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RESUMO 

As Orchidaceae são reconhecidas por suas flores de singular beleza. Em razão disso, são amplamente 

usadas como plantas ornamentais, seja como flores de corte ou plantas de vasos. O processo de 

produção de mudas se inicia com a germinação assimbiótica de suas sementes, seguido de uma fase 

de multibrotação e do alongamento das plantas cultivadas in vitro, e posterior aclimatização. Cada 

uma dessas etapas requer o uso de meio de cultivo e reguladores de crescimento adequados a cada 

espécie. Assim, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de protocolos para todas as fases 

do cultivo in vitro de duas espécies de Cyrtopodium nativas do Cerrado com potencial ornamental: 

C. parviflorum Lindl. e C. withneri L.C. Menezes. Inicialmente foi medida a viabilidade das sementes 

por meio do teste do tetrazólio (TTC) em duas condições de pré-condicionamento por 24 h, 

embebição em água destilada ou em solução de sacarose a 10 %, e dois tipos de coloração com TTC 

a 1 %, diluído em água ou em tampão de fosfatos, e como controle foi feita a coloração direta em 

TTC a 1 % sem embebição. Após essa etapa foi realizada a germinação assimbiótica das sementes, 

onde foram testados três meios de cultivo Knudson C (KC) e Murashige & Skoog (MS), na 

concentração normal e com metade dos sais (½ MS), com e sem adição de carvão ativado (CA). 

Protocormos obtidos a partir da germinação assimbiótica foram cultivados em meio de cultivo sem 

adição de CA, em 10 combinações de ácido naftaleno acético (ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP) 

a fim de verificar a melhor concentração para indução de multibrotação. Brotos oriundos da fase de 

multibrotação com 2-2,5 cm de altura foram alongados em dois sistemas: i. meio gelificado com e 

sem CA; ii. Biorreator de Imersão Temporária (BIT) com imersão por 3 minutos a cada 2, 4 ou 8 h, 

sem reguladores de crescimento, exceto para 8 h. Plantas então obtidas na fase de alongamento foram 

transferidas para casa de vegetação e cultivadas em substrato de vermiculita por 100 dias para que 

fossem aclimatizadas. Foram extraídas amostras de folhas de plantas ao final das fases de 

alongamento e aclimatização para quantificação dos teores de clorofilas e carotenoides. Amostras de 

folhas dessas fases também foram fixadas em FAA 50, e posteriormente foi realizada a dissociação 

das epidermes para contagem dos estômatos e determinação da densidade estomática. O teste de 

viabilidade por meio do TTC apresentou diferenças entre as espécies e entre os tratamentos utilizados, 

em especial quanto a embebição. O tratamento mais uniforme foi aquele com embebição em solução 

de sacarose a 10 % e coloração em TTC a 1 % diluído em água. A germinação ocorreu com elevado 

percentual nos três meios analisados, com efeito positivo da adição de CA. Entretanto, o uso do meio 

KC para germinação não se mostrou viável, uma vez que ocorreu a morte de praticamente todos os 

protocormos desenvolvidos. Cyrtopodium parviflorum mostrou preferência para a germinação em 

MS, enquanto que para C. withneri a preferência se deu em ½ MS, ambos os meios adicionados de 

CA. A fase de multibrotação apresentou elevada sobrevivência das duas espécies nas concentrações 

mais baixas de BAP, com redução expressiva em 2 e 4 mg/L (T7-T10). A produção de brotos também 
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foi afetada pelo aumento na concentração de BAP, principalmente em C. parviflorum, que teve o 

desenvolvimento de raízes inibido em qualquer concentração empregada (0,5-4,0 mg/L). Os demais 

parâmetros avaliados também indicaram o efeito deletério da citocinina usada. O emprego de ANA 

também não mostrou ser vantajoso, já que o cultivo sem adição de reguladores de crescimento 

apresentou, de forma geral, os melhores resultados. A fase de alongamento apresentou diferenças 

contrastantes entre os dois sistemas. No sistema de BIT a mortalidade dos explantes foi quase que 

integral, enquanto que em meio gelificado houve sobrevivência superior a 90 %. Em meio gelificado 

os explantes se desenvolveram com sucesso, apresentando altura maior do que é descrito pela 

literatura. A aclimatização foi realizada apenas com plantas alongadas em meio gelificado com e sem 

CA. Cyrtopodium withneri apresentou 100 % de sobrevivência e C. parviflorum 94 %. As plantas 

desenvolveram completamente seus pseudobulbos, e algumas novas brotações. O substrato 

empregado, vermiculita, se mostrou adequado para esta etapa. Ao final dos 100 dias de aclimatização, 

houve diferença no tamanho das plantas, tendo C. withneri atingido o dobro da altura das plantas de 

C. parviflorum. Essa diferença de altura pode ser apenas a manifestação das características genéticas 

de cada espécie. Com isso, a aclimatização de C. parviflorum e C. withneri pode ser conduzida em 

casa de vegetação com 50 % de luminosidade e irrigação diária, e emprego de vermiculita como 

substrato. A quantificação das clorofilas e carotenoides mostrou aumento significativos desses 

pigmentos ao passar da fase de alongamento para o fim da aclimatização. Os teores desses pigmentos 

variaram durante as fases, sendo maiores para C. parviflorum ao final da aclimatização, e para C. 

withneri ao fim do alongamento. A densidade estomática praticamente não apresentou diferença entre 

as espécies e tratamentos, bem como quando comparada com plantas cultivadas em condição de 

campo. De forma geral, a densidade estomática das duas espécies foi elevada, sendo uma 

característica delas, pois na literatura há espécies com elevada densidade e outras com baixa 

densidade estomática. Ao final do trabalho pôde ser verificado que a produção in vitro de mudas de 

C. parviflorum e C. withneri pode ser realizada com sucesso com o emprego dos protocolos aqui 

avaliados, sendo recomendado a germinação, a multibrotação e alongamento em MS para C. 

parviflorum e em ½ MS para C. withneri, e aclimatização em vermiculita. O uso de reguladores de 

crescimento e o alongamento em BIT não são recomendados, em razão da baixa resposta das espécies 

a essas substâncias e ao sistema de alongamento. 

Palavras-chave: aclimatização, alongamento, Arduino, Biorreator de Imersão Temporária, 

Cyrtopodium, germinação assimbiótica 
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ABSTRACT 

The Orchidaceae are recognized for their uniquely beautiful flowers. Because of this, they are widely 

used as ornamental plants, either as cut flowers or pot plants. The seedling production process begins 

with the asymbiotic germination of their seeds, followed by a multibrotting phase and the elongation 

of the plants grown in vitro, and later acclimatization. Each of these stages requires the use of culture 

medium and growth regulators appropriate for each species. Thus, this work aimed to develop 

protocols for all phases of in vitro cultivation of two Cyrtopodium species native to the Cerrado with 

ornamental potential: C. parviflorum Lindl. and C. withneri L.C. Menezes. Initially, seed viability 

was measured using the tetrazolium (TTC) test in two conditions of preconditioning for 24 h, soaking 

in distilled water or in 10% sucrose solution, and two types of staining with 1% TTC, diluted in water 

or in a phosphate buffer, and as a control, direct staining with 1% TTC without soaking was 

performed. After this step the asymbiotic germination of the seeds was performed, where three 

Knudson C (KC) and Murashige & Skoog (MS) culture media were tested, in normal concentration 

and with half salts (½ MS), with and without the addition of activated charcoal (AC). Protocorms 

obtained from asymbiotic germination were grown on medium without addition of AC, in 10 

combinations of naphthalene acetic acid (NAA) and 6-benzylaminopurine (BAP) in order to verify 

the best concentration for induction of multibrotting. Buds from the multibrotting stage with 2-2.5 

cm height were elongated in two systems: i. gelled medium with and without AC; ii. Temporary 

Immersion Bioreactor (TIB) with immersion for 3 min every 2, 4 or 8 h, without growth regulators 

except for 8 h. Plants then obtained in the elongation phase were transferred to a greenhouse and 

grown in vermiculite substrate for 100 days for acclimatization. Leaf samples were extracted from 

plants at the end of the elongation and acclimation phases to quantify chlorophyll and carotenoid 

levels. Leaf samples from these phases were also fixed in FAA 50, and later the epidermis was 

dissociated to count stomata and determine stomatal density. The viability test using the TTC showed 

differences among the species and among the treatments used, especially regarding soaking. The most 

uniform treatment was the one with soaking in 10% sucrose solution and staining in 1% TTC diluted 

in water. The germination occurred with high percentage in the three analyzed media, with positive 

effect of the addition of AC. However, the use o KC medium for germination was not viable, since 

the death of practically all the developed protocorms occurred. Cyrtopodium parviflorum showed 

preference for germination on MS, while for C. withneri the preference was for ½ MS, both media 

with AC added. The multibrotting phase showed high survival of both species at lower concentrations 

of BAP, with a significant reduction at 2 and 4 mg/L (T7-T10). The production of shoots was also 

affected by the increase in BAP concentration, especially in C. parviflorum, which had root 

development inhibited at any concentration employed (0.5-4.0 mg/L). The other parameters evaluated 
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also indicated the deleterious effect of the cytokinin used. The use of NAA also did not prove to be 

advantageous, since cultivation without the addition of growth regulators showed, in general, the best 

results. The elongation phase presented contrasting differences between the two systems. In the TIB 

system the mortality of the explants was almost complete, while in the gelled medium there was 

survival higher than 90%. In the gelled medium, the explants developed successfully, with greater 

height than described in the literature. The acclimatization was performed only with elongated plants 

in gelled medium with and without AC. Cyrtopodium withneri showed 100% survival and C. 

parviflorum 94%. The plants fully developed their pseudobulbs, and some new sprouts. The substrate 

used, vermiculite, was adequate for this stage. At the end of the 100 days of acclimatization, there 

was a difference in the size of the plants, with C. withneri reaching twice the height of C. parviflorum 

plants. This difference in height may just be the manifestation of the genetic characteristics of each 

species. Thus, the acclimatization of C. parviflorum and C. withneri can be conducted in a greenhouse 

with 50% light, daily irrigation, and the use of vermiculite as substrate. The quantification of 

chlorophylls and carotenoids showed significant increases of these pigments when passing from the 

elongation phase to the end of the acclimatization. The contents of these pigments varied during the 

phases, being higher for C. parviflorum at the end of acclimatization, and for C. withneri at the end 

of elongation. Stomatal density showed practically no difference among species and treatments, as 

well as when compared to plants grown in field conditions. In general, the stomatal density of the two 

species was high, being a characteristic of them, because in the literature there are species with high 

density and others with low stomatal density. At the end of the study it could be verified that the in 

vitro production of seedlings of C. parviflorum and C. withneri can be successfully performed with 

the use of the protocols evaluated here, being recommended the germination, multibrotting and 

elongation in MS for C. parviflorum and ½ MS for C. withneri, and acclimatization in vermiculite. 

The use of growth regulators and elongation in TIB are not recommended, due to the low response 

of the species to these substances and to the elongation system. 

