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RESUMO 

FERREIRA, LUCIENE SOUZA; Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2014. Cultivo in vitro de orquídeas em dois 

ambientes (sala de crescimento e casa de vegetação): Crescimento e 

capacidade fotossintética. Orientadora: Virginia Silva Carvalho. Coorientador: 

Eliemar Campostrini. 

 
A propagação seminífera de orquídeas é feita in vitro. Contudo, em relação às 

plantas propagadas convencionalmente, as plantas produzidas in vitro podem ter 

o processo fotoquímico e o bioquímico comprometidos devido às alterações na 

quantidade e qualidade da luz, à elevada umidade relativa nos frascos de cultivo e 

à alta concentração de sacarose no meio de cultura. Sendo assim, este trabalho 

teve como objetivo avaliar a capacidade fotossintética e o crescimento de 

plântulas de Cattleya warneri (Cw), Epidendrum secundum (Es) e Encyclia 

pauciflora x Encyclia osmantha (Ec) cultivadas in vitro em frascos com dois tipos 

de tampas e duas condições de ambiente. Sob condições de fluxo laminar, 

sementes das três espécies de orquídeas estudadas foram transferidas para 

quatro frascos-mãe, contendo 40 mL de meio de cultura B&G Orchidées®, 

solidificado com 12,0 g L-1 de ágar bacteriológico. Para aumentar a eficiência do 

controle de contaminantes, foi adicionado um disco de papel filtro embebido em 

solução saturada de sulfato de cobre na parte interna das tampas. Cada ambiente 

recebeu um frasco-mãe com tampa de plástico e outro com tampa de metal. O 
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primeiro recultivo foi realizado após três meses e o segundo aos seis meses 

quando foi montado o experimento. O delineamento experimental utilizado foi o 

DIC em um esquema fatorial 2 x 2, dois tipos de tampas (metal e plástica) e dois 

ambientes (sala de cultivo convencional e casa de vegetação) e três espécies 

(Cw, Es, Ec). A condição de cultivo em casa de vegetação (CV) foi no Orquidário 

Viridescens em Venda Nova do Imigrante-ES, enquanto que, a sala de 

crescimento (SC) utilizada foi no setor de Horticultura do LFIT/CCTA/UENF, em 

Campos dos Goytacazes-RJ. Em ambos os locais, foram monitorados, por meio 

de sensores automáticos, a temperatura do ar, a umidade relativa e a intensidade 

luminosa. Foram utilizados cinco frascos por tratamento com 10 plantas cada, 

oriundas do primeiro recultivo. Após 11 meses de cultivo in vitro, foram avaliados 

a taxa de sobrevivência, o número de brotos, a área foliar, a massa da matéria 

seca da parte aérea e da raiz, o volume radicular, a fluorescência da clorofila a, a 

intensidade de verde, os teores de pigmentos fotossintéticos, as trocas gasosas e 

a massa foliar específica. Para as variáveis biométricas de Ec e Es, a SC 

apresentou resultados superiores aos da CV, independente do tipo de tampa. 

Para a Cw os melhores resultados foram obtidos nas condições de CV. As 

variáveis fisiológicas relacionadas aos efeitos estomáticos nas espécies Ec e Es 

apresentaram melhores resultados na condição de CV e de tampa de plástico 

para a maioria das variáveis. Já a Cw apresentou resultados semelhantes nos 

dois ambientes com a tampa de plástico. As variáveis relacionadas aos efeitos 

não estomáticos de todas as espécies apresentaram resultados semelhantes em 

todas as condições estabelecidas. Com o objetivo de reduzir os custos da 

produção in vitro com energia elétrica com lâmpadas e ar condicionado, pode-se 

utilizar a casa de vegetação como ambiente para o crescimento das plântulas 

destas espécies. 

 

Palavras-chave: Orchidaceae, Epidendrum secundum, Encyclia osmantha, 

Encyclia pauciflora, Cattleya warneri, trocas gasosas, fotossíntese, propagação 

seminífera in vitro. 
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ABSTRACT 

FERREIRA, LUCIENE SOUZA; Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. February, 2014. In vitro orchids culture in two environments 

(growth room and greenhouse): Growth and photosynthetic capacity. 

Advisor: Virginia Silva Carvalho. Co-advisor: Eliemar Campostrini 

 

Orchid seeds are propagated by in vitro methods. However, plants produced in 

vitro can have the photochemical and the biochemist processes compromised 

because of changes in the light amount and quality, the high relative humidity on 

the jars and the high sucrose concentration in the culture medium. Therefore, this 

study aimed to assess the photosynthetic capacity and the growth of seedlings of 

Cattleya warneri (Cw), Epidendrum secundum (Es) and Encyclia pauciflora x 

Encyclia osmantha (Ec) cultured in vitro in jars with two types of covers and two 

environmental conditions. Under laminar flow conditions, seeds of the three 

studied species were transferred to four jars, containing 40 mL of medium culture 

B&G Orchidées®, solidified with 12.0 g L-1 of bacteriological agar. To increase the 

efficiency of contaminant control, was added a disk of filter paper soaked in a 

saturated solution of copper sulfate on the inside part of the covers. Each 

environment received a jar-mother covered with a plastic cover or with a metal 

cover. The first re-cultivation was carried out after three months and the second 

after six months when the experiment was set up. The experiment was conducted 

in a completely randomized  design in a factorial 2 x 2 x 3, two types of jar covers 
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(plastic and metal) and two environments (growth room and greenhouse) and 

three species (Cw, Es, Ec). The greenhouse (CV) was located in ‗Orquidário 

Viridescens‘ in Venda Nova do Imigrante, a city in Espírito Santo State in Brazil.   

The growth room (SC) was located in the Horticulture Sector LFIT / CCTA / UENF, 

in Campos dos Goytacazes city in Rio de Janeiro State. Air temperature, relative 

humidity and light intensity were monitored by automatic sensors in both 

environments. Five jars were used per treatment with 10 plants in each, derived 

from the first re-cultivation. After 11 months of in vitro growth, were evaluated: the 

seedlings survival, the number of shoots, leaf area, dry matter of shoot and root, 

root volume, chlorophyll a fluorescence, the green intensity, the levels of 

photosynthetic pigments, gas exchange and specific leaf mass. For biometric 

parameters, the Ec and Es showed superior results in the growth room, regardless 

of the cover type. The Cw best biometric results were obtained in the greenhouse. 

For the physiological parameters related to stomatal effects, the Ec and Es 

showed better results in the condition of greenhouse and plastic cover while the 

Cw showed similar results in both environments with the plastic cover. Parameters 

related to non-stomatal effects of all species showed similar results in all 

treatments. Aiming to reduce the cost of in vitro production, such as reduce the 

electricity consume with lamps and air conditioning, the greenhouse environment 

can be used for the seedlings growth of these three species.  

 

Keywords : Orchidaceae, Epidendrum secundum, Encyclia osmantha, Encyclia 

pauciflora, Cattleya warneri, gas exchange, photosynthesis, in vitro seed 

propagation. 
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1. INTRODUÇÃO 

Entre as espécies de maior aceitação no mercado de flores, destacam-se 

as orquídeas, nos seguimentos para corte e plantas em vasos (Kishor et al., 

2006). As orquídeas são sucesso de venda no mundo inteiro e, entre as plantas 

ornamentais, estão entre as mais apreciadas e de maior valor comercial. Com a 

introdução constante de novas cultivares e florações que chegam a durar mais de 

um mês, estas plantas vêm conquistando a cada dia pessoas que ainda não 

conheciam as orquídeas e sua importância na horticultura (Kalimuthu et al., 2007). 

As orquídeas podem ser propagadas de forma assexuada e sexuada. 

Comercialmente a maioria é propagada sexuadamente, por meio de sementes, de 

forma assimbiótica in vitro, garantindo plantas sadias, uniformes e altas taxas de 

germinação (Faria et al., 2012).  

Após a fase in vitro é necessária a aclimatização das plantas transferindo-

as para um ambiente ex vitro. A adaptação a essa condição é delicada devido a 

fatores como temperatura, luminosidade, umidade do ar e do substrato, que 

podem levar a planta a uma condição de estresse e reduzir seu crescimento, 

influenciando na taxa de sobrevivência e no desenvolvimento das plântulas ao 

serem aclimatizadas (Costa et al., 2009b).  

Outro fator que limita a expansão do uso da propagação seminífera in 

vitro é o elevado custo das mudas, devido, por exemplo, ao elevado gasto com 

energia elétrica nas salas de cultivo convencionais, que é um dos fatores mais 

onerosos do processo.   
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A fonte de luz, geralmente utilizada para o cultivo in vitro são as lâmpadas 

fluorescentes. No entanto, esta fonte possui baixa intensidade luminosa e alguns 

comprimentos de onda pouco efetivos para a promoção do crescimento das 

plântulas (Rezende et al., 2008). Além do grande gasto de energia elétrica com as 

lâmpadas, há elevado consumo com os aparelhos de ar condicionado que ficam 

ligados 24 horas por dia para manter constante a temperatura da sala de cultivo. 

Com o objetivo de reduzir o custo das mudas produzidas in vitro, em um 

mercado cada vez mais competitivo, faz-se necessário reduzir o elevado custo de 

funcionamento e a manutenção das salas de crescimento com regime de luz 

artificial e temperatura controlada (Kodym e Zapata-Arias, 1999; Savangikar, 

2004; Erig e Schuch, 2005; Braga et al., 2009).  

O Brasil, por ser um país de clima tropical e subtropical, possui grande 

disponibilidade de luz solar ao longo do ano, o que o torna propício ao emprego 

da luz natural para a propagação in vitro (Erig e Schuch, 2005).  Dessa forma, 

uma alternativa para redução dos custos seria o cultivo das plântulas in vitro em 

ambiente de luz natural, substituindo a luz artificial. Essa tecnologia não é muito 

adotada por não estarem esclarecidos seus efeitos sobre as culturas que, 

convencionalmente, são condicionadas em luz artificial, com baixa intensidade 

luminosa, com fotoperíodo e temperatura controlados (Erig e Schuch, 2005).  

Assim sendo, este trabalho visou estudar o efeito da luz natural e da 

temperatura ambiente no crescimento de plântulas de orquídeas in vitro. 

Objetivou ainda comparar as plântulas crescidas nesta condição com plântulas 

crescidas em salas de cultivo convencionais.  
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2. OBJETIVO 

 

 

 

2.1. Geral 

 

O objetivo geral desse trabalho foi propor a otimização da propagação 

seminífera in vitro de orquídeas, avaliando as variações entre diferentes gêneros 

e espécies, relacionadas à capacidade fotossintética e ao crescimento das 

plântulas, em dois ambientes de cultivo in vitro, um artificial com controle de luz e 

temperatura e outro em casa de vegetação em condições naturais.  

 

2.2. Específicos 

 

 Comparar e avaliar o crescimento de plântulas de orquídeas 

cultivadas in vitro em dois diferentes ambientes: em sala de cultivo, com luz e 

temperatura controladas, e em casa de vegetação com condições climáticas 

variáveis; 

 Avaliar a resposta de plântulas de orquídeas cultivadas in vitro em 

frascos com dois diferentes tipos de tampa: de metal e de plástico; 

 Avaliar as características biométricas e a capacidade fotossintética 

das mudas obtidas ao final do período de cultivo in vitro. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Aspectos gerais 

 
As orquídeas são de imensa importância na horticultura, considerada uma 

das maiores e mais diversificadas famílias entre as plantas fanerógamas 

(Kalimuthu et al., 2007; Yew e Hew, 2000). 

