadas no Brasil; devido, especialmente, as suas belas floradas,
grande durabilidade das flores, facilidade de cultivo e preco relativamente baixo,
guando comparado a outras orquideas.

A propagacgdo vegetativa, por meio de estacas do pseudobulbo,
ainda é bastante utilizada pelos produtores para a propagacao desta espécie. No
entanto, além de ser onerosa, ndo apresenta alto rendimento, assim, para garantir o
sucesso comercial, € necessario colocar no mercado mudas de qualidade e com
preco mais acessivel, assegurados pela propagacdo in vitro.

As técnicas de propagacdo in vitro, tém suprido a demanda do
mercado, mas como cada espécie e hibrido pode responder, de modo diferente, a
fatores como composicdo do meio de cultura e iluminacdo, estudos precisam ser
realizados visando adequar para cada espécie as condi¢des ideais (FARIA et al.,
2012).

A formulacdo do meio de cultura é essencial para o crescimento e
desenvolvimento das plantulas in vitro. O meio de cultura MS (MURASHIGE;

SHOOG, 1962) é o mais empregado na propagacdo in vitro de orquideas.
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Entretanto, os meios simplificados, compostos por fertilizantes comerciais e polpa de
frutas (STANCATO; NERI; TAVARES, 2009; SU; SCHNITZER; FARIA, 2012;
UNEMOTO et al., 2007) tém sido utilizados, com sucesso, devido ao baixo custo dos
componentes e a grande acessibilidade, dispensando o uso de reagentes como
nitrato de amonia e de potassio, utilizados no MS, cuja obtencao € controlada pelo
Ministério da Defesa por meio da Lei Federal n°® 3.665 de 20 de novembro de 2000
(BRASIL, 2000; SU; SCHNITZER; FARIA, 2012;).

Além do meio de cultura, as condicbes de luminosidade nas
camaras de crescimento influenciam o crescimento e desenvolvimento das plantulas.
Embora, a lampada fluorescente, ainda, seja a principal fonte de iluminacdo nas
camaras de crescimento, as lampadas LEDs vém se destacando como uma fonte de
luz mais eficiente para a regeneracao e o crescimento de plantas in vitro (GUPTA,
JATOTHU, 2013). Ademais, os LEDs apresentam alta eficiéncia energética, maior
vida util, auséncia de calor no feixe de luz e auséncia de substancias toxicas, como o
mercurio (STEELE, 2007); vantagens que podem impulsionar o rendimento da
propagacao comercial de orquideas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de fontes de

luz e meios de cultura no crescimento in vitro de um hibrido de D. nobile.
4.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Universidade Estadual de Londrina, em 2014.

Sementes de um hibrido obtido a partir do cruzamento de dois
genotipos de Dendrobium nobile foram germinadas em meio de cultivo 2 MS e
mantidas por trés meses sob lampada fluorescente. Ao atingirem 10 mm + 2, com
dois a trés primordios foliares, foram subcultivadas em dois meios de cultura: 1) %
MS e 2) meio simplificado, composto de 5 mL L™ do fertilizante Biofert Plus® NPK
(08-09-09) e polpa de banana ‘Nanica’, 60 g L™, no estadio de maturacdo quatro. A
base dos dois meios nutritivos foi composta por 30 g L™ de sacarose, 1 g L™ de
carvdo ativado e 8 g L™ de 4gar; o pH dos meios foi ajustado para 5,8 + 0,2 antes da
adicdo do agar. Frascos de vidro de 350 mL receberam 50 mL de meio e foram e

autoclavados a temperatura de 121 °C e pressao de latm. durante 25 minutos.
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Os frascos com as plantulas foram acondicionadas em camaras de
crescimento, constituida por uma prateleira de MDF (123 cm comprimento; 50 cm de
altura; 66 cm de profundidade), caracterizadas por diferentes fontes de luz (Tabela
4.4.1); para evitar a interferéncia entre os comprimentos de ondas de luz emitidos,

as prateleiras foram isoladas por placas de isopor.