Keywords: acclimatization, Arduino, asymbiotic germination, Cyrtopodium, elongation, Temporary 

Immersion Bioreactor 
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Capítulo I 

Desenvolvimento de protocolos para germinação assimbiótica e micropropagação de espécies 

de Cyrtopodium nativas do Cerrado com potencial ornamental 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

As Orchidaceae apresentam distribuição cosmopolita, sendo encontradas em diversos 

habitats, exceto nos extremamente desérticos e nos antárticos (Stevens 2001; Givnish et al. 2016) 

(Figura 1). A família possui 29.485 espécies, sendo a segunda em número de espécies, superada 

apenas por Asteraceae com 34.060 espécies (WFO 2022). O hábito herbáceo é constante, com grande 

variação no tamanho das plantas, dependendo da espécie: desde poucos milímetros até mais de três 

metros de altura (Dressler 1981). Na família predomina o hábito epifítico, com aproximadamente 

70% das espécies (Gravendeel et al. 2004), as demais espécies apresentam hábito terrícola, rupícola 

e saprófita (Dressler 1981). Por fim, orquídeas apresentam extraordinária diversidade floral, com 

impressionantes adaptações a diferentes polinizadores proximamente aparentados, selecionando-os 

por meio da precisa colocação de pacotes de pólen (polínea ou o polinário) em diferentes partes de 

seus corpos (Givnish et al. 2015). 

 

 

Figura 1. Distribuição mundial das Orchidaceae. Extraída de Stevens (2001).  

 

Atualmente a família é dividida em cinco subfamílias: Apostasioideae, Cypripedioideae, 

Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae (Zhang et al. 2021; Wong & Peakall 2022). No Brasil, 

Orchidaceae é representada por 2.678 espécies, apenas superada por Fabaceae, com 3.033 espécies 
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(Flora e Funga do Brasil 2022). O bioma Cerrado abriga 641 espécies de orquídeas, das quais, 384 

(ca. 60%) são terrícolas (Flora e Funga do Brasil 2022). Essa proporção pode ser explicada pelo clima 

predominante no bioma, do tipo Aw de Köppen, com chuvas concentradas no verão e estiagem nos 

meses de inverno, tendo junho e julho como os meses mais secos (Silva et al. 2008; Alvares et al. 

2014). A pluviosidade média anual do bioma é de 1486 mm, variando de 1339 a 1633 mm, com 

tendência de queda na série histórica (Campos & Chaves 2020), (Figura 2). As médias anuais de 

temperatura e umidade relativa do ar são de 24 ºC e 66,5%, respectivamente (Nascimento & Novais 

2020), (Figura 3). Tais condições climáticas não favorecem o desenvolvimento de epífitos vasculares, 

inclusive orquídeas, que no Cerrado se restringem em sua maioria às matas ribeirinhas (Ribeiro & 

Walter 2001; Benzing 1987). Soma-se a isso o fato que grande parte do bioma é coberto por vegetação 

campestre ou savânica de baixa ou nenhuma cobertura arbórea, e incêndios sazonais naturais que 

também dificultam a ocupação dessas áreas por orquídeas (Ribeiro & Walter 2008). Dessa forma, as 

orquídeas terrícolas que habitam as fitofisionomias não florestais do Cerrado apresentam algumas 

adaptações para resistir ao período de estiagem e aos incêndios, como crescimento apenas durante o 

período chuvoso, sobrevivendo, na seca, apenas das reservas armazenadas em órgãos subterrâneos e 

pela presença de vigorosos pseudobulbos capazes de resistir ao fogo e dormentes durante a seca 

(Menezes 2000; Oliveira 2008). Dentre as espécies de orquídeas adaptadas às condições 

mencionadas, destacam-se as pertencentes ao gênero Cyrtopodium R. Br., subfamília 

Epidendroideae. 

 

 

Figura 2. Climatologia do Cerrado. A. Precipitação média anual (mm.ano-1). B. Distribuição 

espacial das tendências de precipitação (TSA) (mm.ano-1). Adaptado de Campos & Chaves (2020). 

Os triângulos representam as estações meteorológicas.  



 
3 

 

Figura 3. Climatologia do Cerrado. A. Temperatura média anual (º C). B. Distribuição média espacial 

anual de umidade do ar (%). Adaptado de Nascimento & Novais (2020). 

 

O gênero Cyrtopodium compreende cerca de 48 espécies distribuídas desde o sul da Flórida 

até o norte da Argentina, com maior concentração no Brasil (Menezes 2000; Romero-González et al. 

2008; WFO 2022). No Brasil o gênero está representado por 37 espécies, das quais 28 ocorrem no 

Cerrado, sendo 15 endêmicas do bioma (Flora e Funga do Brasil 2022). De acordo com Menezes 

(2000), as plantas de Cyrtopodium possuem pseudobulbos que variam de 3-120 cm de altura, 

completamente enterrados, semienterrados ou totalmente expostos, a depender da espécie. São 

principalmente terrícolas (aqui incluídas as saxícolas e paludícolas), com algumas poucas espécies 

epífitas (3) e rupícolas (8). Ainda de acordo com Menezes (2000), o comprimento das inflorescências 

varia de 40-160 cm, podendo ser simples ou compostas. A coloração predominante das flores é 

amarela ou amarelo-esverdeada, com algumas espécies apresentando máculas castanhas ou 

vermelhas. O diâmetro das flores varia de 2,5 a 4,0 cm. Algumas espécies do gênero são tidas como 

medicinais, dentre elas: C. glutiniferum Raddi, C. punctatum (L.) Lindl., C. paranaense Schltr., C. 

andersoni (Lamb. ex Andrews) R. Br, C. palmifrons Rchb. f. & Warm., C. macrobulbon (La Llave 

& Lex.) G.A. Romero & Carnevali e C. paniculatum (Ruiz & Pav.) Garay (Silva et al. 2013a; 

Morales-Sánchez et al. 2014; Auberon et al. 2016; 2017; Araújo-Lima et al. 2020; Quiñonez-Bastidas 

& Navarrete 2021) 

Apesar das espécies de Cyrtopodium possuírem flores vistosas e estarem adaptadas às 

condições do Cerrado, elas ainda são pouco exploradas comercialmente como plantas de vaso ou 

como plantas empregadas diretamente no paisagismo (Paiva 2008; Lorenzi 2015; Sousa et al. 2020). 
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O que existe hoje no mercado é um número limitado de espécies do gênero provenientes de 

semeadura. As plantas ofertadas, principalmente em comércio eletrônico, sugerem que foram 

coletadas de habitats naturais (plantas vendidas por particulares sem indicar a procedência e/ou 

método de obtenção das mudas), procedimento ilegal que atinge os Cyrtopodium e outras orquídeas 

(Menezes 2000; Seaton 2007; Seaton et al. 2013; Rodrigues et al. 2015; Hinsley et al. 2016). 

Em estudo realizado por Carvalho et al. (2013), foi verificado que Orchidaceae lidera o 

esforço de pesquisa em plantas ornamentais no Brasil com 31,2% dos trabalhos publicados em 

Congressos de flores e plantas ornamentais. Dentro dessa família, os gêneros nativos mais estudados 

foram: Cattleya, (56,1%), Epidendrum (6,1%) e Oncidium e Catasetum, ambos com (4,0%), 

podendo-se inferir que há um número limitado de estudos sobre propagação in vitro para espécies de 

Cyrtopodium. Os estudos existentes, principalmente os mais antigos, eram direcionados à produção 

de mudas para exploração do potencial fitoterápico de algumas espécies do gênero. Apenas 

recentemente estudos com foco na produção de mudas para exploração comercial tem ganhado força 

(Araújo et al. 1999; Caramaschi 2001; Rego-Oliveira & Faria 2005; Dutra et al. 2009; Lima 2012; 

Picolotto 2013; Silva et al. 2013b; Rodrigues et al. 2015; Picolotto et al. 2017).  Nesse sentido, a 

produção de mudas de Cyrtopodium para uso ornamental poderia ser estimulada, e tais mudas 

poderiam fazer parte da cadeira produtiva de plantas e flores ornamentais.  

A cadeia de plantas e flores ornamentais tem forte componente social, pois é capaz de 

empregar um grande número de trabalhadores rurais, 14,2 empregados.propriedade-1 e 3,7 

empregos.ha-1 (Souza et al. 2020). Ela também tem o potencial de gerar renda para produtores rurais 

e comerciantes urbanos, pois eles poderão complementar sua renda participando da cadeia produtiva 

de um produto de alto valor agregado (Duval 2014), que em 2015 movimentou cerca de R$ 10,2 

bilhões (R$ 4,5 bilhões do Produto Interno Bruto - PIB), com crescimento de 43% no ano de 2017, 

passando para R$ 14,6 bilhões, o que equivale a um PIB de R$ 7,16 bilhões (MAPA 2015; 

CEPEA/IBRAFLOR 2022). 

Dessa forma, o presente projeto tem como objetivo desenvolver protocolos adequados para 

a propagação in vitro de espécies de Cyrtopodium com potencial ornamental, para aplicação direta 

no paisagismo (Figura 4), ou compor coleções de orquidófilos, evitando a retirada de plantas da 

natureza, e assim contribuir para o equilíbrio entre biodiversidade e demandas de mercado (Pujasatria 

et al. 2020).  
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Figura 4. Jardins localizados no Rio de Janeiro, RJ, onde foram utilizadas mudas de Cyrtopodium 

glutiniferum para compor o paisagismo. A. Jardim Botânico do Rio de Janeiro. B. Parque Madureira. 

C. Sítio Burle Marx. Crédito das fotos: J.H. Lima. 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Orchidaceae e o gênero Cyrtopodium 

 

Orchidaceae foi descrita em 1789 por A.L. Jussieu, e tradicionalmente sua origem era 

atribuída ao sudeste asiático (Dahlgren et al. 1985). Estudos mais recentes revelaram que o ancestral 

mais antigo da família surgiu na Austrália há 112 milhões de anos e que Apostasioideae foi o primeiro 

clado a divergir (Givnish et al. 2016). Os demais clados divergiram depois, em um intervalo de tempo 

menor do que se estimava (Zhang et al. 2017).  

Plantas dessa família são usadas em cerimônias culturais ou religiosas: Coelogyne nitida 

(Wall. ex D.Don) Lindl., Lycaste skinneri var. alba Dombrain, Papilionanthe teres Schltr., Peristeria 

elata Hook., Rhynchostylis retusa (L.) Blume, Vanda roxburghii R.Br., e várias espécies dos gêneros 
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Laelia Lindl., Schomburgkia Lindl., Cymbidium Sw., Dendrobium Sw. (De & Pathak 2018); 

diretamente na alimentação humana: diversas espécies de Brachycorythis Lindl., Disa P.J.Bergius, 

Eulophia R.Br., Habenaria Willd., Roeperocharis Rchb.f. e Satyrium Sw. (Veldman et al. 2018; 

Guiné et al. 2020); como especiarias: Vanilla planifolia Andrews, V. pompona Schiede, V. tahitensis 

J.W. Moore,  Himantoglossum affine Schltr., Serapias vomeracea (Burm.f.) Briq., e algumas espécies 

de Orchis L. e Anacamptis Rich., (Rao & Ravishankar 2000; Chambers 2017; Sen et al. 2019); 

medicinais:  Ansiella africana Lindl, Angraecum augustipetallum Rendle, Habenaria procera (Afzel. 

ex Sw.) Lindl., Liparis nervosa (Thunb.) Lindl., e várias espécies pertencentes aos gêneros 

Bulbophyllum Thouars, Cymbidium, Dendrobium, Calanthe R.Br., Polystachya Hook., entre outras 

espécies (Deb et al. 2009; Silva et al. 2013a; Shengji & Zhiwei 2018; Fonge et al. 2019), e 

principalmente, como plantas ornamentais, em especial as espécies pertencentes aos gêneros 

Bulbophyllum, Cymbidium, Dendrobium, Calanthe, Catasetum Rich. ex Kunth, Cattleya Lindl., 

Coelogyne Lindl., Epidendrum L., Gomesa R.Br., Laelia,  Oncidium Sw., Vanda Jones ex R.Br.  