 A família Orchidaceae, pertence à classe Liliopsida e à ordem 

Asparagales (APG III, 2009). Plantas de grande importância comercial, as 

orquídeas são vastamente cultivadas. Estima-se que tenha entre 850 a 980 

gêneros, os quais são constituídos por 20.000 a 30.000 espécies, o que torna a 

família Orchidaceae a maior em número de espécies entre as Angiospermas, 

representando cerca de 10% de todas as plantas espermatófitas. Além disso, já 

foram registrados cerca de 100.000 híbridos feitos pelo homem (Giulietti et al., 

2005; Raven et al., 2007; Roberts e Dixon, 2008). 

Segundo Barros et al. (2013), no Brasil existem 240 gêneros de orquídeas 

e 2.440 espécies, sendo cerca de 1.630 endêmicas, podendo ser considerado um 

dos países mais ricos em diversidade de orquídeas, comparável somente à 

Colômbia e ao Equador (Sampaio et al., 2010). 

A família Orchidaceae possui ampla distribuição geográfica, sendo 

encontrada em todos os continentes, ocorrendo em campos, desertos e em várias 

fitofisionomias distintas, desde o nível do mar até acima de 4.500 metros (Pereira 

e Ribeiro, 2004). Apresentam maior diversidade nas regiões tropicais, 
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concentrando-se nas áreas de montanhas com maior umidade, especialmente 

nos trópicos americanos e no sudeste asiático (Van Den Berg e Azevedo, 2005). 

As orquídeas são geralmente plantas autotróficas e possuem diferentes 

habitats, há espécies terrestres, epífitas, rupícolas (fixadas sobre as rochas). Há 

algumas espécies saprófitas que não possuem clorofila e se nutrem de vegetais 

em decomposição em solo de matas sombrias (Rocha, 2008). Nos trópicos há um 

predomínio das formas epífitas e rupícolas, enquanto que nas outras regiões 

predominam as terrestres (Joly, 2002). Acredita-se que a família Orchidaceae foi 

submetida a uma rápida especiação e diversificação, possibilitando a ocupação 

desta vasta gama de habitats (Smith e Read, 1997). 

As plantas desta família apresentam muitas e variadas formas, cores e 

tamanhos, e são predominantemente das áreas tropicais. Cerca de 70% das 

espécies de orquídeas são epífitas. Não são plantas parasitas, crescem sobre as 

árvores apenas para fins de fixação, usando-as somente como apoio para buscar 

luz. Nutrem-se apenas de material em decomposição que cai das árvores 

(Boldrini et al., 2010). A umidade necessária é proveniente do ar, da água da 

chuva e do orvalho noturno (Oliveira, 1993; Demattê, 1996).  

A despeito de sua natureza herbácea, essas espécies apresentam 

crescimento bastante lento e, consequentemente, a produção de novas mudas é 

bastante demorada. As orquídeas permanecem no estado juvenil por longo 

período até atingir a maturação, podendo levar de três a dez anos para 

florescerem, dependendo da espécie e das condições ambientais (Ferreira e 

Suzuki, 2008).  

Morfologicamente a família Orchidaceae apresenta crescimento 

monopodial (presença de um único eixo caulinar, que produz folhas e cresce de 

forma vertical indefinida), simpodial (presença de vários eixos caulinares, em 

forma de pseudobulbos ou colmos, que se originam a partir de rizomas) ou misto. 

As plantas, de modo geral, são constituídas por raiz, caule (rizoma, colmo, 

pseudobulbo), folha, inflorescência, flor, fruto do tipo cápsula e sementes muito 

pequenas, geralmente sem reservas (Winter et al.,1974; Dressler, 1993). 

Os pseudobulbos são formados pelo desenvolvimento lateral de um ou 

mais entrenós caulinares. Apresentam formas e tamanhos variados e podem 

funcionar como órgãos de reserva, particularmente nas espécies epífitas (Betchel 

et al., 1981). 
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As raízes aéreas são normalmente revestidas com uma estrutura 

denominada velame, cuja função é a captação da umidade do ar, transformando o 

vapor de água em água líquida nas células da exoderme (Júnior et al., 2012). 

A família Orchidaceae apresenta grande importância para a manutenção 

da biodiversidade, indicando o estado de conservação das florestas, pois são 

sensíveis às interferências antrópicas em áreas de mata primária (Marrara et al., 

2007). As orquídeas sempre representaram uma das plantas ornamentais mais 

cobiçadas, no Brasil e no mundo, devido à exuberância de suas flores perfeitas e 

suas cores delicadas com alto valor agregado. Assim, se tornam alvo fácil da 

extração predatória, correndo o risco de serem extintas antes mesmo de serem 

catalogadas (Carneiro et al., 2001). 

As orquídeas não são cultivadas apenas para fins ornamentais. A 

baunilha, matéria-prima com cheiro característico, muito usada em cosméticos, 

alimentos, bebidas, possuindo ação antimicrobiana, é extraída de frutos e 

sementes da espécie Vanilla planifolia (Joly 2002; Peterson et al., 2004; Raven et 

al.,2007; Roberts e Dixon, 2008; Lim, 2012). 

Outras espécies são também apreciadas na medicina tradicional e 

diversos estudos farmacológicos validaram sua utilização etnobotânica. Os caules 

de Dendrobium spp., empregados como alimentos saudáveis e medicinais na 

China, são ricos em ésteres e ácidos aromáticos simples com atividades 

antitumorais, antioxidantes e antimutagênicos (Fan et al., 2001; Chen et al., 

2008). O extrato de Cyrtopodium cardiochilum apresenta propriedades 

imunológicas importantes no tratamento da tuberculose (Barreto e Parente, 2006). 

A utilidade de espécies desta família se estende para outros fins. Chifa et al. 

(2009) comprovaram a presença de saponinas em Oncidium bifoliu. Os rizomas 

de Gastrodia cunninghamii são apreciados na culinária (Harris, 1997; citado por 

Rasmussen, 2002) e os tubérculos de Satyrium nepalense são consumidos como 

tônico energético na Ásia (Mahendran e Bai, 2009). 

 

3.2 Aspectos econômicos 

 
Embora as orquídeas e bromélias tenham contribuído para tornar o Brasil 

conhecido internacionalmente por suas plantas exóticas, elas foram obtidas, 

quase sempre, do extrativismo predatório das matas tropicais que, em 
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combinação com a urbanização em curso e as fronteiras agrícolas estendidas, 

têm contribuído para o perigo iminente de extinção de diversas espécies (Kämpf, 

1997; Deb e Pongener, 2011).  

Estudos com as espécies da família Orchidaceae vêm crescendo e sua 

produção comercial tem se tornado um importante negócio em todo mundo, 

devido ao seu grande valor ornamental como flor de vaso, flor de corte ou no 

paisagismo, pois são muito atrativas e encantam pela sua beleza, sendo 

considerada a família de plantas com maior valor comercial (Griesbach, 2002; 

Campos, 2008). Nos últimos anos a floricultura brasileira vem sendo uma 

atividade econômica importantíssima para o agronegócio, fazendo do cultivo de 

orquídeas um negócio que vem se consolidando (Reis, 2011). Dentro desse 

promissor setor se encontram as orquídeas, responsáveis por uma grande 

parcela do consumo de plantas ornamentais. As mudas são produzidas em 

biofábricas, que garantem certificação de qualidade e fitossanidade, sendo 

empresas especializadas em produzir mudas em larga escala por 

micropropagação ou por propagação seminífera in vitro. 

O consumo per capita com flores no Brasil atualmente é de R$ 24,00 por 

habitante. No ano de 2010 o setor faturou R$ 3,8 bilhões, em 2011 o faturamento 

foi de R$ 4,3 bilhões e em 2012 de R$ 4,8 bilhões, demonstrando o crescimento 

do setor, e no ano de 2013 o crescimento era estimado na ordem de 12%. Desde 

2006 o segmento de flores tem registrado altas de 8% a 12% em volume e de 

15% a 17% em valor (Ibraflor, 2013).  

O Brasil vem acumulando reduções gradativas nas exportações desde 

2008, quando atingiu seu auge na exportação de produtos da floricultura com US$ 

35,6 milhões, caindo para US$ 26,1 milhões em 2012 (Cardoso, 2013). Segundo 

Junqueira e Peetz (2011), a floricultura brasileira esta focada, principalmente, em 

atender ao mercado interno, mas ainda assim, a oferta é bem menor que a 

procura pelos consumidores (Ibraflor, 2012). No ano de 2012, as importações de 

produtos para a floricultura atingiram valor recorde de US$ 40,1 milhões, sendo 

U$ 13,0 milhões com mudas de plantas ornamentais, no qual destes, US$ 8,8 

milhões foram com importações de mudas de orquídeas (Cardoso, 2013). 

Em 2009, nos Estados Unidos houve um aumento de 26% na balança 

comercial comparado ao ano anterior, com relação à comercialização das 

orquídeas de vaso, o que representou, aproximadamente, uma receita anual de 
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160 milhões de dólares. Em 2011, esse mercado em franca expansão contribuiu 

com 191 milhões de dólares, representando um aumento de 11% em relação ao 

ano anterior, no mesmo período em que todas as outras culturas nesta categoria 

diminuíram em valor em relação ao ano anterior (USDA, 2012). 

No Brasil, a profissionalização e o dinamismo comercial da floricultura são 

recentes, embora a atividade já contabilize números bastante significativos. São 

cerca de nove mil produtores, cultivando uma área de aproximadamente 11,8 mil 

hectares, gerando 194 mil empregos diretos, dos quais 96.000 (49,5%) relativos à 

produção, 6.000 (3,1%) relacionados à distribuição, 77.000 (39,7%) no varejo e 

15.000 (7,7%) em outras funções, principalmente de apoio (Ibraflor, 2013).  

Embora ainda fortemente concentrada no Estado de São Paulo, que 

possui o maior número de produtores distribuídos em várias regiões como Mogi 

das Cruzes, Vale do Paraíba, Atibaia, Holambra e Cotia (Takane et al., 2012), a 

floricultura brasileira evidencia fortes tendências de descentralização produtiva e 

comercial para várias regiões do país. Outros estados como Rio de Janeiro 

(segundo maior produtor e consumidor), Rio Grande do Sul, Paraná, Santa 

Catarina, Minas Gerais, Goiás, Distrito Federal e na maioria dos estados do Norte 

e do Nordeste são também importantes polos florícolas (Cozer et al., 2008, 

Ibraflor, 2013).  

 

3.3 Propagação seminífera 

 
 As cápsulas de orquídeas possuem como característica a produção de 

numerosas sementes, o que permite a estas flutuarem sobre a menor corrente de 

ar ascendente. O número de sementes produzidas por cápsula varia de 1.300 até 

quatro milhões, dependendo da espécie, e variam em morfologia, tamanho, 

estruturas, cores e outras características (Arditti, 1992; Arditti e Ghani, 2000). 

Um dos grandes problemas da propagação de orquídeas pelos métodos 

clássicos deriva do fato das sementes dessas plantas serem de tamanho reduzido e não 

possuírem endosperma. Além disso, embora ocorra formação de inúmeras 

sementes por cápsula, a porcentagem de germinação, em condições naturais, é em 

torno de 2 a 3 % por ser dependente de associações micorrízicas (Sheehan, 1992; 

Corrie e Tandon, 1993). Devido ao fato das sementes de orquídeas conterem 

poucas reservas de lipídios e proteínas, em ambiente natural, é obrigatória a 
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associação simbiótica com um fungo micorrízico compatível, para o fornecimento 

de carboidratos simples necessários à germinação, para o início do crescimento e 

a nutrição das plântulas sobre o substrato (Boldrini et al.,  2010). Estes fungos 

micorrízicos, em contato com as sementes na natureza, estabelecem uma relação 

de equilíbrio mutualístico, onde a plântula obtém os nutrientes e em troca fornece 

proteção ao fungo.  