Tabela 4.4.1 — Caracterizagdo das fontes de luz usadas para iluminagdo de
plantulas de um hibrido de Dendrobium nobile. Londrina, PR, 2014.

Fonte de Luz Luminosidade (lux)
L1 Lampada tubular LEDTube 4000k Philips Cool 1840
White
L2 Lampada tubular LEDTube 6500k Philips Daylight 2782
L3 L1+L2 3940
L4 L1+L1 3750
L5 Lampada tubular Fluorescente OSRAM 40 W Luz 1683

do Dia Especial (controle)

Fonte: o proprio autor.

A combinagéo entre um meio de cultura e uma fonte de luz consistiu
em um tratamento, composto por 10 repeticdes (frascos) com oito plantulas por
frasco, distribuidos ao acaso dentro de cada ambiente.

A temperatura da sala de crescimento foi mantida a 25 °C + 2 e
fotoperiodo de 16 horas-luz. Para medir as diferencas de iluminancias entre as
lampadas foi utilizado Luximetro, posicionando o aparelho na altura dos frascos em
trés posicbes diferentes na prateleira; regido central e extremidades, sob a area
iluminada.

Apods 200 dias avaliou-se as variaveis: altura da parte aérea (cm);
namero de brotos; massa fresca e seca da parte aérea (g); volume radicular (mL);
massa fresca e seca de raizes (g); conteudo de clorofilas e carotenoides, pH final do
meio de cultura e porcentagem de sobrevivéncia ex vitro.

Para analise do conteudo de clorofila das folhas, retirou-se 50 mg de
tecido da segunda e terceira folha expandida, em seguida as amostras foram
colocadas em tubos graduados, envolvidos com papel aluminio (para manter a
solucéo protegida da luz), contendo sete mL de solucéo extratora (acetona 80%). Os

tubos foram mantidos em geladeira e apés cinco dias verificou-se que as amostras



40

estavam completamente descoloridas. O volume da solugéo extratora (acetona 80%)
de cada tubo foi completado para 10 mL e homogeneizado. Entdo, retirou-se uma
aliquota desse extrato para leitura da absorbancia em espectrofotometro (modelo
Genesys 10S Spectrophotometer, UV-VIS®) (VIEIRA et al., 2010). As leituras dos
extratos cetdnicos foram realizadas nos comprimentos de onda de 663 nm para
clorofila a e 645 nm para clorofila b. O contetdo de clorofila foi determinado por meio
das equacdes propostas por Arnon (1949) e os resultados foram expressos em
miligrama de clorofila por grama de matéria fresca.

e Clorofilaa (mg g?) = (12,7 Asss — 2,69 Agss) 10/(1000*massa da amostra)

e Clorofilab (mg g?) = (22,9 Asss — 4,68 Asss) 10/(1000*massa da amostra)

e Clorofilaa + b (mg g™) = clorofila a + clorofila b

e Relacgéao clorofila a/b = clorofila a / clorofila b

e Carotenoides (mg g') = (1000 A470 — 3,27 clorofila a — 104 clorofila b)

10/(229 *1000*massa da amostra)

Para avaliar a porcentagem de sobrevivéncia, as plantulas foram
transferidas para bandejas de isopor de 128 células, contento esfagno como
substrato, e acondicionadas em casa de vegetacdo, com 70% de sombreamento.
Cada célula recebeu uma pléantula, totalizando 32 por tratamento (quatro repeticdes).
Aos 60 dias avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia das plantas.

Os dados foram avaliados por meio de andlise de variancias
individuais e conjunta de ambientes (fontes de luz) e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento das plantulas de Dendrobium nobile foi influenciado
pelo meio de cultivo e pelas fontes de luz. Para a variavel altura da parte aérea
(APA), o meio simplificado (SP) proporcionou plantulas mais altas, independente das
fontes de luz (Tabela 4.5.1). Corroborando esses resultados, Su, Schnitzer e Faria,
2012, verificaram para a mesma espécie que o meio simplificado a base de
fertilizante NPK (08-09-09) e polpa de banana ‘Nanica’ propiciou a maior média para
a variavel altura da parte aérea. A polpa de banana supre grande parte do

nitrogénio, potassio e vitaminas A, C, tiamina, riboflavina e niacina utilizados para o
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crescimento do explante (ARAUJO et al., 2006; ARDITTI, 2008), podendo

incrementar a altura das plantulas.