(Stancato et al. 2001; Cardoso 2014; De & Medhi 2017; Mirani et al. 2017; Williams et al. 2018). 

Seaton et al. (2013) alertam que devido esse potencial ornamental, espécies dessa família 

vêm sendo coletadas descontroladamente desde a era Vitoriana. Estes autores relatam que em 1909, 

o estado de Pernambuco exportou para a Europa cerca de 15.000 plantas de Cattleya labiata Lindley 

coletadas da natureza. Outro caso de coleta sem controle ocorreu com Paphiopedilum fairrieanum 

(Lindl.) Stein, espécie que se distribuía desde a Índia até o Butão, na porção leste do Himalaia, mas 

que hoje encontra-se reduzida a apenas uma população com pouco mais de 50 indivíduos restritos ao 

estado de Assam, na Índia. Segundo Menezes (2000), há vários relatos de apreensões de plantas de 

Cyrtopodium, extraídas diretamente de seus habitats, pela fiscalização do Instituto Brasileiro do Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA).  

A coleta sem controle há muito despertou o interesse de pesquisadores em reproduzir 

orquídeas, porém pelo fato de as sementes das plantas dessa família serem minúsculas, quase um pó, 

dificultou a obtenção de resultados por métodos convencionais (Yam & Arditti 2009). Segundo estes 

autores, em 1822 foi relatada a germinação espontânea e desenvolvimento de plântulas de Prescottia 

plantaginea Lindl. pela primeira vez em um estabelecimento comercial da Inglaterra. A partir desse 

momento foi verificado que seria possível multiplicar orquídeas fora do habitat natural. De acordo 

com Arditti (2008) e Yam & Arditti (2009), o primeiro cultivo in vitro de uma orquídea ocorreu em 

1899, desenvolvido por Noël Bernard, que usou um fungo micorriza para germinar sementes de 

Neottia nidus-avis (L.) Rich. No século XX, Lewis Knudson, na Universidade de Cornell em Nova 

York, Estados Unidos, cultivou assimbioticamente embriões de orquídeas em meio nutritivo 

(Knudson 1922). Posteriormente, este pesquisador trabalhou para aprimorar sua fórmula que é a mais 
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conhecida para cultivo de orquídeas, o meio Knudson C (Knudson 1946). Mais tarde Rotor (1949 

apud Yam & Arditti 2009) regenerou, in vitro, uma planta inteira de Phalaenopsis Blume a partir de 

gemas provenientes de inflorescências. Morel (1960 apud Torres et al. 1998) produziu plantas de 

Cymbidium Sw. livres de vírus a partir de ápices caulinares. Trabalhos sobre a micropropagação se 

desenvolveram após essas publicações. O primeiro estudo sobre micropropagação do gênero 

Cyrtopodium foi realizado no fim da década de 1980 por Sanchez (1988), que regenerou plantas 

inteiras de Cyrtopodium punctatum, a partir de ápices radiculares. Após esse trabalho, outros estudos 

foram desenvolvidos sobre micropropagação de Cyrtopodium, contudo, ainda não abrangeram um 

número significativo de espécies (Quadro 1). Apesar de um número significativo de trabalhos sobre 

micropropagação de vários gêneros de Orchidaceae, há ainda muitas incertezas sobre essa técnica, 

em particular a respeito da influência dos reguladores de crescimento (Novak et al. 2014), o que 

justifica a realização de pesquisas sobre as espécies do gênero. 

 

2.2. Sementes – armazenamento e avaliação de viabilidade pelo teste do Tetrazólio 

 

A agricultura apenas se desenvolveu pela capacidade dos povos, em diferentes partes do 

mundo, de armazenar sementes (Muschick 2010; Barbedo et al. 2013). Ela teria surgido de forma 

independente em pelo menos 11 partes do mundo, com o registro mais antigo entre 11 e 9 mil anos 

a.C. na região do oriente médio conhecida como crescente fértil (Evert & Eichhorn 2014).  A maior 

oferta de alimentos possibilitou um aumento populacional expressivo nos locais onde existiam esses 

centros agrícolas (Harari 2017), e isso levou a uma série de ondas migratórias em direção à Europa e 

Ásia (Cavalli-Sforza 2003), e mais recentemente, possibilitou o estabelecimento de colonizadores nas 

Américas e Oceania (Crosby 2011).  

Os bancos de sementes podem ser empregados para armazenar sementes de uma grande 

gama de espécies, mas seus resultados apresentam limitações quanto a tolerância da semente ao 

dessecamento (Pritchard 2004). Na década de 1970 as sementes foram classificadas em duas 

categorias: ortodoxas e recalcitrantes, baseado na tolerância das mesmas ao dessecamento sem perda 

da capacidade de germinar (Barbedo et al. 2013). Tal classificação, embora tenha trazido muita 

clareza acerca do comportamento de um grande número de sementes, não abrangia aquelas que não 

podiam ser enquadradas em nenhum dos dois extremos. Esta situação foi esclarecida apenas uma 

década depois, em 1980, e essas sementes passaram a ser classificadas como intermediárias (Barbedo 

et al. 2013; Walters 2015). 
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Segundo Walters (2004), essas três categorias possuem comportamentos de sobrevivência 

que podem ser monitorados à medida que vão perdendo seu conteúdo hídrico, e por isso, devem ser 

armazenadas em condições específicas:  

• Ortodoxas: podem sobreviver por muitos meses e até anos com uma Umidade Relativa 

(UR) em torno de 5%. O armazenamento geralmente ocorre em UR de 15-25%, com variação de 2-

10%, e temperaturas abaixo de 5 ºC, sendo mais comum a -18 ºC. A longevidade pode variar de uma 

década até um século. 

• Intermediárias: a perda da viabilidade da semente ocorre em poucos dias quando estão 

em UR menor que 20%. O armazenamento pode ocorrer em UR entre 40 e 60%, em um faixa de 

temperatura de 5 a 25 ºC. A longevidade varia inversamente com a temperatura de armazenamento: 

1 - 6 meses a 5 ºC e de 2-5 anos em 25 ºC. 

• Recalcitrantes: perdem a viabilidade em poucos dias quando expostas a UR abaixo de 

90%. Em razão da sensibilidade à dessecação, essas sementes devem ser armazenadas em condições 

de UR entre 92 e 98%, e geralmente em temperaturas não mais baixas que 15 ºC. A viabilidade das 

sementes pode ser prolongada para seis meses até dois anos. 

Tradicionalmente, o armazenamento de sementes é mais conhecido em propriedades rurais 

e tem o propósito de preservar os estoques de sementes para semeadura na estação seguinte (FAO 

2018). Entretanto, em algumas situações é necessário o armazenamento de sementes por duas ou mais 

estações: para manter estoques reguladores, aguardar condições climáticas mais favoráveis para 

cultivo, preservar variedades com características agrícolas desejáveis, etc. Outra necessidade do 

armazenamento de sementes se aplica à realização de experimentos científicos em momento 

oportuno, para avaliar o próprio método de armazenamento, e para a conservação ex situ de espécies 

ou variedades de interesse ecológico ou agrícola (Pritchard 2004; Kaviani 2011).  Em propriedades 

rurais o armazenamento ocorre em silos ou armazéns graneleiros, em condições de menor controle 

das condições ambientais, repercutindo diretamente no tempo de conservação dessas sementes 

(Villela & Peres 2004).  

Para o armazenamento de sementes a médio ou a longo prazo, pode-se recorrer a dois 

métodos principais: criopreservação, que é realizada em temperatura ultrabaixa (Kaviani 2011), ou 

bancos de sementes (Fu 2017; Solberg et al. 2020).  O primeiro método consiste em manter sementes 

em temperaturas abaixo de -100 ºC, mas geralmente a -196 ºC, em nitrogênio líquido ou em sua fase 

de vapor a -150 ºC, mediante certos métodos de pré-condicionamento: dessecação, vitrificação, 

encapsulamento-desidratação; encapsulamento-vitrificação, pré-crescimento, pré-crescimento-

dessecação e "droplet freezing" (Pritchard 2004; Kaviani 2011). Para bancos de sementes, o material 
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é dessecado até atingir cerca de 3-7% de umidade, empacotado e armazenado entre -18º ºC e -20 ºC 

(Vertucci & Roos 1990; Solberg et al. 2020).  

 

Quadro 1. Trabalhos publicados sobre cultivo in vitro de espécies de Cyrtopodium. 

Espécie Tipo de explante/método Referência 

C. punctatum (L.) Lindl. ápices radiculares Sanchez (1988) 

C. punctatum ápices radiculares Hoelters & Zimmer (1991)  

C. palmifrons Rchb. f. & Warm. sementes Araújo et al. (1999) 

C. cristatum Lindl., C. eugenii 

Rchb. f. & Warm. e C. vernum 

Rchb. f. & Warm. 

sementes, ápices caulinares e 

radiculares 
Caramaschi (2001) 

C. paranaense Schlt. sementes Rego-Oliveira & Faria (2005) 

C. hatschbachii Pabst criopreservação de sementes Surenciski et al. (2007) 

C. punctatum sementes Dutra et al. (2009) 

C. paranaense ápices radiculares Guo et al. (2010) 

C. glutiniferum Raddi sementes Vogel & Macedo (2011) 

C. hatschbachii  criopreservação de sementes Surenciski et al. (2012) 

C. aliciae L. Linden & Rolfe sementes Freitas et al. (2013) 

C.brandonianum Barb. Rodr. ápices radiculares Flachsland et al. (2011) 

C. glutiniferum germinação simbiótica Guimarães et al. (2013) 

C. paludicolum Hoehne sementes e ápices radiculares Picolotto (2013) 

C. saintlegerianum Rchb. f. sementes Silva et al. (2013b) 

C. paranaense 
ápices radiculares e segmentos 

foliares 
Bellaver et al. (2015) 

C. saintlegerianum  protocormos, multibrotação Mendes et al. (2015) 

C. glutiniferum germinação simbiótica Pereira et al. (2015) 

C. saintlegerianum sementes Rodrigues et al. (2015) 

C. paludicolum ápices radiculares Picolotto et al. (2017) 

C. saintlegerianum sementes Silva et al. (2017) 

C. paludicolum germinação simbiótica Carvalho et al. (2018) 

C. saintlegerianum germinação simbiótica Sousa et al. (2019) 

C. flavum Link & Otto protocormos, multibrotação Stefanello et al. (2020) 

C. cachimboense L.C. Menezes germinação assimbiótica Paulino et al. (2021) 

C. paludicolum 
germinação assimbiótica, 

segmentos caulinares 
Ferreira et al. (2022) 

C. aliciae germinação assimbiótica Oliveira et al. (2023) 

 

As sementes das Orchidaceae também podem ser agrupadas nas categorias acima (Machado-

Neto & Custódio 2005), e desde que sejam levadas em consideração as características de cada espécie, 

elas podem ser armazenadas empregando técnicas de criopreservação (Thammasiri & Soamkul 2007; 

Surenciski et al.  2012; Vendrame et al. 2014; Suzuki et al. 2018), ou mais comumente em bancos de 

sementes em faixa de temperatura -20 e -18 ºC, (Seaton & Pritchard 2011; Hosomi et al. 2012; 

Franceschi et al. 2019), mas isso não é uma regra (Kendon et al 2017). 
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Outro aspecto importante de ser testado diz respeito às condições fisiológicas das sementes 

disponíveis para a produção. Os primeiros estudos sobre a fisiologia da germinação tiveram início 

em 1869, quando o Professor Johan Friedrich Nobbe publicou os primeiros procedimentos para 

avaliar a pureza e o vigor de sementes, tendo baseado seus estudos em lotes de sementes vendidos 

em mercados locais da Alemanha (Muschick 2010; Marcos-Filho 2015). A partir deste estudo uma 

série de testes foram desenvolvidos considerando a avaliação de dados físicos, fisiológicos e/ou 

bioquímicos das sementes (Mc Donald 1975 apud Miloševic et al. 2010).  Em 1931 foram publicadas 

pela International Seed Testing Association (ISTA) as Regras para Testagem de Sementes (Regras 

da ISTA), primeiro documento para a padronização de testes para avaliação de amostragem, pureza, 

germinação, condições sanitárias, conteúdo de umidade, etc. (Muschick 2010). 