A propagação in vitro de orquídeas se destaca como uma técnica que 

viabiliza a germinação de sementes, possibilitando a obtenção de grande 

quantidade de mudas em curto espaço de tempo (Pasqual et al., 2011). Em 

condições assimbióticas in vitro, o índice de germinação chega a quase 100%, para a 

grande maioria das espécies (Martini et al., 2001). Por meio desse processo, 

sementes são induzidas a germinarem em meio de cultura rico em fonte de 

carbono e nutrientes necessários para o desenvolvimento do embrião, sob 

condições assépticas, mantidas em sala de crescimento onde fatores ambientais 

como luz e temperatura são controlados (Torres et al., 1998). 

A maioria das orquídeas produzidas comercialmente tem suas sementes 

germinadas de modo assimbiótico in vitro, não entrando em contato com fungos 

micorrízicos. Esta técnica eleva a taxa de germinação, diminuindo assim a 

retirada da natureza dessas plantas de alto valor comercial, contribuindo para sua 

preservação em seus habitats (Martini et al., 2001; Rego-Oliveira e Faria, 2005).  

A propagação in vitro tem sido utilizada no Brasil há poucas décadas, 

para aumentar, principalmente, a produção de mudas de alta qualidade genética 

e, consequentemente, reduzir seu custo. Estudos que visem melhorar o processo 

de propagação e desenvolvimento de orquídeas são extremamente importantes 

não apenas para que se possa dominar seu cultivo, mas também para preservá-

las e assim evitar sua extinção (Stancato et al., 2001). 

Desta forma, as técnicas de cultivo in vitro são comprovadamente 

eficientes na melhoria da taxa de germinação de sementes de várias espécies de 

orquídeas, permitindo maiores taxas de multiplicação e a obtenção de plantas 

sadias e mais uniformes, atendendo as necessidades de produção e por isso é o 

método utilizado no cultivo comercial de orquídeas (Stancato e Faria,1996; Faria 

et al., 2012). 
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3.4 O ambiente de cultivo in vitro 

  
No cultivo in vitro convencional as plântulas são cultivadas em frascos 

sem que ocorra troca gasosa, com alta umidade relativa do ar (aproximadamente 

98%), alta concentração de etileno, baixa concentração de CO2 (menos de 100 

µmol mol-1 no período luminoso), baixa densidade de fluxo de fótons 

fotossinteticamente ativos (40 – 50 µmol m-2 s-1), e com sacarose como principal 

fonte de energia metabólica (Arigita et al., 2002). 

O crescimento dos explantes não depende somente da composição de 

nutrientes do meio de cultura, mas, também, é afetado pela composição gasosa 

da atmosfera no interior do recipiente de cultivo in vitro (Zobayed et al., 2000) e 

pela intensidade de luz (Ibaraki e Nozaki, 2005).  

O cultivo in vitro em condições ambientais controladas, origina plantas 

com elevado conteúdo de água, com grande risco de desidratação e morte 

durante a aclimatização (Kubota e Kozai, 1992) ou com desordens anatômicas e 

fisiológicas que não possibilitam que o aparato fotossintético opere normalmente 

(Arigita et al., 2002), resultando na perda de mudas. As mudanças no ambiente 

habitual de crescimento das plantas como ocorre no processo de aclimatização, 

têm uma forte influência no desenvolvimento da parte aérea, tornando as plantas 

suscetíveis a grandes perdas de água por transpiração (Fachinello et al., 1995).  

A propagação in vitro é utilizada comercialmente para várias culturas, mas 

ainda faz-se necessário reduzir os custos de produção que são muito elevados, e 

devem-se em grande parte às perdas causadas pela contaminação in vitro; por 

desordens fisiológicas e morfológicas nas plantas; à baixa porcentagem de 

sobrevivência das plantas no estádio de aclimatização; à necessidade de mão de 

obra especializada, para a intensiva manipulação dos frascos e das plantas 

(Kurata e Kozai, 1992; Kozai e Kubota, 2001) e; principalmente, ao elevado custo 

de funcionamento e à manutenção das salas de crescimento com regime de luz 

artificial e temperatura controlada (Standaert de Metsenaere, 1991; Kodym e 

Zapata-Arias, 1999).  

Nas salas de crescimento são comumente utilizadas lâmpadas 

fluorescentes (Bula et al., 1991). Esse tipo de luz não é o ideal para o crescimento 

vegetal, pois essas lâmpadas possuem diferentes comprimentos de ondas (350 

nm a 750 nm) e, geralmente, emitem luz branca de similaridade espectral entre as 
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bandas. A irradiância fornecida primariamente na sala de crescimento afeta o 

desenvolvimento das plantas, principalmente por meio de alterações 

fotomorfogênicas, que são observadas, principalmente, na formação dos tecidos 

do mesofilo e na ineficiência do mecanismo de abertura e fechamento dos 

estômatos, afetando sua funcionalidade (Rezende et al., 2008). No cultivo in vitro 

com fornecimento de CO2 e maior intensidade luminosa, a planta consegue se 

desenvolver em um sistema que reduz a evapotranspiração, formando maior 

quantidade de estômatos (Zobayed et al., 2000).  

Espera-se que plântulas de orquídeas cultivadas desde a fase da 

semeadura em condições ambientais naturais de temperatura e de luz, tenham 

uma maior taxa fotossintética e, ao serem aclimatizadas, tenham uma maior 

chance de sobrevivência quando comparadas às plântulas provindas de sala de 

cultivo com luz e temperatura controladas.  

De acordo com Hazarika (2006), o cultivo in vitro convencional, 

caracterizado por condições controladas de luz, níveis elevados de açúcares e 

alta umidade, favorece a redução da atividade fotossintética, o mau 

funcionamento dos estômatos e o baixo desenvolvimento da cutícula. Diante 

disso, é provável que a luz natural apresente vantagens sobre o sistema de 

iluminação artificial, principalmente quanto às alterações anatômicas e 

fisiológicas. Sob estas condições destacam-se o crescimento de plântulas e a 

melhoria das características fisiológicas, em razão do ambiente de cultivo ser 

semelhante ao natural, o que facilita a adaptação das plantas quando 

transplantadas para ambiente ex vitro (Borges et al., 2011). 

A modificação do ambiente in vitro e da sala de crescimento pode originar 

inúmeras vantagens para as plantas, promovendo um maior crescimento e 

desenvolvimento in vitro e reduzindo o estresse da planta durante a 

aclimatização, aumentando a porcentagem de sobrevivência, e para o produtor, 

reduzindo os custos com reparos e manutenção da sala de crescimento e ainda, 

possibilitando utilização de instalações simplificadas reduzindo os custos das 

construções.  

Algumas vantagens relacionadas à utilização da luz solar já vêm sendo 

estudadas por alguns pesquisadores. Costa et al. (2009a) avaliaram a influência 

do ambiente de cultivo in vitro em duas cultivares de bananeira (Musa spp.) e, 

com exceção do comprimento da parte aérea, verificaram que a luz natural 
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proporcionou melhores respostas no espessamento dos parênquimas clorofilianos 

e no incremento da densidade estomática. Além disso, o enraizamento in vitro em 

luz natural promoveu maior rustificação das cultivares, com 100% de 

sobrevivência ex vitro. Kodym e Zapata-Arias (1999) obtiveram maior número de 

brotações de bananeira em casa de vegetação sob luz natural quando comparado 

com sala de crescimento. Dignart et al. (2009) trabalhando com Cattleya 

walkeriana obtiveram maior número de brotos em plântulas mantidas em casa de 

vegetação sem sombrite do que em casa de vegetação com sombreamento; 

também foram observadas maior: densidade estomática, espessura do mesofilo, 

diâmetro polar e equatorial dos estômatos em casa de vegetação comparados à 

sala de crescimento.  

O desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro com o uso de luz solar e 

temperatura variável, surge como possibilidade de aumentar a eficiência das 

plântulas in vitro e auxiliar na redução de custo (Erig e Schuch, 2005).   

 

3.5 Fatores ambientais que afetam o cultivo in vitro  

3.5.1 Luz  

A luz é importante para a realização da fotossíntese pelas plantas e o seu 

controle tem influência direta na formação de brotações, na germinação de 

sementes, no crescimento e na multiplicação dos explantes durante a propagação 

in vitro. Três fatores devem ser levados em consideração no que diz respeito à 

iluminação do ambiente de cultivo: a irradiância, o fotoperíodo e a qualidade da 

luz (Hartmann et al., 2011). 

A irradiância está relacionada com o fluxo de fótons fotossintéticos 

interceptados pelo explante, que tem relação direta com o processo fotossintético. 

O fotoperiodismo é a quantidade de horas de luz e escuro requerida pela cultura 

no decorrer de um dia. A qualidade da luz, que é percebida por nossos olhos por 

meio das cores, corresponde aos comprimentos de onda (Hartmann et al., 2011). 

Esse é um fator que pode alterar a morfogênese das plantas por meio de uma 

série de processos mediados por receptores, que absorvem a luz na região do 

vermelho e azul do espectro, sendo, portanto, uma maneira viável de aumentar a 

qualidade das mudas (Braga et al., 2009). A luz vermelha, por exemplo, aumenta 

a germinação de sementes em algumas cultivares de alface, enquanto que o 
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vermelho-distante a inibe. No entanto, o comprimento de luz vermelho-distante 

pode promover a formação de bulbos em plantas de dias longos, como a cebola. 

(Hartmann et al., 2011). 

A luz azul regula os movimentos estomáticos ao longo de toda a vida da 

planta e as respostas específicas da luz azul possuem um espectro de ação 

característico na região dos 400-500 nm. Os estômatos desempenham um 

importante papel regulador nas trocas gasosas nas folhas e a eficiência dessa 

regulação pode impactar a produtividade das culturas agrícolas. A abertura 

estomática acompanha a radiação fotossinteticamente ativa na superfície foliar 

como foi observado em folhas de Vicia faba cultivadas em casa de vegetação, 

onde a medida da largura da fenda estomática segue os níveis de radiação 

fotossinteticamente ativos (400 a 700 nm) incidentes sobre a folha, indicando que 

a resposta a luz é a dominante na regulação da abertura estomática (Taiz e 

Zeiger, 2013). 

 Estudos da qualidade de luz vêm sendo realizados para se descobrir os 

reais efeitos do espectro e de níveis de irradiância no crescimento das plântulas 

durante o cultivo in vitro. A variação na qualidade da luz pode interferir no 

crescimento in vitro de diversas espécies, de maneira alternativa à adição de 

reguladores de crescimento ao meio de cultura. A qualidade espectral afeta 

também estruturalmente a anatomia das folhas, parecendo exercer maiores 

efeitos durante a expansão foliar, exibindo alto grau de plasticidade tanto 

anatômico como fisiológico (Sims e Pearcy, 1992; Saebo et al., 1995; Schuerger 

et al., 1997; Dousseau, et al. 2008). A qualidade da luz influencia ainda a 

germinação, a biossíntese de pigmentos, o enverdecimento, a inibição de 

alongamento do hipocótilo, a expansão dos cotilédones e das folhas, o 

alongamento do caule e a indução ao florescimento em plantas propagadas 

convencionalmente (Saitou et al., 2004; Tsegay et al., 2005; Taiz e Zeiger, 2013).  

A complexidade e a variabilidade da radiação natural, e as reações de 

múltiplas respostas das plantas ao ambiente de cultivo, tornam difícil predizer 

como determinada manipulação na radiação natural afetará uma resposta da 

planta.  

O emprego da luz solar é uma forma de aumentar a irradiância no 

ambiente de cultivo in vitro. Plântulas crescidas neste sistema podem apresentar 

melhor desenvolvimento do sistema radicular, maior diferenciação do parênquima 
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paliçádico, cutículas mais espessas, melhor funcionamento dos estômatos (Khan 

et al., 2003; Nelson e Sage, 2008). 

A luz solar ainda proporciona economia, reduzindo o emprego de 

iluminação artificial em salas de crescimento, que podem gerar elevados gastos 

com energia elétrica em uma biofábrica (Savangikar, 2004; Erig e Schuch, 2005). 