Tabela 4.5.1 — Parametros biométricos avaliados em plantulas de um hibrido de
Dendrobium nobile submetidas a diferentes fontes de luz e meios de cultura.
Londrina, PR, 2014.

Lampada* Altura da parte aérea (cm) Numero de brotos
MS SP Média MS SP Média
L1 4,43 aA** 5,61 aA 5,02 4,67 aA 2,58 abB 3,63
L2 4,20 aA 5,15 aA 4,68 3,33 bA 3,17 aA 3,25
L3 4,70 aA 5,71 aA 5,21 2,38 cA 2,13 bA 2,25
L4 4,72 aA 5,59 aA 5,15 2,08cB 2,79 abA 2,44
L5 4,70 aB 6,19 aA 5,45 2,08cA 2,55abA 2,32
Média 4,55 5,65 2,64 2,90
CV (%) 17,40 15,45
Lampada Massa fresca da parte aérea (g)*** Massa seca da parte aérea (g)***
MS SP Média MS SP Média
L1 2,28 abB 3,57abA 2,93 0,27 abB 0,36 aA 0,32
L2 2,65 aB 4,06 aA 3,36 0,28 abB 0,37 aA 0,33
L3 2,56 aB 3,20 bA 2,88 0,29 aB 0,37 aA 0,33
L4 1,98 abB 3,40 abA 2,69 0,24 abB 0,37 aA 0,30
L5 1,77 bB 3,90abA 2,83 0,20 bB 0,37 aA 0,28
Média 2,25 3,63 0,25 0,36
CV (%) 12,96 13,46

*L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 — L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 - LAmpada fluorescente
(controle). MS - meio MS com metade da concentac@o de macronutrientes e MSP - meio simplificado.
**|_etras mindsculas distintas na coluna e mailsculas na linha, para cada variavel, diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de significAncia.*** Valores calculados com base na soma de oito plantulas.

Fonte: o préprio autor.

Para numero de brotos (Tabela 4.5.1), o meio MS na fonte de luz L1
(L1 - LEDTube 4000k) propiciou a maior média, com aproximadamente cinco brotos
por plantula. Enquanto no meio SP a fonte de luz L2 (L2 - LEDTube 6500k)
apresentou a maior média, diferindo apenas de L3 (L3 - LED 4000k + LED 6500k).
Rocha et al. (2010) também encontraram maior nimero de brotos em morangueiro,
sob LEDs vermelho, azul e verde, em comparacéo a lampadas fluorescentes.

Com relacdo a massa fresca e seca da parte aérea (Tabela 4.5.1), o
meio SP também se destacou, proporcionando as maiores médias. Quanto as fontes

de luz, ndo houve diferenca significativa para massa seca da parte area. Para massa
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fresca, L2 apresentou a maior média, diferendo apenas de L3, no meio simplificado.
Kim et al. (2004), em estudos com plantulas de crisantemo, observaram maior
massa fresca e seca sob lampada fluorescente e a combinagdo de LED azul e
vermelho. No entanto, Nhut et al. (2005) registraram maior massa fresca de parte
aérea, apenas, sob a combinacdo de LED azul e vermelho, em plantulas de
Spathiphyllum sp.

Das variaveis avaliadas no sistema radicular (Tabela 4.5.2), o meio
SP apresentou-se, em média, superior para todas as variaveis, demonstrando a
influéncia desse meio no crescimento do sistema radicular das plantulas. O
incremento do sistema radicular proporcionado pelo meio SP pode ter ocorrido em
funcdo da adigdo da polpa de banana ‘Nanica’ ao meio, pois diversos autores
encontraram resultados semelhantes (ARAUJO et al., 2006; FAVETTA; COLOMBO;
FARIA, 2014; SU; SCHNITZER; FARIA, 2012).