Muitos desses testes recaíam sobre características específicas das sementes, como cor, 

aparência geral, peso volumétrico, densidade, taxa de embebição, condutividade elétrica e taxa 

respiratória, cujos resultados tinham pouca acurácia (Moore 1969 apud França-Neto & Krzyzanowski 

2019). Com a finalidade de superar essa limitação, pesquisadores passaram a aprimorar os estudos 

feitos em Turina, em 1922, na Sérvia (antiga Iugoslávia) e em Neljubow, em 1925, na Rússia sobre 

a avaliação da viabilidade de sementes por meio de estudos de reações de suas enzimas sobre 

determinados corantes (Marcos-Filho 2015).  Inovações foram publicadas por Hasegawa (1937 apud 

França-Neto & Krzyzanowski 2019) em seu trabalho sobre coloração de sementes com selênio, 

método Eidmann-Hasegawa. Porém o selênio era venenoso e um substituto deveria ser encontrado. 

Vários sais foram testados e a partir do trabalho de   Kühn e Jerchel em 1941, Georg Lakon concluiu 

que o melhor substituto para o selênio seria o cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazólio (TTC), publicando 

esses dados em 1950 (Muschick 2010; Marcos-Filho 2015). 

De acordo com França-Neto & Krzyzanowski (2019) o teste do TTC determina, de forma 

indireta, a atividade respiratória dos tecidos da semente. Esse teste avalia a atividade de enzimas 

desidrogenases que catalisam reações nas mitocôndrias durante a glicólise e o ciclo de Krebs (ciclo 

do ácido cítrico). Essas enzimas quando entram em contato com o TTC promovem sua redução para 

formazan (Figura 5).  
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Figura 5. Reação de redução do sal de tetrazólio que resulta na alteração de coloração em células 

vivas de sementes e de outros organismos. Adaptada de Braissant et al. (2020).  

 

No interior do embrião podem ser encontrados vários tecidos com atividade da cadeia 

respiratória: cotilédones, plúmula e adjacências, primórdio radicular, endosperma, entre outros 

(Roberts 1950). Assim, o teste consiste em imergir as sementes em solução de TTC (2,3,5-trifenil 

tetrazólio), que é incolor e com capacidade de se difundir, e por meio da ação de desidrogenases ou 

redutases, ocorre a redução desse sal incolor para trifenilformazan ou formazan, um sal vermelho e 

sem capacidade de difusão (França-Neto & Krzyzanowski 2019; Braissant et al. 2020). O teste do 

TTC, como qualquer outro teste, apresenta vantagens e desvantagens ou limitações (Miloševic et al. 

2010; França-Neto & Krzyzanowski 2019) (Quadro 2).  Atualmente o teste do TTC é usado para 

avaliar a viabilidade e as condições de armazenamento de sementes de importância agronômica: 

milho, soja, feijão, etc. (BRASIL 2009), espécies florestais e lenhosas: Imburana (Guedes et al. 2010), 

Andiroba (Amoêdo & Ferraz 2017), Peroba-rosa (Cunha et al. 2021), Baru (Silva et al. 2021), 

Guapuruvu (Espitia-Camacho et al. 2021), Fava-arara (Costa et al. 2018); palmeiras: Macaúba 

(Ribeiro et al. 2010), Palmito-juçara e Jerivá (Brancalion et al. 2011), Pupunha (Belniaki et al. 2020); 

ornamentais: Rabo de raposa, Cravina, Mosquitinho, Ervilha de cheiro, Cravo-amarelo (Holubowicz 

et al. 2001), Crocus spp. (Haspolat et al. 2013), Cactos (Assis et al. 2015), Bromélias (Anastácio & 

Santana 2010; Coelho et al. 2011; Elizalde et al. 2017); Orquídeas: Cypripedium acaule Aiton 

(Lauzer et al. 1994), Cypripedium reginae Walter, Cypripedium parviflorum Salisbury e Platanthera 

grandiflora (Bigelow) Lindley (Vujanovic et al. 2000), Hoffmannseggella cinnabarina (Batem. ex 

Lindl.) H.G. Jones (Suzuki et al. 2012), Cattleya (Hosomi et al. 2012; 2017; Soares et al. 2014; 

Ribeiro et al. 2021), Brassavola tuberculata Hooker e Dendrobium antenatum Lindley (Soares et al. 

2014), Dactylorhiza fuchsii (Druce) Soó e Vanda curvifolia (Lindl.) L.M. Gardiner (Custódio et al. 
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2016), Hadrolaelia grandis (Lindl & Paxton) Chiron & V.P. Castro (Vudala & Ribas 2017), Vanilla 

spp. (Alomía et al. 2017; Halim et al. 2017), Oncidiinae (Franceschi et al. 2019), Epidendrum spp 

(Mercado et al. 2019; 2020), Miltonia flavescens Lindl. e Schomburgkia crispa Lindl. (Soares et al. 

2021), entre outros trabalhos. 

 

2.3 Morfologia e germinação assimbiótica das sementes das Orchidaceae  

 

Sementes de orquídeas possuem características singulares que as tornam únicas dentre as 

plantas com flores: são produzidas em grande número, tamanho e peso bastante reduzidos, ausência 

quase que completa de endosperma e germinação micotrófica obrigatória (Arditti 1980). O número 

de sementes produzidas por fruto nas diferentes espécies varia consideravelmente, de 376 a 

4.000.000, com tamanho que pode variar de 0,05 mm à 6 mm de comprimento, com massa variando 

de 0,3-0,4 µg até 14-17 µg (Arditti & Ghani 2000). Essas características de peso e tamanho são 

consequências da estrutura reduzida das sementes das orquídeas. O número de células do envoltório 

(testa) difere bastante entre gêneros, com algumas espécies apresentando um número bastante 

reduzido, cinco ou apenas duas, e outras espécies com várias células formando a testa (Barthlott et 

al. 2014). Já o embrião pode ter de 8-700 células, com pouco ou, geralmente, nenhum endosperma 

(Yeung 2017). 

O fato de orquídeas terem sementes pulverulentas e pouco visíveis influenciou para que 

estudos mais aprofundados só fossem apresentados tardiamente. O primeiro tratado sobre o tema foi 

publicado em seis volumes na obra Herbarium Amboinense, entre 1654 e 1702, escrito por Georgius 

Everhadus Rumphius (Yam & Arditti 2009).  Essa característica marcante deu espaço a muitos 

mistérios e lendas sobre o processo germinativo dessas plantas, merecendo destaque duas histórias 

pitorescas (Arditti 1980):  

1. Pelo fato de algumas flores de orquídeas europeias do gênero Satyrium exalarem um 

forte odor de cabra, ocasionado pela presença de ácido capróico, se imaginava que essas 

plantas se originassem de fluidos espermáticos liberados por cabras que fermentavam no 

solo; 

2. Orquídeas se originavam de corpos de animais em decomposição que continham alguma 

virtude seminal. 
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Quadro 2. Vantagens e desvantagens/limitações do teste do tetrazólio, segundo BRASIL (2009), 

Miloševic et al. 2010; Hosomi et al. (2012; 2017), França-Neto & Krzyzanowski (2019). 

Vantagens Desvantagens ou limitações 

O teste exclui a maioria dos distúrbios 

ambientais que afetariam o crescimento das 

plântulas e a avaliação de teste como o de 

germinação. 

Requer treinamento especializado e 

conhecimento sobre a estrutura da semente para 

a adequada interpretação do teste. 

Avaliação focada nas condições físicas e 

fisiológicas de cada estrutura do embrião da 

semente. 

É tedioso devido o exame individual de cada 

semente que requer paciência e experiência.  

 

Proporciona resultado rápida para a avaliação: 

menos de 20 h para a maioria das culturas. 

Consome mais tempo por amostra que o teste 

padrão de germinação a despeito de ser um teste 

rápido. 

Permite a identificação do nível de vigor da 

semente. 

Não mostra a eficácia ou a potencial toxicidade 

de um determinado tratamento a que a semente 

é submetida. Também não informa a presença 

de patógenos. 

Diagnóstico da (s) causa (s) de deterioração das 

sementes. 

Proporciona valores altos de viabilidade, mas 

não mede se a semente de fato teria a capacidade 

de germinar, pois o resultado não separa 

sementes normais das anormais.  

Requer equipamentos simples e baratos. Causa dificuldades na identificação de plântulas 

anormais, i.e., coleóptilos separados, 

geotropismo negativo, etc. 

O teste não é afetado por fatores como 

dormência. 

Algumas sementes necessitam de pré-

tratamentos específicos: embebição, 

escarificação, etc. 

Um analista experiente pode analisar de 4-5 

amostras de 50 sementes com duas repetições 

em cada hora. 

 

Apresenta mais informações sobre a qualidade 

da semente do que o teste padrão de germinação. 

 

 

Na Inglaterra, cerca de 150 anos depois da publicação de Rumphius, foi vista a primeira 

plântula de orquídea originada da germinação de semente em uma casa de vegetação (Arditti 1980). 

Essa descoberta impulsionou os estudos sobre os processos germinativos das orquídeas. E em 1844 

David Moore, pesquisador do Jardim Botânico de Glasnevin, Dublin, Irlanda, iniciou sua pesquisa 

sobre germinação de sementes de orquídeas. No ano de 1849 ele publicou o primeiro trabalho que 

descrevia a germinação simbiótica de orquídeas em condições controladas (Yam & Arditti 2009). O 

método consistiu em espalhar sementes maduras (oriundas de cápsulas que tiveram deiscência 

natural) em três tipos de substratos: i. com plantas em cultivo; ii. usado em cultivos anteriores; iii. 

novo, sem qualquer tipo de cultivo presente ou anterior (Moore 1849).  