Na Áustria, por exemplo, o custo da iluminação artificial em salas de crescimento 

em 2001, chegava a US$ 3,00 por metro quadrado por semana, sem incluir os 

reparos e a manutenção, o que poderia ser eliminado com o uso de salas de 

crescimento iluminadas com luz natural (Kodym e Zapata-arias, 2001). 

Analisando trabalhos relacionados ao cultivo in vitro em diferentes níveis 

e qualidade de irradiância, e a utilização da luz natural, pode-se observar a 

vantagem da luz natural e dos níveis de irradiação mais elevados em todos eles 

(Kozai et al., 1995; Kodym e Zapata-arias, 1999; Kodym e Zapata-arias, 2001; 

Radmann et al., 2001; Soontornchainaksaeng et al., 2001; Hazarika, 2006; Araújo, 

2007;  Rocha, 2007; Dousseau et al., 2008; Braga et al., 2009; Dignart et al., 

2009;  Borges et al., 2011; Braga et al., 2011). 

Silva et al. (2008), em seus estudos observaram maior perda de água em 

mudas de abacaxizeiro oriundas da micropropagação convencional quando 

comparadas com aquelas micropropagadas sob luz natural. Após 120 minutos 

das plântulas terem sido retiradas dos frascos, as que cresceram in vitro sob luz 

natural apresentavam 18% mais água do que no sistema convencional. A 

espessura foliar, em todos os tempos de aclimatização, foi maior em plantas 

originadas do cultivo in vitro sob luz natural. As folhas de abacaxizeiro provindas 

de cultivo na luz natural com seis e dez meses em aclimatização apresentaram 

epiderme recoberta por cutícula em toda sua extensão. Com estas características 

Silva et al. (2008), afirmam que o emprego de luz natural, durante a fase de 

enraizamento in vitro, proporciona melhor desempenho agronômico e anatômico 

das plantas de abacaxizeiro durante a fase de aclimatização, apresentando o 

benefício de economizar energia elétrica. 

No trabalho de Júnior et al. (2012) plantas, cultivadas in vitro, de Laelia 

purpurata var. carnea, mantidas em casa de vegetação com maior radiação e 

variação de temperatura, apresentaram maior grau de diferenciação dos tecidos 

radiculares, maior espessura de velame na raiz, maior espessura da epiderme, 

maior densidade estomática e maior espessura do mesofilo na folha. Com isso, 
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Júnior et al. (2012) afirmam que plantas cultivadas em casa de vegetação são 

mais adequadas para cultivo in vitro e posterior cultivo ex vitro, quando 

comparadas com plantas cultivadas em sala de crescimento.  

3.5.2 Temperatura 

A temperatura não é muito citada como um fator com efeito no cultivo in 

vitro sobre luz natural, sendo estas relações mais discutidas e os efeitos 

associados à intensidade e qualidade luminosa. Mas, sabe-se que a temperatura 

afeta o crescimento e desenvolvimento das plantas, principalmente, no que diz 

respeito aos efeitos dos processos metabólicos: fotossíntese, respiração e 

transpiração, além de outros processos, em interação com a luz. Por meio deles, 

a temperatura afeta a produtividade e a qualidade do produto, a indução e o 

desenvolvimento da flor, a germinação de sementes, a absorção e a utilização de 

água e de elementos minerais (Carvalho e Teixeira, 2009).  

Plantas expostas a temperaturas mais elevadas podem ter seu 

crescimento acelerado, enquanto que as baixas temperaturas podem levar a 

mudanças morfológicas. A influência de baixas temperaturas provoca o aumento 

da espessura das folhas e do comprimento das células dos parênquimas 

paliçádico e lacunoso (Stefanowska et al.,1999; Gursuch et al., 2010). Em plantas 

de abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr. cv Smooth Cayenne) cultivadas in 

vitro foi observado um aumento na espessura foliar associada ao aumento nas 

camadas do parênquima clorofiliano, além da presença de um sistema vascular 

mais evidente nas plantas mantidas a 28°C (dia)/15°C (noite) em relação àquelas 

cultivadas a 28°C constante (Nievola et al., 2005). 

A percepção de baixas temperaturas reduz a ação de enzimas e leva a 

diversas mudanças no metabolismo das plantas, que incluem alterações no ciclo 

celular, na arquitetura da parede, na fluidez da membrana, no acúmulo de 

açúcares, no rearranjo do citoesqueleto e modificações na composição dos 

pigmentos fotossintéticos (Haldimann, 1999; Lemos et al., 2002; Benson, 2008;  

Taiz e Zeiger, 2013). 

A ação da temperatura se faz sentir sobre as plantas, também por meio 

do ―termoperiodismo‖, que é a variação da temperatura do dia e da noite. Neste 

sentido, a maioria das plantas prefere temperaturas diurnas mais elevadas do que 

as noturnas. A relação ideal entre a temperatura diurna e a noturna, para 
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crescimento ótimo da planta, depende da intensidade luminosa do dia. Por isto, 

quando se faz o controle de temperatura, a noturna deve ser fixada em função da 

estação do ano, e a diurna em função da intensidade da luz durante o dia 

(Carvalho e Teixeira, 2009).  

3.5.3 Trocas gasosas e umidade 

A umidade relativa dentro do frasco de cultura depende da temperatura e 

do estado físico do meio de cultura utilizado e desempenha uma função 

importante no crescimento e desenvolvimento de mudas. A umidade relativa do 

ar, no ambiente externo ao frasco, também afeta o desenvolvimento vegetal in 

vitro e influencia a escolha do tipo de tampa a ser utilizada nos frascos (George e 

Debergh, 2008).  

A redução da umidade relativa diminui a incidência de hiperidricidade nas 

plantas in vitro, favorece a formação de cutícula nas folhas e o funcionamento 

normal dos estômatos, aumentando a tolerância ao estresse hídrico (Zobayed et 

al., 2001), o que pode facilitar no momento da aclimatização das plantas. 

A forma de vedação dos frascos interfere nas trocas gasosas entre o 

microambiente interno e o ar atmosférico. Em recipientes pequenos e frascos 

vedados hermeticamente, ocorre um aumento na concentração de CO2 no 

período noturno e de etileno dentro dos frascos podendo ter um efeito inibidor no 

crescimento e desenvolvimento das plantas (Filho et al., 2002).  

Na propagação in vitro, a vedação dos frascos é obrigatória, pois evita a 

contaminação, além de prevenir a desidratação das plantas e do meio de cultura. 

No entanto, quando a vedação é excessiva ocorre elevada concentração de 

etileno e reduzida concentração de CO2, restrição no fluxo de fótons 

fotossinteticamente ativos e nas trocas gasosas, diminuindo as taxas de 

transpiração e a fotossíntese das plantas. Isso dificulta a absorção de água e 

nutrientes, causando redução na taxa de crescimento dos explantes podendo 

levar a elevadas perdas durante a aclimatização (Nguyen e Kozai, 2005; 

Zobayed, 2006; Xião et al., 2011). Assim, o ideal para a propagação in vitro seria 

manter as condições in vitro o mais semelhante possível das condições de cultivo 

ex vitro, com níveis adequados de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos e de 

CO2, bem como de trocas gasosas, entre outros fatores ambientais (Xiao et al., 

2011). 
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O aumento das trocas gasosas no frasco de cultivo reduz a concentração 

interna de etileno. O acúmulo de etileno prejudica o desenvolvimento das plantas, 

afetando a diferenciação celular, a morfologia e o crescimento das plantas, 

diminuindo a expansão foliar e o comprimento dos brotos (Jackson et al., 1991), 

inibindo a regeneração de novos brotos (Biddington, 1992) e causando necrose 

apical nas plantas. 

Embora um pequeno fluxo gasoso para dentro e fora do frasco de cultura 

de tecidos vegetais seja causado pelas variações na temperatura e pressão 

atmosférica na sala de cultura, a maior parte das trocas gasosas se dá por meio 

de difusão. A quantidade de oxigênio, bem como de outras fontes gasosas 

disponíveis para os tecidos vegetais cultivados in vitro podem ser influenciadas 

principalmente pela concentração do gás no ambiente atmosférico, pela taxa de 

difusão no frasco de cultura e para as células ou tecidos (George, 2008). O 

material utilizado na vedação dos frascos pode permitir a entrada de CO2 no 

interior dos frascos pelo aumento da difusão gasosa, o que pode favorecer a 

fotossíntese e geralmente facilitar o processo de aclimatização (Zobayed, 2000; 

Gonçalves, 2008). 

Ziv (1995) cita que plântulas em frascos que não permitem as trocas 

gasosas podem apresentar elevada transpiração cuticular e estomática. Nestas 

condições de ausência de trocas gasosas, os estômatos estão frequentemente 

abertos, o que leva a estresse hídrico na fase ex vitro. 

 

3.6 Espécies trabalhadas 

 
Cattleya warneri 

Entre os vários gêneros da família Orchidaceae, Cattleya é considerado 

um dos maiores e mais importantes, devido ao seu valor ornamental e à sua 

diversidade, com aproximadamente 48 espécies, das quais 30 ocorrem no Brasil, 

e destas, 25 são endêmicas (Van den Berg e Martins, 1998). Além disso, é muito 

usado em cruzamentos na obtenção de híbridos interespecíficos e intergenéricos 

para fins comerciais. Ocorrem em florestas úmidas que variam do nível do mar 

até 1500 metros de altitude; têm alto valor decorativo, devido ao tamanho das 

suas flores e estão distribuídos por toda a América tropical (Van Den Berg e 

Martins, 1998; Neves, 2014). As espécies deste gênero são predominantemente 



18 

 

 

 

epífitas, e assim como a maioria das epífitas, apresentam metabolismo ácido das 

crassuláceas (CAM) (Adelberg et al., 1998). As espécies CAM respondem às 

alterações ambientais, tais como a intensidade da luz, umidade relativa do ar e 

disponibilidade de água, mudando seu comportamento fisiológico e bioquímico 

(Cushman e Borland , 2002). 

A C. warneri é uma espécie endêmica dos estados do Espírito Santo, 

Minas Gerais, norte do Rio de Janeiro e sul da Bahia. Por ser uma espécie 

ornamental e possuir elevado valor de mercado, há muito tempo vem sofrendo 

grande extrativismo na natureza. Suas plantas são robustas, vegetando 

preferencialmente como epífitas ou raramente como rupícolas. Prefere lugares 

com boa luminosidade, alto teor de umidade, com mudanças de temperatura 

entre 20 °C – 28 ºC durante o dia e 15 °C e 20 ºC à noite. São plantas unifoliadas, 

com os pseudobulbos subclavados e largas folhas elípticas. Geralmente possuem 

de duas a três flores por haste e são de longa duração, floresce em 

outubro/novembro (Withner, 1998; Kautsky, 2008; Vasconcelos, 2011; Neves, 

2014).  É enorme a descendência de C. warneri, com mais de 9.500 híbridos 

registrados (Withner, 1998). 

 

Epidendrum secundum 

O gênero Epidendrum é um dos maiores da família Orchidaceae, com 

cerca de 1.125 espécies (Chase et al., 2003). No Brasil já foram descritas 133 

espécies (Barros et al., 2013). É um gênero de hábito terrestre e, ou, rupícola, 

comum em campos e em afloramentos rochosos dos campos de altitude (Caiafa e 

Silva, 2005). Dependendo das condições ambientais, pode apresentar o 

metabolismo CAM (Oliveira e Sajo,1999). Essas orquídeas apresentam ampla 

distribuição geográfica, são conhecidas por toda a América Tropical; estão 

compreendidas na subfamília Epidendroideae, tribo Epidendreae, subtribo 

Laelliae (Van Den Berg et al., 2005).  