Sob as fontes de luz L3 e L4, as plantulas cultivadas em meio SP
apresentaram 0s maiores valores absolutos para volume do sistema radicular e
massa fresca e seca de raizes, apesar de nao diferirem estatisticamente dos
demais. Como a luminosidade em L3 e L4 assumiu maior intensidade que nos
demais tratamentos (3940 e 3750 lux, respectivamente) e 0 meio SP apresenta mais
acucares que o meio MS; pode-se inferir que a assimilacdo desses carboidratos via
fotossintese tenha sido mais eficiente e aumentado as taxas de crescimento.
Soontornchainaksaeng et al. (2001) encontraram os melhores resultados para
crescimento e acumulo de massa seca em plantulas de Phaius tankervilliae e Vanda
coerulea quando essas foram cultivadas em meio Vacin & Went suplementado com
100 g L™ de polpa de banana sob intensidade luminosa de aproximadamente 4000

lux.
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Tabela 4.5.2 — Parametros biométricos avaliados em plantulas de um hibrido de
Dendrobium nobile submetidas a diferentes fontes de luz e meios de cultura.
Londrina, PR, 2014.

Lampada* Volume de raizes (mL)*** Massa fresca de raizes (g)*** Massa seca de raizes (g)***
MS SP Média MS SP Média MS SP Média
L1 4,37 abB** 8,13 aA 6,25 3,08abB 59bA 4,49 0,38abB 0,54 bA 0,46
L2 563aA 6, 75aA 6,19 5,10 abB 7,94 abA 6,52 0,45aA 055bA 0,50
L3 6,00aB 9,50aA 7,75 6,19aB 8,95abA 7,57 0,52aB 0,79aA 0,65
L4 425abB 9,25aA 6,75 2,94 abB 9,24aA 6,09 0,32abB 0,73 abA 0,52
L5 225bB 7,00aA 4,63 1,94bB 7,08abA 4,51 0,24bB 0,60abA 0,42
Média 4,50 8,13 3,85 7,82 0,38 0,64
CV (%) 23,69 27,08 21,71

* L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 — L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 - LAmpada fluorescente
(controle). MS - meio MS com metade da concentacdo de macronutrientes e MSP - meio simplificado.
**[_etras mindsculas distintas na coluna e mailsculas na linha, para cada variavel, diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. *** Valores calculados com base na soma de oito
plantulas.

Fonte: o préprio autor.

Com relacao a fonte de luz, L3 proporcionou maior volume, massa
fresca e massa seca das raizes, nao diferindo das fontes L1, L2 e L4 (L4 — LEDtube
4000k + LEDTube 4000K) para volume; L2 e L4 para massa fresca; e L4 e L5 (L5 -
Lampada fluorescente) para massa seca de raizes. Nhut et al. (2005) néo
observaram diferencas significativas entre as combinagdes de LEDs vermelho e azul
e a lampada fluorescente para as variaveis comprimento de raizes e massa seca de
raizes em plantulas de Spathiphyllum. Assim, tendo em vista que a funcdo do
sistema radicular € nutrir a parte aérea, o sistema radicular bem desenvolvido
podera garantir o desenvolvimento da parte aérea.

Ainda, com relacdo ao acumulo de biomassa fresca e seca, tanto na
parte aérea como nas raizes, verifica-se maiores valores para as plantulas cultivadas
no meio SP. E provavel que a maior concentracdo de carboidratos nesse meio,
devido a polpa de banana, tenha favorecido o crescimento das plantulas e acimulo
de biomassa. Faria et al. (2004) encontraram resultados semelhantes para D. nobile
quando o meio de cultura MS foi suplementado com 60 g L™ de sacarose.

Quanto ao teor de clorofila e carotenoides acumulados nas folhas
(Tabela 4.5.3), ndo verificou-se diferencas estatisticas entre os tratamentos. ISso
evidencia a plasticidade da espécie em relacdo ao acumulo de pigmentos

fotossintéticos em diferentes comprimentos de onda; € provavel que essa
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caracteristica seja inerente a propria espécie, visto que a mesma € ‘plastica’ em

relacdo a adaptabilidade a temperaturas entre 5 e 35 °C.