Exatos 50 anos depois do experimento de David Moore, o francês Noël Bernard iniciou sua 

vida acadêmica, passando a publicar importantes trabalhos no campo da germinação das sementes 
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das orquídeas (Yam & Arditti 2009). Seus dois primeiros trabalhos mostraram que sementes de 

Neottia nidus-avis (L.) Rich. germinadas em seu habitat natural apresentavam em seu interior hifas 

espiraladas de micorrizas (pelotons) aprisionadas em determinado grupo de células, e que após certo 

tempo eram digeridas e formavam aglomerados marrons, demonstrando a germinação simbiótica das 

sementes desta espécie (Bernard 1899; 1900). Este autor foi o primeiro a empregar o termo pelotons, 

bem como relatar a presença deles no interior das sementes de orquídeas (Selosse et al. 2017). Alguns 

anos depois foi publicado o seu trabalho mais importante, o primeiro protocolo para propagação 

simbiótica in vitro de orquídeas (Bernard 1909), em que foi usada uma decocção de “salep” como 

meio de cultura para o cultivo in vitro de sementes de N. nidus-avis e inóculos de fungos associados 

a orquídeas (Yam & Arditti 2009). “Salep” é um pó obtido de túberas secas e trituradas de algumas 

orquídeas dos gêneros Anacamptis Rich., Himantoglossum Spreng., Orchis L., Ophrys L., Serapias 

L., entre outros (Sen et al. 2019), com a seguinte composição: 16-61% de mucilagem, 0,5-25% de 

amido (que não pode ser hidrolisado pelas sementes de orquídeas), 0,9-2,7% de açúcares redutores 

(podem ser absorvidos), 0,2-1,4% de sacarose (componente que suporta a germinação), 5% de 

proteínas, e baixos níveis de substâncias nitrogenadas (Knudson 1922). Este talvez tenha sido o 

primeiro método para propagação in vitro para plantas. Na ocasião foi usado o que havia de mais 

moderno e avançado em procedimentos microbiológicos.  O trabalho de Bernard foi o primeiro a 

reconhecer a relação simbiótica, e não parasítica, entre orquídeas e fungos, bem como o fato de que 

os fungos podiam viver apartados das orquídeas, porém a orquídea não poderia (Yam & Arditti 2009).  

A partir do trabalho de Bernard (1909), outro salto foi dado no estudo da germinação de 

sementes de orquídeas: a germinação assimbiótica (Arditti 1967). Lewis Knudson usou os dados de 

Bernard (1909) sobre a capacidade dos fungos para inverter açúcares e concluiu que a germinação de 

sementes de orquídeas era estimulada pela quebra de amido e outras macromoléculas (Arditti 1980). 

Assim, Knudson (1922) elaborou um robusto estudo sobre a influência de sete meios de cultura na 

germinação assimbiótica de algumas espécies de orquídeas, investigando, inclusive, o papel de alguns 

tipos de açúcares e suas concentrações no processo de germinação (Quadro 3). Neste estudo também 

foi testada a esterilização de sementes com hipoclorito de cálcio.  

Apesar de não ter certeza do papel das formas nitrogenadas na nutrição das orquídeas, 

Knudson (1922) considerou que havia espécies que preferiam meios com nitrogênio em forma de 

amônia (NH4
+) ou de nitrato (NO3

−), e por isso ele modificou a solução de Pfeffer (Pfeffer 1900) para 

a Solução B (Tabela 1). Segundo Zhang et al. (2018b) tanto as orquídeas terrícolas quanto as epífitas 

são capazes de absorver as duas formas nitrogenadas, contudo, a taxa de absorção difere entre os dois 

grupos, com as terrícolas apresentando maior taxa de absorção para NO3
− e as epífitas para NH4

+. 

Entretanto, Ponert et al. (2013) e Figura et al. (2020) verificaram que orquídeas terrícolas são bastante 
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sensíveis a nitratos, que mesmo em baixas concentrações são capazes de impedir a germinação de 

suas sementes e o desenvolvimento de plantas desse grupo. 

O principal resultado obtido por Knudson (1922) foi que açúcares são as substâncias 

responsáveis pela germinação assimbiótica de sementes de orquídeas, sem os quais ela não ocorre. 

Todo esse estudo é o procedimento pioneiro para propagação axênica de uma planta (Arditti 2008).  

 

Quadro 3. Meios de cultura usados e espécies estudadas por Knudson (1922).  

Meio Composição Espécie estudada 

1 Extrato turfa de pântano Cattleya schroederae x C. gigas 

2 Túberas de Canna sp cozidas Cattleya schroederae x C. gigas 

3 Extrato de cenoura Cattleya labiata x C. aurea 

4 Meio de Pfeffer  Cattleya mossiae 

5 Meio de Pfeffer + 1% sacarose Cattleya mossiae 

6 Solução B + 2% glicose Cattleya intermedia x C. lawrenceana 

7 Solução B + 2% sacarose Cattleya intermedia x C. lawrenceana 

  

 

Tabela 1. Composição das soluções de Pfeffer e B de Knudson usadas como meio de cultura para 

orquídeas.  Adaptada de (Knudson 1922). 

Solução de Pfeffer Solução B 

Ca(NO3)2 : 4 g 

K2PO4 : 1 g 

MgSO4.7H2O : 1 g 

KNO3 : 1 g 

KCl : 0,5 g 

FeCl3 : 0,04 g 

H20 : 5 L 

Ca(NO3)2 : 1 g 

K2PO4 : 0,25 g 

MgSO4.7H2O : 0,25 g 

Fe2(PO4)3 : 0,05 g 

(NH4)2SO4 : 0,5 g 

H20 : 1 L 

 

Após a elucidação do papel dos nutrientes na germinação assimbiótica de sementes de 

orquídeas por Knudson, vários meios foram desenvolvidos ou modificados, o papel de certos açúcares 

foi melhor esclarecido, e passou-se a empregar misturas complexas na preparação de meios de 

cultura: água de côco, peptona, extrato de levedura, polpa de banana ou de outras frutas (Arditti 2008). 

Desse conjunto de conhecimentos e experimentações surgiram os principais meios de cultura usados 

na germinação e micropropagação de orquídeas e outras espécies: Knudson C (Knudson 1946), Vacin 

& Went (Vacin & Went 1949), MS (Murashige e Skoog 1962), WPM (Lloyd & McCown 1980), 

P723 (PHYTOTECH 2022) (Tabela 2). 
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2.4 Hormônios vegetais (fitormônios) e reguladores de crescimento 

 

O desenvolvimento e o crescimento vegetal são influenciados pela integração de diversos 

fatores ambientais e endógenos, cuja regulação ocorre por meio de respostas induzidas por 

fitormônios, que em última análise governam forma e função ao longo da vida da planta (Gray 2004; 

Novak et al. 2014). Essas respostas podem ser induzidas por um único fitormônio ou pela interação 

de mais de um deles (Rahman 2013).  

Classicamente, fitormônios são definidos como moléculas endógenas de ocorrência natural 

nas plantas em concentrações muito baixas (Sauer et al. 2013), cuja biossíntese ocorre em um tecido 

e sua ação se dá sobre sítios-alvos de outros tecidos (Taiz et al. 2021). Caso essas moléculas tenham 

as mesmas características, mas sejam sintéticas, elas são chamadas de reguladores de crescimento 

(Cid & Teixeira 2014). Os estudos sobre essas substâncias tiveram início no século XIX, com a 

pesquisa sobre os fenômenos de gravitropismo e senescência foliar (Hopkins & Hüner 2008). 

A identificação do primeiro fitormônio se deu a partir de questões levantadas por Charles 

Darwin e seu filho Francis Darwin (Darwin & Darwin 1880) ao revisarem um estudo sobre a perda e 

a reativação do gravitropismo em raízes cujos ápices foram retirados (Ciesielski 1872; Tivendale & 

Cohen 2015). Went (1928) aprofundou os estudos sobre o gravitropismo, demonstrando que o 

crescimento do ápice de coleóptilos de aveia (Avena sativa L.) era regulado por um promotor químico. 

Mais tarde soube-se tratar do ácido indol-3-acético (AIA) (Bonner & Bandurski 1952). Em 1934 esta 

substância foi isolada pela primeira vez a partir de amostras de urina de mulheres grávidas (Kögl & 

Kostermans 1934 apud Tivendale & Cohen 2015), e em 1944 ocorreu a primeira extração em uma 

planta superior, em grãos maduros de milho (Berger & Avery 1944). 

No início do século XIX as respostas fisiológicas não eram bem compreendidas (Nakayama 

et al. 2017). Por exemplo a perda de folhas em árvores situadas próximas a fontes que emitiam gases 

resultantes da queima de combustíveis (Burg 1973; Chaves & Mello-Farias 2006), fenômeno 

primeiramente relatado por Fahnestock (1858). Este autor descreveu os efeitos da ação do gás de 

iluminação sobre uma coleção particular de plantas exóticas, que em sua maioria, perderam suas 

folhas. Neljubov (1901 apud Argueso et al. 2007) também observou que os caules de plântulas de 

ervilha crescidas no escuro, dentro do laboratório, exibiam sintomas do que foram denominados de 

tripla resposta: inibição do alongamento, aumento do crescimento lateral (intumescimento) e 

crescimento horizontal, vindo em seguida a identificar que o etileno era o responsável por essas 

respostas.  Em 1910, Cousins (1910 apud Bakshi et al. 2015) inferiu que o etileno produzido por 

laranjas seria capaz de promover o amadurecimento precoce de bananas. Além disso, Gane (1934) 

identificou quimicamente o etileno como um produto natural do metabolismo, e por causa dos seus 
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efeitos dramáticos nas plantas, essa molécula foi classificada como hormônio vegetal (Bleecker & 

Kende 2000). 

 

Tabela 2. Composição dos principais meios de cultura empregados na micropropagação de orquídeas 

e outras espécies vegetais. Concentração em mg.L-1.  

Componentes 

Ano/Meio de cultura 

1884 1900 1922 1946 1949 1962 1980 2000 

Knop Pfeffer KB KC VW MS WPM P723 

Macroelementos 
        

Sulfato de amônio 
  

500 500 500 
   

Nitrato de cálcio 800 800 1000 1000 
  

556 
 

Fosfato de cálcio 
    

200 
   

Sulfato de magnésio 200 200 250 250 250 370 370 75,18 

Cloreto de potássio 
 

100 
      

Nitrato de potássio 200 200 
  

525 1900 
 

475 

Nitrato de amônio 
     

1650 400 412,5 

Fosfato de potássio 200 200 250 250 250 
 

170 42,5 

Cloreto de cálcio 
     

440 96 83 

Sulfato de potássio 
      

990 
 

Ferro 
        

Cloreto férrico 
 

8 
      

Fosfato férrico traço 
 

50 
     

Sulfato ferroso 
   

25 
 

27,8 27,8 13,93 

Tartarato férrico 
    

28 
   

Agente quelante 
        

Sódio EDTA 
     

37,3 33,6 18,65 

Microelementos 
        

Ácido bórico 
     

6,2 6,2 1,65 

Sulfato de manganês 
   

7,5 7,5 22,3 22,3 4,23 

Ácido molibdico 
       

0,0625 

Molibdato de sódio 
     

0,23 0,25 
 

Sulfato de zinco 
     

8,6 8,6 2,65 

Sulfato de cobre 
     

0,025 0,25 0,0063 

Cloreto de cobalto 
     

0,025 
 

0,0063 

Iodeto de potássio 
       

0,2075 

Orgânicos 
        

Sacarose 
 

1% 2% 2% 2% 3% 2% 2% 

Glicina 
     

2 2 
 

Mio-inositol 
     

100 100 100 

Ácido nicotínico 
     

0,5 0,5 1 

Pirodoxina 
     

0,5 0,5 1 

Tiamina 
     

0,1 0,1 10 

Peptona de carne 
       

2000 

 



 
18 

No mesmo período em que Went (1928) realizava seus estudos sobre o AIA, pesquisadores 

do Japão se dedicavam para compreender a doença chamada “Bakanae”, causada pelo fungo 

Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw., que ataca plantas de arroz (Hedden & Sponsel 2015). O 

principal sintoma dessa doença é o hiperalongamento do caule, que pode levar a planta à morte, mas 

caso ela sobreviva, leva à produção de sementes estéreis, vazias (Naeem et al. 2016). Em 1926 Eiichi 

Kurosawa demonstrou que os sintomas causados pela doença poderiam ser replicados por meio da 

aplicação de culturas estéreis do fungo (Kurosawa 1926). Nove anos mais tarde, Yabuta (1935) 

obteve uma amostra purificada da substância com alta atividade biológica, que foi chamada de 

giberelina, em razão de sua origem fúngica. Sua estrutura química foi proposta apenas em 1956, e 

revisada em 1961, tendo sido renomeada em língua inglesa para ácido giberélico (GA ou GA3) 

(Thomas et al. 2005; Taiz et al. 2021).  