E. secundum, nativa do Brasil, é uma espécie muito variável tanto na 

forma como no tamanho e na cor das flores. Suas flores são pequenas, 

geralmente róseas e o labelo possui margem denticulada. Floresce de março a 

agosto, frutificando a partir de junho. Cresce em locais ensolarados, com 

substratos pedregosos e arenosos. Ocorre também no interior da mata. Está 

presente na Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica, na Floresta Ombrófila 
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Mista, Floresta Ombrófila Densa, Restinga e Afloramentos Rochosos (Flora SBS, 

2014). 

 

Encyclia 

O gênero Encyclia pertencente à família Orchidaceae, subfamília 

Epidendroideae, tribo Epidendreae e subtribo Laeliinae. Possui cerca de 242 

espécies distribuídas desde a Flórida, o México até o sul do Brasil e o nordeste da 

Argentina (Van Den Berg et al., 2005; Neves, 2014). No Brasil ocorrem 57 

espécies (Barros et al., 2013). Encyclia é uma orquídea epífita, de crescimento 

simpodial e que costuma florescer no verão. Encontradas em florestas secas e 

úmidas, desde o nível do mar até altitudes de 3000 metros, dependendo da 

espécie. A maioria das espécies apresenta flores de pequeno porte em hastes 

rígidas de até 50 centímetros, com touceiras na base; podendo gerar até 60 flores 

por haste. A maior parte das espécies é encontrada no México e Índia. Poucas 

espécies deste gênero são endêmicas da América do Sul (Farias, 2008; Neves, 

2014). Assim como muitas orquídeas epífitas, pode apresentar metabolismo ácido 

das crassuláceas (CAM) (Adelberg et al., 1998). 

Encyclia pauciflora é uma espécie epífita, encontrada em Minas Gerais. 

Possui tamanho pequeno para médio. As plantas florescem no verão, dezembro 

no Brasil. Como o nome já diz, (do latim paucus, poucas e florus, que floresce) 

produz poucas flores por haste.  As flores são verde-oliva - marrom ou verde. O 

labelo é branco ou raramente rosa com veias de cor púrpura. Cada haste floral 

produz quatro ou cinco flores. Esta espécie possui flores agradáveis e bastante 

perfumadas (Cattleya Orchid Source, 2010). 

Encyclia osmantha é encontrada crescendo na floresta tropical de Minas 

Gerais, Goiás, Rio de Janeiro, São Paulo e Espírito Santo em altitudes de 400-

1200 metros. Planta floresce de outono para o inverno com até trinta flores. As 

flores são de aproximadamente cinco centímetros de largura e perfumadas 

(Orchids Wiki, 2014). 

 

 

 

 

 

http://www.webartigos.com/artigos/encyclia-osmantha-uma-historieta-de-flores/94670/
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1 Delineamento experimental 

 
O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso em um esquema 

fatorial 2 x 2, que constituiu de dois ambientes diferentes de cultivos (sala de 

crescimento e casa de vegetação) e dois tipos de tampas (metálica e plástica), 

com cinco repetições. Cada repetição consistiu de um frasco contendo 40 mL de 

meio de cultura e 10 plântulas.  

  

4.2 Material vegetal e montagem do experimento  

 
O experimento foi conduzido em dois ambientes: no Setor de Horticultura 

do Laboratório de Fitotecnia (LFIT), do Centro de Ciências e Tecnologias 

Agropecuárias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro (UENF) e na casa de vegetação do Orquidário Viridescens em Venda 

Nova do Imigrante-ES. As cápsulas de três espécies de orquídeas foram 

provenientes de doações feitas por orquidófilos da Associação Orquidófila de 

Campos (Orquidecampos). As espécies utilizadas foram: E. secundum, C. warneri 

e o híbrido primário de duas espécies: E. pauciflora x E. osmantha. 

As cápsulas maduras e fechadas das três espécies foram flambadas em 

câmara de fluxo laminar. Em seguida, foram cortadas e as sementes de cada 

cápsula foram colocadas em um frasco com aproximadamente 150 mL de solução 
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de NaClO a 0,25%  por 15 minutos sob agitação contínua, para que todas as 

sementes fossem desinfestadas igualmente.  

Em seguida, as sementes foram colocadas em frascos-mãe contendo 40 

mL de meio de cultura B&G Orchidées® solidificado com 12 g L-1 de Ágar 

Bacteriológico Vetec® e pH ajustado para 5,7. O meio foi previamente autoclavado 

por 20 minutos a 120 oC e 1 atm de pressão. 

O meio de cultura suprimento da linha B&G Orchidées é composto por 14 

elementos minerais essenciais às plantas, sacarose (40 g L-1) e carvão ativo.  

As sementes de cada cápsula foram transferidas para quatro frascos, 

sendo dois frascos com tampa de plástico (polipropileno) e dois frascos com 

tampa de metal. Para aumentar a eficiência do controle de contaminantes, nos 

diferentes ambientes de cultivo, foi adicionado na parte interna das tampas um 

disco de papel filtro embebido em solução saturada de sulfato de cobre, que 

possui propriedade fungicida e bactericida. Os frascos foram em seguida, 

vedados com filme PVC. Um frasco-mãe de cada espécie e com cada tipo de 

tampa foi levado para germinação das sementes em casa de vegetação e em sala 

de crescimento. 

 

4.3 Descrição do ambiente de cultivo  

 

A casa de vegetação no Orquidário Viridescens está localizada no 

município de Venda Nova do Imigrante-ES com coordenadas 41º07‘58" W de 

longitude e 20º19‘29"S de latitude. O município está inserido no território 

Montanhas e Águas do Espírito Santo com altitude de 730 metros.  O clima é 

mesotérmico, de inverno seco com temperatura média em torno de 18,5 °C, 

sendo a média das máximas em torno de 24,5 °C e a média das mínimas de 12,3 

°C. A umidade relativa do ar é em torno de 85%. A precipitação média anual nos 

últimos 13 anos foi de 1.460 mm (INCAPER, Fonte IPES, 2014). 

A sala de crescimento do Setor de Horticultura do LFIT/CCTA/UENF, está 

localizada em Campos dos Goytacazes-RJ, em condições controladas de luz e 

temperatura.  O fotoperíodo é de 16h de luz fornecida por lâmpadas florescentes 

OSRAM® luz do dia e 8h no escuro, com temperatura de 27 ± 2°C. 

Nos dois ambientes de cultivo foram monitorados temperatura (T), 

luminosidade e umidade relativa (UR) durante oito meses. Os dados foram 
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coletados pelo aparelho datalogger Kimo -Kistock KM 110. A partir dos dados de 

T (°C) e UR (%), foi obtido o déficit de pressão de vapor do ar (DPVar), de acordo 

com a  equação proposta por Jones (1992). 

 

4.4 Recultivos 

 
Após três meses de cultivo in vitro, foi realizado o primeiro recultivo dos 

protocórmios para o novo meio de cultura, de mesma composição do frasco-mãe, 

sendo transferidos cerca de cem protocórmios para cada frasco. No segundo 

recultivo, seis meses após o início do experimento, foram transferidas dez 

plântulas para cada frasco, totalizando dez frascos com dez plântulas por 

tratamento. Após cinco meses do segundo recultivo, cinco frascos de cada 

tratamento foram utilizados para avaliação das plântulas na fase in vitro, e nos 

outros cinco frascos que restaram, foram retiradas as plântulas, lavadas em água 

corrente para remoção completa do meio de cultura e levadas para a 

aclimatização.  

 

4.5 Avaliações do experimento 

As plântulas foram avaliadas após 11 meses de cultivo em relação à taxa 

de sobrevivência, ao número de brotos, à área foliar, à massa da matéria seca da 

parte aérea e da raiz, ao volume radicular, à fluorescência da clorofila a, à 

intensidade de verde, aos teores de pigmentos fotossintéticos, às trocas gasosas 

e à massa foliar específica.  

 

4.5.1 Determinação da taxa de sobrevivência e número de brotos 

O parâmetro sobrevivência foi determinado pela contagem das mudas de 

cada tratamento que sobreviveram até o fim da fase do experimento in vitro. E o 

número de brotos foi determinado pela contagem de brotos por plântula dentro de 

cada frasco. 

 

4.5.2 Determinação da área foliar 

A área foliar foi medida com o auxílio do medidor de área foliar (modelo 

Licor 3100), cujo funcionamento se dá em tempo real, ou seja, a área é medida ou 
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tomada no momento em que a folha passa pelo sensor. Seu visor apresenta 

medidas de no mínimo 1,0 mm2 e resolução de até 0,1 mm2 (LI-COR, 1996). 

 

4.5.3 Determinação da massa da matéria seca 

As plantas foram acondicionadas em sacos de papel identificados, parte 

aérea e raízes separadamente e foram submetidas à secagem em estufa de 

circulação de ar forçada, a 70 ºC até atingirem peso constante. Posteriormente 

foram pesadas em balança analítica para determinação da massa da matéria 

seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR).  

 

4.5.4 Determinação do volume radicular 

O volume radicular foi determinado com o auxílio de proveta de vidro de 25 

mL com volume inicial de água conhecido. O volume radicular foi considerado 

como sendo o valor do deslocamento do líquido pela raiz na proveta. 

 

4.5.5 Determinação da fluorescência da clorofila a  

As variáveis da fluorescência da clorofila a: a eficiência fotoquímica e o 

índice fotossintético (PI) foram determinados por meio de um fluorímetro de luz 

não-modulado modelo Pocket PEA Chlorophyll Fluorimeter (Hansatech 

Instruments – King‘s Lynn, Norfolk).  Para tanto, foram utilizadas pinças, 

fornecidas pelo fabricante, para a adaptação do tecido foliar ao escuro por 20 

minutos, para que todos os centros de reação adquirissem a condição de abertos 

(Qa oxidada) (Bòlhar-Nordenkampf et al, 1989). Por meio do fluorímetro não-

modulado, foi possível obter as medidas de fluorescência inicial (F0), fluorescência 

máxima (Fm) e fluorescência variável (Fv). A partir dos valores de Fv e Fm foi 

possível obter a relação Fv/Fm (rendimento quântico máximo do fotossistema II) 

(Bòlhar-Nordenkampf et al., 1989). A indução da fluorescência foi feita por meio 

de um pulso de luz vermelha (650 nm) com duração de dois segundos com 

intensidade de 600 W m-2 (100% de intensidade), obtido por meio de seis LEDS 

(Light Emitting Diodes), localizados na sonda do aparelho. 

A vitalidade da planta foi caracterizada por meio do índice fotossintético, ou 

performance index (PI). Essa variável integra outras três variáveis independentes, 

como a densidade de centros de reação ativos, ou seja, a eficiência na absorção 

da luz (RCs/ABS), a capacidade do elétron em reduzir Qa no PSII (TR/DI) e a 
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capacidade do elétron que reduziu Qa em entrar na cadeia de transporte de 

elétrons (ET/(TR-ET)). A variável PI é um índice multiparamétrico, reflete a 

atividade dos fotossistemas I e II e fornece uma informação quantitativa sobre o 

estado atual da atividade fotoquímica da folha sobre condições de estresse 

(Strasser et al. 2000). Para o cálculo de PI foi utilizada a equação abaixo 

relacionada: 

             

              PI = [1 - (F0/Fm) / (M0 / VJ)] x [(Fm - F0) / F0] x [(1 - VJ) / VJ]               

PI=[RC/ABS] x [TR/DI] x [ET/(TR-ET)] 

 

Em que: F0 é a fluorescência a 50 μs, FJ é a fluorescência no tempo J (2 ms), Fm 

representa a fluorescência máxima, VJ é a variável da fluorescência relativa a 2 

ms calculada como VJ= (FJ-F0)/(Fm-F0), M0 representa a inclinação inicial da curva 

referente à cinética da fluorescência, que pode ser derivada da equação: M0= 4 x 

(F300μs)/(Fm-F0). RC/ABS=1 - (F0/Fm)/(M0 / VJ); TR/DI=(Fm - F0)/F0; ET/(TR-ET)= (1 

- VJ) / VJ. 