Tabela 4.5.3 — Conteudo de clorofila a, clorofila b, clorofila a + clorofila b e relacéo
de clorafila a/b, carotenoides e pH do meio de cultura em plantulas de um hibrido de
Dendrobium nobile submetidas a diferentes lampadas e meios de cultura. Londrina,
2014.

Lampada* Clorofila a (mg g*) "™ Clorofila b (mg g™*) "™
MS SP Média MS SP Média
L1 0,54 0,50 0,52 0,14 0,12 0,13
L2 0,23 0,44 0,34 0,06 0,11 0,09
L3 0,49 0,43 0,46 0,13 0,11 0,12
L4 0,67 0,50 0,58 0,18 0,14 0,16
L5 0,54 0,52 0,53 0,17 0,13 0,15
Média 0,50 0,48 0,14 0,12
CV (%) 34,95 46,21
Lampada  Clorofila Total (mg g*) ™ Relacado Clorofila a/b (mg g*) ™
MS SP Média MS SP Média
L1 0,69 0,61 0,65 4,13 4,37 4,25
L2 0,30 0,56 0,43 3,89 4,43 4,16
L3 0,62 0,54 0,58 3,94 4,05 3,99
L4 0,85 0,64 0,74 3,99 3,86 3,93
L7 0,71 0,65 0,68 3,34 4,13 3,74
Média 0,65 0,59 3,86 4,17
CV (%) 37,07 15,16
Lampada  Carotenoides (mg g*)"™ pH
MS SP Média MS SP Média
L1 0,20 0,18 0,19 482 aA 3,61aB 4,22
L2 0,18 0,16 0,17 471aA 3,77 aB 4,24
L3 0,20 0,17 0,18 491 aA 3,65aB 4,28
L4 0,24 0,20 0,22 435aA 3,75aB 3,46
L5 0,22 0,19 0,20 3,69 bA 3,78 aA
Média 0,21 0,18 4,50 3,71
CV (%) 31,45 12,73

* L1 - LEDtube 4000K; L2 - LEDtube 6500K; L3 — L1 + L2; L4 — L1 + L1; L5 - La&mpada fluorescente
(controle). MS - meio MS com metade da concentacdo de macronutrientes e MSP - meio simplificado.
**|_etras mindsculas distintas na coluna e mailsculas na linha, para cada variavel, diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. ns:diferencas néo significativas pelo teste de Tukey, a 5%
de significancia.

Fonte: o proprio autor.
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Para variavel pH, de maneira geral, verifica-se maior acidificacédo
nos meios de cultura em que as plantas apresentaram maiores taxas de
crescimento. Isso pode ser explicado pela atividade da bomba eletrogénica,
H'ATPase (YI-YONG et al., 2011); pois, a medida que as plantulas absorvem
nutrientes, liberam H* para o meio e, com isso ocorre a sua acidificag&o.

Contudo, os meios de cultura e as fontes de luz ndo influenciaram a
sobrevivéncia das plantulas na fase de aclimatizacédo, verificando-se 100% de
sobrevivéncia em todos os tratamentos. Isso ocorreu, provavelmente, porque as
plantulas dessa espécie apresentam pseudobulbos mais desenvolvidos que
plantulas de outras espécies; assim, mais reservas podem ter sido acumuladas
durante o crescimento in vitro. Dessa forma, visto que a espécie ndo apresenta
dificuldade para ser propagada, o principal objetivo na producdo de mudas de D.
nobile, deve ser a a qualidade final da muda.

Em sintese, o uso de meio simplificado, apresentou-se, de modo
geral, superior a0 meio MS para o crescimento in vitro dessa espécie. Assim como,
os LEDs tubulares da Philips, apresentaram-se como fontes de luz alternativas as
lampadas fluorescentes, além do mais, seu emprego apresenta menor custo, do

ponto de vista energético, e consequente apelo ambiental.

4.6 CONCLUSAO

O meio de cultura simplificado e as lampadas LEDs, séo indicados

para o crescimento in vitro de Dendrobium nobile.
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