Nesse período a cultura de tecidos vegetais atraiu a atenção de fisiologistas vegetais, que 

passaram a buscar outras substâncias envolvidas no desenvolvimento vegetal (Hopkins & Hüner 

2008). Em razão disso, estudos levaram a descoberta de uma substância envolvida na proliferação 

celular (citocinese). Carlos Miller, Folke Skoog e outros colaboradores isolaram uma substância 

obtida da autoclavagem de DNA de leveduras, que possuía grande capacidade de promover intensa 

multiplicação celular em medula de tabaco cultivada in vitro (Mok & Mok 2001; Amasino 2005). 

Essa substância, a 6-furfurilaminopurina, foi chamada de cinetina (Miller et al. 1955a). Em seguida, 

esses cientistas determinaram sua estrutura e conseguiram sintetizá-la (Miller et al. 1955b, 1956). 

Posteriormente compostos com atividade biológica igual a cinetina foram denominadas citocininas, 

em razão dessas substâncias serem promotoras de citocinese em vegetais (Skoog & Strong 1965). Em 

1973 foi isolada a primeira citocinina natural a partir de extrato de milho verde (Zea mays L.), tendo 

sido denominando de zeatina (Letham 1973). 

À medida que os estudos sobre os fitormônios já conhecidos avançavam, novas moléculas 

com atividade hormonal em plantas foram descobertas.   Em 1953 Bennet-Clark e Kefford reportaram 

que extratos de algumas plantas continham uma substância capaz de cessar o crescimento de seções 

de cotilédones, a qual denominaram inibidor-ß (Hopkins & Hüner 2008; Kerbauy 2008).  Estudos 

posteriores observaram a ação dessa substância como promotora de dormência em vários órgãos 

vegetais: gemas de bulbos, plantas lenhosas, dormência apical, e em sementes (Hopkins & Hüner 

2008). Em 1964 foi proposto o termo “dormina” para substâncias capazes de induzir dormência, mas 

em 1967, durante a Conferência Internacional de Substâncias no Crescimento de Plantas, foi proposto 

o termo ácido abscísico (ABA), hoje empregado universalmente (Hopkins & Hüner 2008, Cutler et 

al.  2010). 
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Após a descoberta dos hormônios vegetais já mencionados, alguns outros foram 

identificados. Na década de 1970 foram identificadas substâncias com forte atividade no crescimento 

vegetal - os brassinosteróides (Clouse & Sasse 1998; Bajguza & Tretynb 2003; Taiz et al. 2021; Coll 

et al. 2015). Em 1973, Nello Bagni e sua esposa Donatella Serafini-Fracassini, ambos da 

Universidade de Bolonha, publicaram um artigo que pela primeira vez mencionava a ação regulatória 

de poliaminas em plantas (Galston & Sawhney 1990), e que hoje se sabe estarem envolvidas em 

diversos processos biológicos, como desenvolvimento floral, embriogênese, organogênese, respostas 

a estresses bióticos e abióticos, entre outros (Handa et al. 2018; Chen et al. 2019). No final da década 

de 1980 outro hormônio, o ácido jasmônico, foi identificado (Babenko et al. 2015), reconhecido por 

regular respostas a estresses bióticos, como herbivoria e ataque de patógenos, e abióticos como 

injúrias e radiação ultravioleta (Turner et al. 2002; Gomi 2020; Wang et al. 2020). O ácido salicílico 

(Dempsey & Klessig 2017; Koo et al. 2020; Lefevere et al. 2020) e o triacontanol (Hangarter & Ries 

1978; Naeem et al. 2012) também são moléculas que exercem atividade hormonal em plantas e tem 

ganhado destaque nos últimos anos. 

 

2.5 Hormônios vegetais na cultura de tecidos 

 

Como visto no tópico anterior, os hormônios vegetais estão envolvidos em inúmeros 

processos nas células e no corpo das plantas. Alguns desses fitormônios são empregados diretamente 

na cultura de tecidos vegetais com maior ou menor amplitude (Quadro 4). Dos fitormônios clássicos, 

as giberelinas, o ácido abscísico e o etileno tem funções bem específicas na cultura de tecidos 

vegetais, e por isso praticamente não são usados na micropropagação de plantas, especialmente de 

orquídeas (Arditti 2008; Kauth et al. 2008; Smith 2013). Contudo, auxinas e citocininas são 

amplamente empregadas na cultura de tecidos vegetais, agricultura e outras áreas da biotecnologia 

vegetal (Arditii 2008; Faria et al. 2012; Sauer et al. 2013; Raspor et al. 2021). 

Auxinas e citocininas usadas na cultura de tecidos podem ter ocorrência natural ou serem 

sintéticas (Taiz et al. 2021) (Figuras 6 e 7), sendo as mais utilizadas na cultura de tecidos vegetais, e 

em especial na micropropagação de orquídeas, as auxinas ácido 3-indolacético (AIA), ácido 

indolbutírico (IBA), ácido naftaleno ácetico (ANA), 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 4-amino-3,5,6-

tricloro-picolínico (Picloran), e as citocininas 6-γ-γ-dimetilalillamino-purina (2i-P), Zeatina, 6-

furfurilaminopurina (Cinetina), 6-benzilaminopurina (BAP ou BA), dimetilaminopurina (DMAP) e 

1-fenil-3(1,2,3-tiadiziol-5-il)-uréia (Tidiazuron ou TDZ) (Arditii 2008; Davey & Anthony 2010). 

Alguns desses hormônios são mais suscetíveis a degradação pelo calor no processo de esterilização, 

como o AIA, zeatina, 2i-P (Aditti 2008; Davey & Anthony 2010; Smith 2013). O TDZ ora é tratado 
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como termo lábil (Picolotto et al. 2017; Novikova et al. 2020; Chung & Ouyang 2021), ora como 

termo estável (Aggarwal et al. 2012; Erland et al. 2020; Karyanti et al. 2021). 

 

Quadro 4.  Funções dos Hormônios vegetais/Reguladores de crescimento na cultura de tecidos 

vegetais, segundo Hopkins & Hüner (2008), Kerbauy (2008), Taiz et al. 2021 e Cid & Teixeira 

(2014). 

Reguladores de crescimento/Hormônios Principais funções na cultura de tecidos 

Auxinas 
Indução de calos em explantes; enraizamento a partir 

de brotos. 

Citocininas 

Indução de brotos a partir de calos; multibrotação a 

partir de gemas axilares ou apicais; podem inibir a 

indução de raízes em plântulas. 

Giberelinas 
Promoção do alongamento em brotos; promoção da 

germinação de sementes imaturas. 

Etileno 

Pouco usado na cultura de tecidos, pois geralmente 

causa efeitos indesejáveis, tais como: oxidação 

fenólica, queda foliar e vitrificação; em alguns casos 

é promotor de organogênese.  

Ácido abscísico (ABA) 
Impede a germinação precoce de embriões zigóticos, 

a embriogênese somática ou a poliembriogênese. 

Brassinosteróides Regeneração de plantas in vitro. 

Ácido jasmônico 
Efeitos indiretos sobre a organogênese; ação direta 

na produção de metabólitos secundários em calos. 

Poliaminas Pode ser um substituto do tratamento com auxinas. 

Triacontanol Regeneração de plantas in vitro. 

 

Aparentemente a divisão celular é regulada por auxinas e citocininas agindo em momentos 

distintos do ciclo celular. A primeira aumentaria a replicação do DNA, enquanto que a última 

controlaria os eventos que levam à mitose (George et al. 2008). Esses efeitos têm impacto direto na 

cultura de tecidos ou propagação in vitro de plantas, pois esses fitormônios promovem a multiplicação 

celular (Paque &Weijers 2016). Quando usadas de forma isolada, auxinas tem o propósito de 

promover a indução de calos e enraizamento de plântulas micropropagadas, enquanto que as 

citocininas são usadas na indução de brotos adventícios a partir de calos ou para induzir multibrotação 

a partir de gemas axilares ou apicais (Cid & Teixeira 2014). Entretanto, o trabalho de Skoog & Miller 

(1957 apud Raspor et al. 2021) mostrou que a regeneração completa in vitro de uma planta, a partir 

de explantes, depende do balanço adequado de auxina e citocinina, e não da ação isolada de apenas 

um dos hormônios. Mais ainda, este trabalho demonstrou que a maior relação citocinina/auxina 

promove o desenvolvimento de brotos, uma relação equivalente de citocinina/auxina aumenta a 

proliferação de calos indiferenciados e uma menor relação citocinina/auxina levaria ao enraizamento 

de brotos (George et al. 2008; Murai 2014), (Figura 8).  
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Figura 6. Exemplos de auxinas. A-D. Naturais. E-H. Sintéticas. Adaptado de Hopkins & Hüner 

(2008).  

 

 

 

Figura 7. Exemplos de citocininas. A-D. Naturais. E-H. Sintéticas. Adaptado de Taiz & Zeiger 

(2013). 
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Figura 8. Efeitos na cultura de tecidos vegetais resultantes da interação entre auxina e citocinina em 

diferentes proporções.  Adaptada de George et al. (2008). 

 

Após a divulgação dos referidos estudos, a interação sinergística entre auxina e citocinina 

passou a ser mais estudada. Valvekens et al. (1988) aplicaram a sinergia entre essas substâncias em 

dois momentos distintos da regeneração de brotos, o que é conhecido como regeneração em dois 

passos, e que atualmente é amplamente aplicado na multiplicação in vitro de plantas. Esse protocolo 

consiste em usar alta concentração de auxina e baixa de citocinina na fase inicial do cultivo (primeiro 

passo), e em seguida empregar na cultura alta concentração de citocinina e baixa concentração de 

auxina (segundo passo). A consequência esperada dessa sequência é que no primeiro momento ocorra 

grande multiplicação de calos indiferenciados, e no segundo momento esses calos se diferenciem em 

brotos com enraizamento subsequente (Raspor et al. 2021).  Com esse procedimento, hoje é possível 

obter, por exemplo, batatas livres de vírus e orquídeas a baixo custo (Paque &Weijers 2016). 

 

2.6. Biorreatores  

 

A propagação in vitro de plantas obteve seus primeiros resultados positivos em 1902 com o 

trabalho de Gottlieb Haberlandt, que cultivou células de tecidos somáticos de várias espécies em 

solução nutritiva (Haberland 1902; Torres et al. 1998; Sussex 2008). Após este, muitos trabalhos 

foram realizados, e no ano de 1956 os principais fundamentos para a consolidação da propagação e 
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cultivo in vitro de plantas já haviam sido estabelecidos (Torres et al. 1998). Também em 1956, 

Routien e Nickell obtiveram a primeira patente para o cultivo in vitro de células de várias espécies 

vegetais em sistema de imersão realizado em recipientes de 20 litros (Georgiev et al. 2014). Isso 

despertou o interesse de vários pesquisadores e até da Agência Espacial dos Estados Unidos - NASA 

(National Aeronautics and Space Administration), e levou ao aperfeiçoamento de sistemas para o 

cultivo in vitro em larga escala de plantas e células vegetais (Georgiev et al. 2014). Esses sistemas 

foram denominados Biorreatores (Etienne & Berthouly 2002). 