  

4.5.6 Intensidade de Verde  

A intensidade da cor verde das folhas foi estimada por meio do Medidor 

Portátil de Clorofila, modelo SPAD-502 ―Soil Plant Analiser Development‖ 

(Minolta, Japão).  Foram realizadas cinco leituras por folha e em seguida foi 

obtida a média.  

 

4.5.7 Determinação dos teores de pigmentos fotossintéticos 

A quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total) e de 

carotenoides foi determinada de acordo com Wellburn (1994). Seis discos 

foliares com 28,26 mm² de área foram colocados em tubos de ensaio, recobertos 

com papel alumínio, contendo 4 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) como solvente 

orgânico. Foram mantidos no escuro, a fim de se evitar a degradação dos 

pigmentos pela ação da luz durante o período de extração. Após 24 horas, o 

extrato foi analisado em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 480, 

649 e 665 nm. As razões clorofila a/b e clorofila total/carotenoides foram 

calculadas. Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados em um 

ambiente de pouca luz para evitar degradação dos pigmentos. 
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4.5.8 Determinação das trocas gasosas  

A taxa fotossintética líquida, a condutância estomática, a transpiração e a 

relação da concentração interna de CO2/ concentração externa de CO2 (Ci/Ca) 

foram determinadas por meio de um analisador de gás a infravermelho (IRGA), 

modelo LI-6400 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). Foi feito o uso de luz artificial 

(LEDs), com fluxo de fótons fotossintéticos ajustado para 300 µmol m-2 s-1. De 

acordo com os dados do IRGA, no momento da avaliação a média das variáveis 

foi: CO2ar cv=387 µmol mol-1, CO2ar sc=383 µmol mol-1, UR%ar cv= 38%, UR%ar sc = 

37%, T cv= 22,6 °C  e T°ar sc = 26,3 °C. 

As folhas de orquídeas quando saíram da condição in vitro, estavam muito 

pequenas para serem utilizadas pelo aparelho. Desta forma, para as medições 

foram necessárias três a quatro folhas coladas uma às outras para ocupar a área 

de 6 cm² da câmara e permitir que as medições pudessem ser feitas. Esta 

avaliação foi realizada entre 09 e 12 horas, nos dois ambientes de cultivo, em 

Campos dos Goytacazes no dia 18/06/2013 e em Venda Nova do Imigrante no dia 

26/06/2013. 

 

4.5.9 Massa foliar específica 

Foram extraídos discos foliares com área de 28,26 mm², e, após secagem 

em estufa de ventilação forçada até atingir peso constante, foi determinada a 

massa da matéria seca. Para determinação da massa foliar específica (MFE), foi 

obtida a razão entre a massa da matéria seca e área dos discos foliares. 

 

4.6 Análise estatística 

 

Inicialmente foram verificadas as pressuposições de normalidade e de 

homogeneidade de variâncias dos tratamentos para que os dados fossem 

submetidos à análise de variância. Atendidos estes pré-requisitos, foi feita a 

análise de variância e os dados qualitativos foram submetidos ao teste de médias 

(Tukey a 5 % de probabilidade). 

Para os parâmetros Ci/Ca, transpiração e condutância não houve 

distribuição normal pelo teste de Lilliefors para Epidendrum secundum, sendo 

adotada para estes parâmetros a estatística descritiva. 
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Para os dados de clorofila, SPAD e massa foliar específica foi utilizado o 

programa ASSISTAT Versão 7.7 beta (Silva e Azevedo 2009). Para os demais 

parâmetros biométricos e fisiológicos utilizou-se o programa software estatístico 

SAEG (SAEG, 2007).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Avaliações das condições ambientais 

 

A temperatura na sala de crescimento (SC) teve uma amplitude térmica de 

aproximadamente 10°C, variando entre 22°C a mínima e 32°C a máxima. Apesar 

do ar condicionado ficar ligado 24 horas para manutenção da temperatura 

constante e ideal ao crescimento das plântulas in vitro, as lâmpadas fluorescentes 

quando acessas durante o dia (16 horas), promovem um aumento da 

temperatura, e no período da noite, quando as lâmpadas ficam desligadas (oito 

horas), ocorre uma queda na temperatura, o que provocou  amplitude térmica na 

sala de crescimento (Figura 1.A). 

Já na casa de vegetação (CV) onde a temperatura é ambiente, esta varia 

muito dependendo da estação do ano e das condições climáticas do local, tendo 

uma variação muito maior do que a encontrada na sala de crescimento. A 

amplitude térmica entre a maior (35°C) e menor (12°C) temperatura encontrada 

durante todo o período que as plântulas permaneceram na CV chegou a 23 °C 

(Figura 1.B). 

Alguns fatores provocam questionamentos sobre os efeitos da luz natural nas 

culturas como o aumento e a oscilação da temperatura dentro dos frascos de 

cultivo. Ahloowalia & Savangikar (2004) afirmam que muitas plântulas cultivadas 

in vitro são capazes de tolerar altas flutuações de temperatura e se adaptam 
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melhor às condições de campo, quando aclimatizadas, do que aquelas que são 

cultivadas sempre sob a mesma temperatura. 

 A umidade relativa na SC em média foi de 40%, tendo valores mais 

elevados no período da noite e menores durante o dia, provavelmente devido às 

lâmpadas acessas no período do dia que, juntamente com o ar condicionado, 

ressecam o ar, fazendo com que a umidade relativa caia (Figura 1.C). Na CV, 

assim como ocorre com a temperatura, a oscilação da umidade também é muito 

alta, com uma média de 80%, o dobro da SC. Este valor se justifica pelo fato da 

CV estar localizada em um ambiente mais úmido e não possuir ar condicionado, e 

periodicamente o chão, coberto por britas, é irrigado para aumentar a umidade 

(Figura 1.D). 

 O decréscimo na umidade relativa com a maior troca gasosa no interior do 

frasco aumenta significativamente a taxa de transpiração da planta, e 

consequentemente a absorção de água e de nutrientes (Aitken-Christie et al., 

1995). Ao mesmo tempo, a redução da umidade relativa diminui a incidência de 

hiperidricidade nas plantas, favorece a formação de cutícula nas folhas e o 

funcionamento normal dos estômatos, aumentando a tolerância ao estresse 

hídrico (Zobayed et al., 2001)  facilitando a aclimatização das plantas. 

A média do déficit de pressão de vapor do ar (DPVar)  na SC está  entre 2,0 e 

2,5 kPa, (Figura 1.E), o que é bem superior à CV que está entre 0,5 a 1,0 kPa 

(Figura 1.F). Isso se deve à SC ter o ar condicionado que ajuda a promover uma 

maior secura do ar, o que não ocorre na CV que devido ao chão ser molhado 

frequentemente, promove um aumento na umidade ambiente e diminui o DPV. 

  A intensidade luminosa no decorrer do período que as plântulas 

permaneceram in vitro foi bem superior na SC. O máximo de luz que chegou para 

as plântulas na SC foi de 52 µmol m-2 s-1 (Figura 1.G),  já na CV foi de 21 µmol m-2 

s-1 (Figura 1.H). No caso das plântulas na SC, as lâmpadas ficam muito próximas 

aos frascos, possibilitando que chegue maior quantidade de luz dentro do frasco 

de cultivo. Já a CV é coberta com telha de fibra de vidro e sombrite de 30%, 

provocando uma interceptação da luz em torno de 85%, o que gera um 

sombreamento excessivo na CV, impedindo que a luz solar penetre com maior 

intensidade.  

A partir dos dados de quantidade de luz que chega até cada um dos 

ambientes, foi possível calcular a quantidade de luz dentro de cada frasco com 
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tampa de plástico e tampa de metal, mas a diferença foi mínima. Isto se deve 

provavelmente ao disco de papel filtro que foi colocado nas tampas embebido em 

sulfato de cobre. Apesar da tampa de plástico ser transparente, o filtro 

praticamente igualou a entrada de luz por esta tampa com a tampa de metal.  

No caso da CV, a disponibilidade de luz varia com a intensidade solar, que 

depende das condições climáticas, da hora do dia e da época do ano. Kodym & 

Zapata-arias (2001), obtiveram maiores taxas de multiplicação de bananeiras 

micropropagadas sob luz natural durante o verão, já no inverno, com a 

luminosidade menos favorável, a taxa de micropropagação caiu. A decisão pela 

utilização ou não da luz natural depende da espécie a ser micropropagada, da 

técnica in vitro utilizada (heterotrófica, fotomixotrófica ou fotoautotrófica) e das 

condições climáticas do local (Kodym & Zapata-arias, 1999). 

A alta umidade relativa (próximo de 100%) e a baixa irradiância são os 

principais fatores que provocam alterações na estrutura e no funcionamento dos 

estômatos, causando a baixa capacidade das mudas in vitro em controlar a perda 

de água, quando submetidas em condições de ambiente natural (Schmildt, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

Figura 1 – Gráficos da Sala de Crescimento (SC) e Casa de Vegetação (CV) de 

temperatura (A e B), umidade relativa (C e D), déficit de pressão de vapor (E e F)  

e fluxo de fótons fotossintéticos (G e H). 
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Figura 1 – Cont.  
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Figura 1 – Cont.  
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A distribuição do espectro da radiação luminosa emitida pelas lâmpadas foi 

feita com auxílio do aparelho Ocean Optics® (USB 2000+RAD, USA). 

O gráfico (Figura 2) mostra dois picos de luz na SC, sendo um no 

comprimento de onda 545 nm (região do verde) e 435 nm (saindo da região do 

roxo e entrando no azul). Já a CV recebe uma maior quantidade de comprimentos 

de ondas tendo um pico maior na região do verde, 529 nm.  

A luz é um fator fundamental na vida das plantas. A quantidade e a 

qualidade da luz, bem como o fotoperíodo, podem exercer função direta ou 

indireta na regulação do crescimento e desenvolvimento de plântulas in vitro 

(Economou e Read, 1987; Morini e Muleo, 2003).  

No trabalho de Norton et al. (1988), a luz vermelha, em comparação à luz 

branca, incrementou o número de brotos axilares em culturas in vitro de 

Rhododendron, Potentilla e Spiraea e em porta-enxerto de Prunus GF 677, 

proporcionou aumento do comprimento dos entrenós (Morini e Muleo, 2003). Kim 

et al. (2004) verificaram alongamento dos entrenós de crisântemos cultivados sob 

LED´s na faixa do vermelho e vermelho-distante. Chang et al. (2003) verificaram 

que os LED`s vermelhos e azuis utilizados em copo de leite, mostraram respostas 

diferentes entre espécies, no entanto, houve uma superioridade dos LED´s 

vermelhos, os quais estimularam o maior comprimento dos brotos e da massa da 

matéria fresca da parte aérea. 

 

H 

Figura 1 – Cont.  
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5.2 Variáveis de crescimento  

 

A massa da matéria seca da parte aérea das duas espécies trabalhadas 

Epidendrum secundum (Es), Cattleya warneri (Cw) e do híbrido Encyclia 

pauciflora x Encyclia osmantha (Ec) apresentou diferenças significativas. A Ec 

obteve um maior acúmulo de biomassa na sala de crescimento (SC) não havendo 

diferença no tipo de tampa. As plântulas de Es apresentaram maior acúmulo de 

biomassa na SC com tampa plástica (Tp) (0,0590 g) do que na casa de vegetação 

(CV) com tampa metálica (Tm) (0,0310 g). Para Cw nas condições de CV com Tp 

(0,0330 g) foram observados valores superiores aos obtidos com Tm na SC 

(0,0190 g) (Figura 3.A). 

Para matéria seca da raiz, a espécie Cw não apresentou diferença entre os 

tratamentos. Já para Ec, a SC com Tp apresentou um maior incremento de raiz 

do que as plântulas desenvolvidas em CV nos dois tipos de tampa. O Es  também 

obteve um maior incremento de raiz na SC, porém com a Tm (Figura 3.B).  

O meio de cultura utilizado apresenta alta concentração de sacarose (40 g 

L-1). Estudos comprovaram que 75 a 85% do aumento da biomassa em cultivos in 

vitro devem-se à incorporação de carbono via sacarose (De Riek et al., 1997). 

Assim sendo, a utilização de sacarose em altas concentrações gera plântulas com 

metabolismo heterotrófico ou mixotrófico e, em muitas espécies, verifica-se que 

ocorre um aumento na biomassa seca nessas condições. Schmildt (2010) em seu 

Figura 2 – Distribuição do espectro luminoso na sala de crescimento e na casa de vegetação. 
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trabalho observou que crescentes concentrações de sacarose no meio 

promoveram incrementos na massa da matéria seca da parte aérea em mamoeiro 

‗Golden‘. Resultados similares foram obtidos por Crespo (2007) e Mothé et al. 

(2008), constatando um aumento da biomassa da parte aérea e da raiz, quando a 

concentração de sacarose foi aumentada em mudas de cana-de-açúcar.  

Stancato e Tucci (2010) ressaltaram que o acúmulo de matéria seca de 

plantas está positivamente correlacionado com o alto conteúdo de sacarose no 

meio de cultura. 

Em plantas de Pfaffia glomerata cultivadas in vitro foi observado o acúmulo 

de biomassa na parte aérea em frascos de cultura com membranas e meio de 

cultura contendo 30 g L-1 de sacarose com enriquecimento de CO2. A massa da 

matéria seca de raiz apresentou maiores valores em meios de cultura sem 

sacarose e com membrana (Saldanha et al., 2013). 

A área foliar nas três espécies estudadas apresentou diferença 

significativa.  As plântulas da Ec que permaneceram na SC apresentaram maior 

área foliar do que as plântulas da CV independente da tampa. O Es apresentou 

uma maior área nas plântulas da SC com Tm (9,85 cm2) e o pior resultado na CV 

com Tm (6,04 cm2). Já a Cw obteve uma maior área nas condições de CV com as 

duas tampas, e resultado inferior na SC com Tm (Figura 3.C). 

Lee et al. (1988) e Dousseau et al. (2008) afirmam que baixas intensidades 

luminosas reduzem a divisão celular, resultando em reduzida área foliar, 

produzindo folhas mais delgadas, o que foi observado para as espécies Ec e Es. 

Entretanto, embora a CV tenha menor intensidade luminosa, as plântulas de Cw 

neste trabalho apresentaram maior área foliar nesta condição. Shin et al. (2013) 

trabalhando com plântulas de Doritaenopsis, observaram que em cultivo 

heterotrófico, onde não houve troca gasosa entre o interior e o exterior do frasco 

de cultura, o crescimento das plântulas foi menor e a área foliar diminuiu cerca de 

56% quando comparado com plântulas cultivadas em condições fotoautotróficas e 

fotomixotróficas. 
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Figura 3 – Massa da matéria seca da parte aérea (A) e da raiz (B), área foliar (C), massa foliar específica (D), volume de raiz (E) e número de 

brotos (F) de três espécies de orquídea: Encyclia pauciflora x Encyclia osmantha , Epidendrum secundum e Cattleya warneri cultivadas in vitro 

durante 11 meses.  Letras minúsculas comparam todos os tratamentos dentro de cada espécie e diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 

em nível de 5% de probabilidade. 
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Das três espécies estudadas a Ec e o Es não apresentaram diferença 

significativa para a massa foliar específica. As plântulas de Cw na SC com Tp 

apresentaram maior espessura do que as plântulas desenvolvidas sob a condição 

de CV nos dois tipos de tampa (Figura 3.D). A SC apresentou maior intensidade 

luminosa, que pode ter sido responsável por esta maior espessura foliar obtida 

em Cw. Os maiores valores desta variável podem indicar folhas mais espessas, 

com maior quantidade de células e com menor espaço aéreo interno. 

 Resultados obtidos por Lee et al. (1988) e Dousseau et al. (2008) sugerem 

que altas intensidades de luz propiciaram um aumento no tamanho das células do 

mesofilo, maior espessura da folha, bem como uma compactação celular mais 

pronunciada, em folhas cultivadas de Liquidambar styraciflua L. Braga et al. 

(2011) trabalhando com abacaxizeiro ‗Gomo de Mel‘ em luz natural observaram 

maior  espessura dos tecidos do limbo foliar e maior número de estômatos 

demonstrando a adaptação dos tecidos às condições de alta irradiância.  O 

aumento na espessura dos tecidos que compõem o limbo constitui um padrão 

clássico de resposta e de adaptação das plantas à alta intensidade de luz e 

evidencia a plasticidade adaptativa da planta (Lee et al., 2000). 

O volume de raiz para Es e Cw não apresentou diferença significativa. Para 

Ec os resultados em SC com Tp (0,75 cm3) foram melhores do que em CV com 

Tm (0,36 cm3) (Figura 3.E). 

O número de brotos para Ec e para Es não apresentou diferença 

significativa em nenhum dos tratamentos. Já para Cw o número de brotos foi 

maior na CV com tampa de plástico (Tp) do que na SC com a tampa de metal 

(Tm) (Figura 3.F).  

Resultados semelhantes foram encontrados por Borges et al. (2011) e 

Kodym & Zapata- Arias (1999) trabalhando com mudas de crisântemo e banana, 

respectivamente, onde foi obtido maior número de brotações em CV do que em 

SC. Já Dignart et al. (2009) trabalhando com Cattleya walkeriana obtiveram maior 

número de brotos em plântulas mantidas em CV sem sombrite e em SC do que 

em CV com sombreamento.  

Em relação ao tempo de desenvolvimento das plantas, a avaliação de 

medidas biométricas pode ser uma excelente ferramenta para se investigar a 

capacidade produtiva de genótipos de interesse agronômico (Torres Netto, 2005). 

Estas avaliações associadas às medidas da capacidade fotossintética podem ser 
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usadas para a investigação do efeito de fatores ambientais sobre o crescimento e 

a adaptabilidade de espécies em diferentes ecossistemas (Villar et al., 2005). 

Estudos indicam que o crescimento das plântulas pode ser significativamente 

promovido pelo aumento na intensidade da luz e da concentração de CO2, e por 

remoção de gases que podem retardar o crescimento, tais como o etileno (Lian et 

al., 2002;. Yoon et al., 2009; Xiao et al., 2011). 

5.3 Trocas gasosas 

 

 De acordo com os dados da taxa fotossintética líquida, a Ec não 

apresentou diferença significativa entre os tratamentos, cujos valores médios da 

taxa fotossintética ficaram entre 0,98 e 1,17 µmol m-² s-¹. Na espécie Es foi 

observado uma maior taxa fotossintética nas plântulas na CV com os dois tipos de 

tampa, o que não refletiu em maior acúmulo de biomassa, que no caso desta 

espécie foi em SC (Figura 4.A). 

As plântulas das espécies Es e Cw crescidas na condição de SC com Tm 

apresentaram fotossíntese líquida negativa, demonstrando que nestas condições 

as plântulas no momento da avaliação apresentavam taxa respiratória maior do 

que a taxa fotossintética. Nas demais condições, a Cw apresentou taxa 

fotossintética positiva (Figura 4.A). Pode-se associar essa resposta à alta 

concentração de sacarose no meio de cultura, o que é relatado em alguns 

trabalhos (Hdider e Desjardins, 1994; Mosaleeyanon et al., 2004; Fuentes et al., 

2007; Schmildt, 2010) e pode ser confirmado neste trabalho, com um meio 

contendo 40 g L -1 de sacarose. 

Segundo Hdider e Desjardins (1994), o aumento da concentração de 

sacarose no meio de cultura pode ocasionar acúmulo de amido e, ou inibição da 

enzima RUBISCO. De acordo com Kozai (1991) e Kitaya et al. (1995), na 

propagação in vitro convencional as mudas se desenvolvem como organismos 

heterotróficos, ou seja, realizam pouca ou nenhuma fotossíntese utilizando a 

sacarose no meio de cultura como principal fonte de carboidrato. Em plântulas de 

coco, Fuentes et al. (2007) confirmaram uma diminuição linear da atividade da 

enzima RUBISCO, com aumento dos níveis de sacarose no meio. 

Kozai et al. (1990) observaram que mudas micropropagadas de Cymbidium 

sp. apresentaram maiores taxas fotossintéticas líquidas e, maior crescimento, 

quando os frascos foram enriquecidos com CO2 e cultivados sob intensidade 
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luminosa alta (226 μmol m-2 s-1) em ausência de sacarose. Esses mesmos 

autores concluíram que o fornecimento de condições favoráveis à fotossíntese 

resultou em crescimento autotrófico para o cultivo in vitro quando não havia 

sacarose presente no meio de cultura. 

Mosaleeyanon et al. (2004) obtiveram a maior taxa fotossintética em 

Samanea saman Merr na ausência de sacarose no meio de cultura, e à medida 

que se aumentou a concentração de sacarose e CO2 simultaneamente houve a 

redução na taxa fotossintética. Em condição de cultivo na ausência de sacarose, 

Schmildt (2010) encontrou maior assimilação fotossintética de carbono, e à 

medida que houve incremento de sacarose foi ocorrendo redução na taxa 

fotossintética.  

Plântulas de Doritaenopsis cultivadas em condições enriquecidas com CO2 

e alta intensidade de luz mostraram uma elevada absorção de CO2 durante toda a 

fase in vitro e a absorção de CO2 foi notavelmente elevada em tratamentos 

fotoautotróficos. As mudas cultivadas em ambiente enriquecido com CO2 e em 

alta intensidade de luz mostraram metabolismo semelhante ao de plantas CAM 

(metabolismo ácido das crassuláceas). A ativação do metabolismo CAM ou C3 

depende do microambiente (Shin et al., 2013).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

A 

Figura 4– Taxa fotossintética líquida (A), condutância estomática (B), transpiração (C) e 

concentração interna de CO2 / concentração externa de CO2 (Ci/Ca) (D) das orquídeas: 

Encyclia pauciflora x Encyclia osmantha, Epidendrum secundum e Cattleya warneri cultivadas 

in vitro durante 11 meses.  Letras minúsculas comparam todos os tratamentos dentro de cada 

espécie e diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade. A 

estatística descritiva das variáveis condutância estomática (B), transpiração (C) e 

concentração interna de CO2 / concentração externa de CO2 (Ci/Ca) (D) da espécie 

Epidendrum secundum está apresentada no gráfico em forma de barras com valores de 

intervalo de confiança. 
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Figura 4–Cont.. 



40 

 

 

 

Para as variáveis condutância estomática e transpiração, as espécies 

responderam de maneira semelhante. A Ec na CV com Tp apresentou maiores 

valores: 0,1157 mol m-2 s-1 e 1,5730 mmol m-2 s-1, respectivamente. Para Es, 

maiores médias também foram observadas na CV independente da tampa, e na 

Cw não houve diferença significativa (Figuras 4.B e 4.C). A baixa condutância 

encontrada nas três espécies pode ser considerada praticamente como sendo 

cuticular e não estomática. 

Segundo Costa et al. (2009c), é provável que a excessiva transpiração das 

folhas in vitro se deva à alta densidade estomática, principalmente na face 

abaxial, ao ineficiente controle de perda de água pelos estômatos e à ausência ou 

baixa quantidade de cera epicuticular. 

Crespo (2007) trabalhando com cana-de-açúcar em frascos ventilados 

observou que a troca gasosa no interior destes promoveu maior ajuste 

estomático, devido provavelmente à movimentação de ar em torno das plântulas, 

ocasionando melhor regulação na abertura e no fechamento dos estômatos. Ziv 

(1995) cita que plântulas micropropagadas em frascos que não permitem as 

trocas gasosas podem apresentar elevada transpiração cuticular e estomática.  