Os primeiros biorreatores desenvolvidos para o cultivo de células vegetais consistiam em 

adaptações de equipamentos já disponíveis no mercado - os fermentadores usados no cultivo de 

fungos e bactérias (Etienne & Berthouly 2002; Teixeira & Cid 2014). Após a metade da década de 

1970, projetos específicos para a cultura de tecidos vegetais começaram a ser desenvolvidos, até que 

em 1981 foi construído um biorreator específico para micropropagação de uma planta, Begonia x 

hiemalis (Takayama & Misawa 1981). 

De acordo com Paek et al. (2005), em um contexto bioquímico, biorreatores usualmente são 

descritos como ambientes independentes e estéreis, projetados para o cultivo intensivo de células e 

tecidos vegetais, que se beneficiam do fluxo de recirculação de nutrientes líquidos ou 

líquidos/gasosos, que maximizam a oportunidade de controle e monitoramento das condições 

ambientais (agitação, aeração, temperatura, oxigênio e gás carbono dissolvidos, pH, etc.). Sob uma 

perspectiva industrial, Georgiev et al. (2014) definem biorreatores como equipamentos tecnológicos, 

baseados em um sistema de vasos de cultivos e um bloco de automação, que são projetados para o 

cultivo intensivo regulando vários fatores físicos e/ou nutricionais (luminosidade, nível do meio de 

cultivo, pH, etc.). 

Após o desenvolvimento do primeiro biorreator, muitos tipos foram projetados para o 

desempenho de atividades gerais ou muito específicas na micropropagação e/ou cultura de tecidos 

vegetais, como o cultivo de embriões somáticos, de células em suspensão, alongamento de explantes, 

produção de metabólitos secundários, etc. (Eibl & Eibl 2008; Georgiev & Weber 2014). Apesar dessa 

diversidade, Georgiev et al. (2014) classificam os biorreatores em quatro categorias principais: 

biorreator de fase líquida, biorreator de fase gasosa, sistemas de imersão temporária e biorreatores 

híbridos. Segundo Teixeira & Cid (2014), essa classificação diz respeito ao contato do material em 

cultivo com o meio de cultura. No biorreator de fase líquida o material cultivado permanece 

continuamente imerso no meio de cultura. No biorreator de fase gasosa, o material em cultivo é 

posicionado sobre uma tela e o meio de cultura é pulverizado sobre ele, e em seguida é drenado. Já 

nos sistemas de imersão temporária, o material em cultivo entra em contato com o meio de cultura 
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apenas por certo intervalo de tempo e após isso o meio é drenado e o material em cultivo deixa de ter 

contato direto com o meio de cultura. 

A despeito das vantagens do uso de biorreatores, o uso de meio líquido geralmente promove 

a vitrificação ou hiperhidricidade dos tecidos vegetais em cultivo (Mehrotra et al. 2007). Com o 

intuito de evitar o contato permanente dos explantes com o meio de cultivo, ocorreu o 

desenvolvimento de vários sistemas de imersão temporária (Teixeira & Cid 2014). De acordo com 

Teisson et al. (1999), os sistemas de imersão temporária devem cumprir, dentre outros, os seguintes 

requisitos: 

1. Evitar a imersão contínua, que de forma adversa afeta o crescimento e a morfogênese; 

2. Promover a oxigenação adequada; 

3. Proporcionar agitação adequada; 

4. Limitar os níveis de cisalhamento (força resultante das tensões paralelas à secção 

transversal de um objeto, que tem a função de causar a deformação de um corpo); 

5. Habilitar mudanças sequenciais de meio e automação; 

6. Reduzir contaminação; 

7. Baixo custo. 

 

Além da redução da vitrificação, Etienne & Berthouly (2002), Paek et al. (2005) e Teixeira 

& Cid (2014) apontam para uma série de vantagens dos sistemas de imersão temporária em relação 

aos sistemas de fase líquida (imersão contínua) e tradicionais, especialmente em termos de produção: 

• Uso de meio líquido, que permite melhorar a nutrição do tecido vegetal, e taxa de 

crescimento, além de acelerar o crescimento das plantas. Cabe destacar que o cultivo em meio líquido 

dispensa o uso de ágar, o componente mais caro dos meios de cultura gelificados; 

• Renovação adequada do ar no interior do frasco de cultivo; 

• Uso de frascos grandes, que possibilitam o maior desenvolvimento e manutenção dos 

agregados de gemas ou multibrotos, dispensando a divisão antes da transferência para o meio de 

alongamento/enraizamento, o que reduz significativamente o envolvimento de mão-de-obra; 

• Maior uniformidade das mudas no final do processo; 

• Menor estresse gasoso e mecânico, com reflexos positivos no crescimento e no vigor das 

mudas; 

• Redução significativa do emprego de mão-de-obra, diminuindo expressivamente os custos 

de produção; 

• Possibilidade de vários graus de automação do sistema, ampliando muito a possibilidade 

de produção de mudas em escala industrial. 
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Segundo Georgiev et al. (2014), os sistemas de imersão temporária transferem o meio de 

cultura para o material em cultivo por meio de força pneumática, gravitacional, hidráulica e mecânica, 

isoladas ou combinadas. Alguns desses sistemas de imersão temporária foram patenteados e já são 

encontrados no mercado, tendo demonstrado bons resultados na cultura de tecidos vegetais ou 

micropropagação (Quadro 5), como o Twin Flasks BIT® (Escalona et al. 1999), RITA® (Ducos et 

al. 2007; Pérez et al. 2013), Plantform bioreactor (Welander et al. 2014; 2017), entre outros (De Carlo 

et al. 2021). Segundo Loyola-González et al. (2019), os sistemas de imersão temporária mais 

difundidos são os que usam apenas força pneumática, em especial o do tipo Twin-Flask. De acordo 

com Georgiev et al. (2014), esse sistema possui as seguintes vantagens competitivas: é amplamente 

acessível, de construção simples, de fácil operação, manutenção das condições estéreis por longos 

períodos e baixo custo de investimento. As desvantagens desse sistema estão ligadas a uma 

automação mais complexa, sem possibilidade de realizar ventilação forçada e enriquecimento de CO2, 

menor umidade na câmara de crescimento e sem possibilidade de renovação do meio de cultivo. 

Segundo Teixeira & Cid (2014) as vantagens superam as desvantagens, em especial na facilidade de 

operação e significativa redução do custo de mão-de-obra. 

O sistema do tipo Twin-Flask consiste em dois frascos de tamanho variando entre 250 mL a 

10 L (Etienne & Berthouly 2002), um contendo meio de cultura líquido e o outro o material de cultivo, 

os quais estão conectados por meio de uma mangueira (Georgiev et al. 2014). A transferência do 

meio de cultura do frasco de armazenamento para o frasco de cultivo se dá da seguinte forma: por 

meio de um compressor é exercido pressão no frasco que contém o meio, que é forçado a passar para 

o recipiente que contém o material em cultivo, submergindo-o. Após o tempo de imersão 

estabelecido, pressão é exercida no frasco que contém o material e o líquido é drenando para seu 

recipiente original (Figura 9). 

No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) desenvolveu um 

sistema de imersão temporária do tipo Twin-Flask (Teixeira 2002). Esse sistema é bastante versátil e 

possui baixo custo de construção (Teixeira & Cid 2014), e por isso vem sendo empregado na produção 

de várias plantas como café (Teixeira 2001), abacaxi (Silva et al. 2007), orquídeas (Scheidt et al. 

2009b; Moreira et al. 2013), eucalipto (Mendonça et al. 2016), abacaxi ornamental (Reis et al. 2018), 

e amora-preta (Ayub et al. 2019), com obtenção de bons resultados. 

Até o momento não há estudos para o gênero Cyrtopodium que tenham sido realizados em 

qualquer tipo de biorreator. 
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Quadro 5. Trabalhos de micropropagação ou cultura de tecidos realizados em Biorreatores de 

imersão temporária. Adaptado de Watt (2012) e De Carlo et al. (2021). *Orchidaceae. 

Espécie Sistema Trabalho 

Musa sp. Twin-Flask Lemos et al. 2001 

Hevea brasiliensis (Willd.) Müll. Arg. RITA® Martre et al. 2001 

Crescentia cujete L. RITA Murch et al. 2004 

Anthurium andreanum Linden RITA® Ruffoni & Savona 2005 

Heliconia champneiana Griggs 
RITA® 

similar 
Rodrigues et al. 2006 

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf Twin-Flask Quiala et al. 2006 

Musa sp. Twin-Flask Aragón et al. 2009 

Ananas comosus (L.) Merr. RITA® Scheidt et al. 2009a 

Eucalyptus grandis x E. urophylla RITA® Oliveira et al. 2011 

Saccharum officinarum L. Twin-Flask Maluta et al. 2013 

Quercus suber L. RITA® Pérez et al. 2013 

*Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews RITA® Ramos-Castellá et al. 2014 

Bambusa vulgaris Schrad ex Wendl. Twin-Flask Ribeiro et al. 2016 

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf RITA® Quiala et al. 2016 

*V. planifolia Twin-Flask 
Ramírez-Mosqueda & Iglesias-Andreu 

2016 

Rhododendron tomentosum Harmaja RITA® Jesionek et al. 2017 

*V. planifolia RITA® Spinoso-Castillo et al. 2017 

Olea europaea L. Plantform Benelli & De Carlo 2018 

Bambusa vulgaris Schrad ex Wendl. Twin-Flask García-Ramírez et al. 2019 

Capparis spinosa L. Plantform Gianguzzi et al. 2019 

*Cattleya forbesii Lindl. RITA® Ekmekçigil et al. 2019 

*Epipactis flava Seidenf. Twin-Flask Kunakhonnuruk et al. 2019 

*Guarianthe skinneri (Bateman) 

Dressler & W.E. Higging 
Twin-Flask Leyva‑Ovalle et al. (2020) 

Phoenix dactylifera L. Plantform Abahmane 2020 

Curcuma longa L. Twin-Flask Marchant et al. 2021 

*V. planifolia SETISTM Ramírez-Mosqueda & Bello-Bello 2021 

Colocasia esculenta L. Schott SETISTM Mancilla-Alvarez et al. 2021 

 

2.7. Automação de Biorreatores 

 

Segundo (Georgiev et al. 2014), um biorreator consiste de um sistema de cultivo em vaso e 

um bloco de controle automatizado. Este bloco de controle é um sistema computadorizado, completa 

ou parcialmente automatizado, designado para monitorar as condições de cultivo. O tipo de 

controlador do biorreator vai depender da complexidade do sistema a ser automatizado. Se a operação 

de todas as linhas de cultivo for simultânea, um temporizador residencial pode ser usado (Georgiev 
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et al. 2014).  Mas se a operação das linhas de cultivo não for simultânea, controladores mais 

complexos devem ser empregados no controle, como um microcontrolador Arduino® (Zanlorensi 

2016) ou controlador lógico programável (Loyola-González et al. 2019). 

Controladores Lógicos Programáveis (CLP) foram introduzidos na década de 1970, 

inicialmente como sistemas de controle de relés, e após isso passaram por processos de modernização, 

sendo atualmente aplicados no controle de processos de pequena complexidade ou até mesmo em 

grandes linhas de produção em plantas industriais (Milik & Hrynkiewicz 2012).  

 

 

Figura 9. Funcionamento de um biorreator do tipo Twin-Flask. A. O meio de cultura encontra-se 

completamente armazenado em seu reservatório (frasco da direita). B. Iniciada a pressurização do 

frasco de armazenamento, o meio é transferido para o reservatório de cultivo (frasco da esquerda). C. 