Louro e Santiago (2000), afirmam que plantas in vitro apresentam 

estômatos anômalos, e uma grande parte é incapaz de fechar, e que esta 

anomalia pode ser atribuída à perda de elasticidade das paredes das células 

guardas, o que impediria o movimento de abertura e fechamento. Nestas 

condições, quando submetidas às condições de ambiente ex vitro, as plantas 

produzidas in vitro têm baixa capacidade de controlar a perda de água (Sutter et 

al., 1988; Barboza, et al., 2006), ocorrendo também a ausência de trocas gasosas 

e os estômatos ficam frequentemente abertos, o que leva a estresse hídrico, 

relatado como principal causa de mortalidade das plantas durante a aclimatização 

(Barboza, et al., 2006).  

A relação Ci/Ca (concentração interna de CO2/concentração externa de 

CO2) para as espécies Cw e Es não apresentou  diferença significativa entre os 

ambientes e tipos de tampas; já a Ec na CV com Tp apresentou uma maior 

relação Ci/Ca do que na SC com Tm (Figura 4.D). A relação Ci/Ca é um bom 

indicador de limitação estomática da fotossíntese, e seus valores mudam de 

acordo com o habitat, sendo maior em espécies mesomórficas do que em 

xeromórficas, tais como epífitas vasculares (Lloyd e Farquhar , 1994). 
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Em um cultivo in vitro, a utilização do fechamento dos tubos de ensaio e 

frascos com tampa plástica e filme de PVC, além de restringir as trocas gasosas, 

favorece a alta umidade dentro dos frascos, podendo ocasionar hiperidricidade e 

estômatos anormais (Kozai et al., 1986). Kozai e Kubota (2001) relataram que as 

mudanças no microambiente dos frascos de cultura, promovidas pelas trocas 

gasosas, favorecem a manutenção da concentração de CO2, estimulam a 

fotossíntese e reduzem a concentração de etileno e a umidade relativa dentro dos 

frascos de cultivo. 

 

5.4 Índice de SPAD, clorofila, relação Fv/Fm e índice fotossintético (PI) 

 

Neste trabalho, para as três espécies avaliadas Ec, Es, Cw, não houve 

diferença significativa entre os tratamentos para a estimativa de cor verde das 

folhas. Este fato evidencia que não ocorreu ganho no conteúdo de clorofila total 

com a utilização de dois ambientes diferentes e dois tipos de tampa, conforme 

mostra o índice SPAD, devido provavelmente à baixa irradiância (Figura 5.A). 

Torres-Netto et al. (2002) afirmam que valores elevados do índice SPAD indicam 

uma ótima disponibilidade de N no tecido foliar, bem como excelente quantidade 

de pigmentos fotossintéticos. 

O medidor portátil de clorofila Minolta SPAD-502 tem sido usado como 

ferramenta para detectar estresses abióticos em diversas culturas, como o 

hídrico, o de nitrogênio e o salino. Este medidor apresenta simplicidade no uso e 

possibilita uma avaliação não destrutiva do índice de verde presente no tecido 

foliar (Torres Netto et al., 2002; 2005; Pecanha, 2010; Castro, 2011).  

Na Figura 5.B são apresentados os dados da relação Clorofila a/Clorofila b. 

As espécies Ec e Es não apresentaram diferença significativa, já a espécie Cw na 

SC com Tp apresentou maior valor (2,14) do que na SC com Tm (1,21). Plantas 

expostas a elevados fluxos de fótons fotossintéticos (FFF) apresentam razões 

clorofila a/b em torno de 3,2 a 4,0 e plantas crescendo em ambientes com 

reduzidos FFF possuem razões a/b em torno de 2,5 a 2,9 (Seybold e Egle, 1970). 

Os valores de Ca /Cb em todas as condições e espécies foram menores que 2,5, 

o que demonstra que o FFF nos dois ambientes estava muito baixo.  

O teor de clorofila da folha se correlaciona positivamente com o teor de N 

na planta (Schadchina & Dmitrieva, 1995) e com o rendimento das culturas 
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(Smeal & Zhang, 1994; Piekielek & Fox, 1992). Esta relação é atribuída, 

principalmente, ao fato de que 50 a 70% do N total das folhas ser integrante de 

enzimas (Chapman & Barreto, 1997) que estão associadas aos cloroplastos 

(Stocking & Ongun, 1962). Parâmetros como o teor de clorofila na folha, pode ser 

uma importante ferramenta para aumentar a precisão no processo de 

recomendação de adubação nitrogenada (Argenta et al., 2001). 
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Figura 5– Índice SPAD (A), clorofila a/clorofila b (B), clorofila total (C), clorofila total 

/carotenoides (D), relação Fv/Fm(E) e  índice fotossintético (PI) (F)  das três espécies de 

orquídea: Encyclia pauciflora x Encyclia osmantha , Epidendrum secundum e Cattleya  warneri 

cultivadas in vitro durante 11 meses.  Letras minúsculas comparam todos os tratamentos dentro 

de cada espécie e diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nível de 5% de 

probabilidade. 



43 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Nas condições desse trabalho, não se observou diferença significativa para 

as variáveis clorofila total e clorofila total/carotenoides, independente da espécie, 

do ambiente ou do tipo de tampa. Estes resultados mostram que nas espécies 

crescidas nas condições estabelecidas, a taxa fotossintética não foi afetada pela 

concentração de clorofilas totais, ou seja, o controle do processo fotossintético foi 

causado por efeitos estomáticos, pela abertura e pelo fechamento dos estômatos. 

Tal resultado, também mostra diante das condições estabelecidas no 

experimento, que as plântulas sofreram o que é considerado um estresse 

moderado, com efeito nas trocas gasosas e algumas características de 

crescimento, mas sem efeito sobre a concentração de clorofilas totais (Figura 5.C 

e 5.D). 

Segundo Torres Netto et al. (2002, 2005), as variações no conteúdo total 

de clorofila e carotenoides são bons indicadores do estresse em plantas, bem 

Figura 5– Cont 
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como podem se relacionar com o teor de nitrogênio. Deccetti (2004) afirma que o 

cultivo in vitro inibe, em determinado grau, a síntese de clorofila e cita que a 

presença de sacarose no meio de cultivo tem sido considerada a principal causa 

da redução nos teores de clorofila e, consequentemente, na fotossíntese, e os 

baixos níveis de sacarose no meio de cultura estão correlacionados com um 

potencial de maior produção de carboidrato. 

O acúmulo de pigmentos, a formação de clorofilas, a diferenciação de 

cloroplastos e a anatomia da folha se devem muito a respostas da influência da 

luz nas plantas (Desjardins et al., 1995). A clorofila a tem absorção máxima na 

faixa do azul e vermelho, onde está o espectro de ação para a fotossíntese (Taiz 

e Zeiger, 2013).  

De acordo com os dados de fluorescência da clorofila a, o rendimento 

quântico máximo do FSII (Fv/Fm) em todas as espécies e condições ficou com as 

médias entre 0,75 a 0,85, o que indica que o fotossistema II estava funcionando 

adequadamente. Para a Ec, a condição de SC com Tm apresentou maior valor do 

que a SC com Tp. Para o Es não houve diferença significativa e para a Cw a CV 

foi superior à SC  para os dois tipos de tampa (Figura 5.E). A fluorescência é 

usada como indicador de estresse, quando fatores bióticos ou abióticos alteram a 

funcionalidade do fotossistema II (FSII).   

Avaliando a fluorescência, Shin et al. (2013) observaram que plântulas de 

Doritaenopsis, em condições fotoautotróficas e fotomixotróficas com alta 

intensidade de luz (120±5 μmol m−2 s−1) e incremento de CO2 (1.500±100 μmol 

mol−1)  mantiveram os valores de Fv/Fm entre 0,75-0,80 apresentando maior 

eficiência fotossintética e maior fotossíntese. No entanto, para os tratamentos 

expostos à luz de alta intensidade sem enriquecimento de CO2 nas condições 

heterotróficas, o valor de Fv/Fm foi inferior. Diante destes resultados, pode-se 

afirmar que, se o objetivo for obter uma maior taxa fotossintética, deve-se 

promover um aumento na intensidade de luz nos dois ambientes estudados. Mas 

isso só se justifica se, ao mesmo tempo forem estabelecidas condições para que 

ocorram maiores trocas gasosas, pois só o aumento na intensidade de luz não é o 

suficiente para aumentar a eficiência fotoquímica, nem tão pouco, a taxa 

fotossintética. 
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O índice fotossintético (PI) para o Es e a Cw apresentou resultados 

semelhantes ao Fv/Fm, tendo uma pequena variação na Ec onde a SC com Tm o 

resultado foi superior à CV com Tm (Figura 5.F). 

O índice fotossintético (PI) foi proposto por Strasser et al. (2000) e, na 

maioria dos estresses abióticos e, em diferentes culturas, tem sido considerado 

uma variável mais sensível que o Fv/Fm (Jiang et al., 2006, Christen et al., 2007). 

Enquanto a relação Fv/Fm reflete a máxima capacidade fotoquímica e se 

relaciona com o número de complexos PSII ativos (Schreiber et al., 1986), a 

variável PI mostra a atividade do fotossistema I e II, servindo para detectar, de 

forma mais refinada, alterações no desempenho da planta sob condição de 

estresse que não causam modificações na relação Fv/Fm (Strasser et al., 2004; 

Stirbet e Govindje, 2011).  
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6. CONCLUSÃO 

 

 

 

- Para as características biométricas de Encyclia pauciflora x Encyclia osmantha 

(Ec) e Epidendrum secundum (ES) a sala de crescimento, independente do tipo 

de tampa, apresentou as maiores médias e melhores resultados; 

- O cultivo in vitro nas condições de casa de vegetação promoveu maior 

crescimento e incremento de biomassa para a espécie Cattleya warneri 

independente do tipo de tampa; 

- As variáveis fisiológicas relacionadas aos efeitos estomáticos em Encyclia 

pauciflora x Encyclia osmantha (Ec) e Epidendrum secundum apresentaram 

melhores resultados na condição de casa de vegetação e de tampa de plástico 

para a maioria dos parâmetros. Já a Cattleya warneri apresentou resultados 

semelhantes nos dois ambientes com a tampa de plástico; 

- As variáveis relacionadas aos efeitos bioquímicos e fotoquímicos de todas as 

espécies apresentaram resultados semelhantes em todas as condições 

estabelecidas; 

- Nas condições deste experimento, o incremento na produção de biomassa nas 

três espécies foi devido praticamente à fonte exógena de carbono por meio da 

adição de sacarose no meio de cultivo, uma vez que a taxa fotossintética foi 

baixa; 

- Nas condições estudadas neste trabalho, a baixa intensidade luminosa e a alta 

concentração de sacarose no meio podem ter sido fatores limitantes para o maior 

crescimento da espécie e para realizar maior fotossíntese, respectivamente. 
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Sugere-se desta forma, em novos experimentos, usar concentrações menores de 

sacarose, aumentar o espaçamento entre os frascos e o nível de irradiância para 

estimular o metabolismo autotrófico nas plântulas; 

- É recomendado o uso da casa de vegetação em Venda Nova do Imigrante-ES 

como ambiente para o crescimento de plântulas in vitro de Cattleya warneri; 

- Dependendo do objetivo a ser alcançado, é recomendado o uso de casa de 

vegetação para Encyclia pauciflora x Encyclia osmantha (Ec) e Epidendrum 

secundum, pois, apesar de não terem obtido os melhores resultados nas variáveis 

de crescimento neste ambiente de cultivo, todas as plântulas sobreviveram e se 

desenvolveram em casa de vegetação com os dois tipos de tampas. Com o 

objetivo de reduzir os custos da produção in vitro com energia elétrica com 

lâmpadas e ar condicionado, pode-se utilizar a casa de vegetação como ambiente 

para o crescimento das plântulas destas espécies. 
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