O período de imersão se inicia com a transferência completa do meio para o recipiente de cultivo. D. 

Finalizado o período de imersão, o frasco de cultivo é pressurizado e o meio é drenado para o 

reservatório do meio de cultura, finalizando o ciclo. Adaptado de (Georgiev et al. 2014). 

 

Uma outra opção que pode ser usada como o bloco de automação de biorreatores é o 

microcontrolador Arduino® (Arduino 2022), ou simplesmente Arduino (Zanlorensi 2016). Este 

dispositivo foi desenvolvido em 2005, e consiste de uma plataforma de fonte aberta (open source) 
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que pode ser facilmente apagada e reprogramada para o desenvolvimento de projetos de interatividade 

(Louis 2016). Este equipamento é composto de uma placa de circuito impresso onde estão 

incorporados um microprocessador, entradas de alimentação de dados e de energia, pinos digitais 

e/ou analógicos de entrada para recebimento de informações de outros dispositivos e pinos digitais 

e/ou analógicos de saída para controle de outros equipamentos (Nowrot & Solecka 2018). A 

linguagem de programação do Arduino é baseada em C/C++ (McRoberts 2011). De acordo com Louis 

(2016), o Arduino é capaz de agir como um minicomputador, exatamente como outros controladores, 

um CLP por exemplo, recebendo sinais de entrada, interpretando-os e controlando os sinais de saída 

para uma variedade de dispositivos eletrônicos: relés, motores, contatores, entre outros, (Figura 10).  

 

 
Figura 10. Diagrama conceitual de aplicação de controladores. Adaptado de Byan & Bryan (1997). 

 

Esses controladores se diferenciam, principalmente, na aplicação e no preço. CLPs são 

usados, principalmente, em processos industriais, como no controle de máquinas em linhas de 

montagem ou em processos de contagem (Bedi et al. 2015). O Arduino ainda é pouco empregado em 

processos industriais (Kaswan et al. 2020), tendo suas principais aplicações em projetos educacionais 

(Guzmán-Fernández et al. 2021, Lopez-Rodriguez & Cuesta 2021), e acadêmicos (Devarakonda, et 

al. 2016; Aguiar et al. 2020). Em relação ao preço, os CLP disponíveis no mercado nacional custam 

aproximadamente USD 230,00 (Figura 11), enquanto que um Arduino custa USD 23,00 (Figura 12), 

tornado o Arduino bem mais acessível que os CLP. 
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Figura 11. Alguns modelos de CLPs disponíveis no Brasil. A. WEG 

(https://www.weg.net/institutional/BR/pt/). B. SIEMENS (https://www.new.siemens.com). C. 

Schneider (https://www.se.com). D. Tholz (http://tholz.com.br). Obs.: CLPs próximos do tamanho real. 

 

 

https://www.weg.net/institutional/BR/pt/
https://www.new.siemens.com/
https://www.se.com/
http://tholz.com.br/


 
30 

 

Figura 12. Microcontrolador Arduino® Uno em escala real (6,86 x 5,34 cm). Extraído de Arduino 

(2022). 

 

2.8. Aclimatização de plantas obtidas a partir do cultivo in vitro 

 

O cultivo in vitro pode ser resumido em seis fases: 1) estabelecimento do explante; 2) 

indução de multibrotação; 3) individualização dos brotos; 4) crescimento dos brotos; 5) alongamento 

e 6) enraizamento (Arditti 2008; Faria et al. 2012; Arellano-García et al. 2020). Em orquídeas os 

explantes podem ser obtidos a partir de ápices caulinares de brotações novas, segmentos de folhas e 

de raízes, gemas laterais, meristemas e gemas florais (Costa et al. 2013), ou ainda, de protocormos 

obtidos da germinação assimbiótica de sementes in vitro (Mathews & Rao 1985; Mohanty et al. 2012; 

Rittirat et al. 2018).  Após as plântulas cultivadas in vitro atingirem tamanho desejável e possuírem 

partes aérea e radicular vigorosas, elas são transferidas para o cultivo ex vitro, geralmente em estufas 

ou casas de vegetação (Faria et al. 2010; 2012; Breda & Ferraz 2011; Juras et al. 2019). Esta etapa é 

denominada aclimatização, e pode ser definida como processo de adaptação pelo qual as plântulas 

micropropagadas passam de uma condição heterotrófica para uma condição autotrófica, se adaptando 

às condições de maior intensidade luminosa, baixa umidade, regulando seus processos respiratórios, 

transpiratórios e fotossintéticos (Irsyadi 2021). Segundo Hazarika (2003), esta etapa é bastante crítica 

dentro do processo de micropropagação, pois plantas cultivadas in vitro estão em condição de alta 

umidade, e em razão disso apresentam folhas com baixa deposição de cera, estômatos anômalos e 

descontinuidade na cutícula. Nesse sentido, até que as mesmas sejam capazes de superar essas 

limitações e possam regular, adequadamente, a transpiração e a foto respiração, há elevada 

mortalidade de plântulas nesse processo.  De acordo com Chandra et al. (2010), a mortalidade de 

plântulas durante o processo de aclimatização está relacionada a estresses abióticos (temperatura, 

luminosidade, umidade, tipo de substrato e adubação empregados) e bióticos (patógenos no 

substrato). 
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Plantas cultivadas in vitro experimentam no laboratório uma condição de luminosidade entre 

1.200–3.000 lux e temperatura de 25 ± 2 ºC, e ao passarem para a aclimatização, em estufas ou casas 

de vegetação, estarão expostas a uma luminosidade de 4.000–12.000 lux e temperaturas de 26–36 ºC, 

o que pode levar a carbonização das folhas e murchamento das plântulas (Chandra et al. 2010). Isso 

acontece porque plântulas cultivadas in vitro possuem estômatos e cutícula com algum tipo de 

deficiência, e por isso, algumas práticas são aplicadas aos meios de cultivos ou após a retirada das 

plantas dos frascos (Hazarika 2003). O método mais empregado para superar essa adversidade é 

gradativamente aumentar a luminosidade e diminuir a umidade atmosférica (Faria et al. 2010; 2012).  

Há também outras técnicas que podem ser empregadas durante o alongamento in vitro ou na fase de 

aclimatização. 

Na fase de alongamento podem ser usadas as seguintes técnicas: 1) preparação dos meios de 

cultivo com concentração menor de sacarose, uma vez que concentrações maiores de sacarose 

diminuem os teores de clorofila das plantas, e consequentemente diminuem suas taxas fotossintéticas 

(Dignart et al. 2009); ou 2) adição de paclobutrasol, pois essa substância promove nas plântulas o  

espessamento das raízes, o encurtamento do caule, redução da abertura estomática, aumento na cera 

epicuticular e aumento na concentração de clorofila fazendo com que ocorra a redução do percentual 

de murchamento de plântulas durante a fase de aclimatização (Chandra et al. 2010). Na fase de 

aclimatização, com as plântulas já envasadas e transferidas para casa de vegetação, pode ser aplicado 

algum antitranspirante, a fim de diminuir a perda de água e a consequente murcha, dos quais os mais 

conhecidos são o ácido abscísico (ABA), o acetato-fenilmercúrico (Hazarika 2003) e o chitosan 

(Pitoyo et al. 2015).  

Outro aspecto importante é a adubação, pois ela fornece os minerais necessários para o 

crescimento das plântulas e aumento da resistência a pragas e doenças (Rodrigues et al. 2010). Esta 

pode ser feita com diversas formulações de adubos N-P-K (Moraes et al. 2002; Dutra et al. 2009) por 

meio de adubação foliar, associada ou não a adubos de liberação lenta (Figueiredo & Kolb 2013; 

Febriani et al. 2019), aplicação sobre o substrato de adubos orgânicos ou do tipo N-P-K, sozinhos ou 

combinados (Rodrigues et al. 2010), aplicação da própria solução nutritiva usada na fase de 

micropropagação sem adição de sacarose (Chandra et al. 2010). 

Há ainda dois fatores relacionados à aclimatização que devem ser observados: o tipo de 

substrato e o desenvolvimento de pragas e doenças no cultivo. De acordo com Vence (2008), um 

substrato para plantas pode ser definido como todo material poroso, usado só ou combinado com 

outros, que, colocado em um recipiente proporciona ancoragem e níveis adequados de água e 

oxigênio para o desenvolvimento das plantas que nele crescem. Segundo Takane et al. (2013), os 

substratos podem usar matérias-primas de origem orgânica (casca de pinus, casca de arroz, fibra de 
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côco, etc.), mineral (vermiculita, areia, argila expandida, solo mineral, entre outros) ou sintética 

(isopor triturado, espuma fenólica e outras espumas).  

Os substratos para plantas devem ainda ter  as seguintes características adequadas para o 

desenvolvimento das plantas/plântulas: 1) físicas: granulometria e densidade próprias para a cultura, 

boa capacidade de retenção de água, porosidade e espaço de aeração que permita a oxigenação das 

raízes e durabilidade (Takane et al. 2013; Zorzeto et al. 2014); 2) químicas: baixa salinidade, pH 

dentro da faixa de crescimento da planta e capacidade de troca de cátions(Schmitz et al. 2002; Silber 

& Bar-Tal 2008); e 3) biológicas: tanto quanto possível, os substratos devem estar isentos de 

patógenos causadores de doenças (Takane et al. 2013), já que plantas recém transplantadas são muito 

suscetíveis aos danos causados por esses organismos (Chandra et al. 2010), além de possuírem a 

capacidade de permitir o desenvolvimento de organismos benéficos como fungos micorrízicos 

arbusculares (Klein 2015), uma vez que esses fungos aumentam a atividade fotossintética e a 

resistência a doenças das plântulas transplantadas (Berruti et al. 2016). O desenvolvimento desses 

fungos no substrato pode ocorrer por meio da colonização natural ou pela aplicação de inóculos 

comerciais (Kokkoris & Hart 2019).  

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

A propagação in vitro de espécies é uma forma de preservar a flora nativa pela conservação 

ex situ, pois permite que plantas obtidas por essa técnica sejam preservadas em coleções públicas e 

privadas, evitando a retirada de plantas de seus habitats (Seaton 2007; Seaton et al. 2013). Esta técnica 

também é empregada na produção de mudas de plantas ornamentais, possibilitando que propriedades 

rurais participem do mercado de plantas ornamentais, tendo sido observado o aumento da participação 

da agricultura familiar nesse nicho de mercado (Duval 2014). Entre as diversas mudas de plantas 

ornamentais produzidas in vitro, as orquídeas são umas das que apresentam maior rentabilidade, com 

receita líquida em torno de 52%, e esse percentual só não é maior devido ao custo elevado da mão-

de-obra empregada na produção (Stancato et al. 2001). A redução desse custo pode ser alcançada 

com o emprego de protocolos mais eficientes, o que possibilitaria aos produtores, inclusive, entrar no 

mercado de exportação de plantas ornamentais (Cardoso 2013).  

Uma solução para reduzir o custo de mudas micropropagadas é o emprego da biorreator no 

cultivo in vitro. De acordo com Teixeira & Cid (2014), essa técnica pode reduzir significativamente 

o custo de produção, por aumentar a produtividade e reduzir o emprego de mão-de-obra no processo, 

especialmente na agricultura familiar, que possui menos recursos financeiros para contratar 

funcionários. Outro aspecto a ressaltar é que plantas de Cyrtopodium, se caracterizam por apresentar 
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baixa demanda hídrica, e por isso, podem ser empregadas em jardins. Essa característica é muito 

importante, diante da necessidade de redução do consumo de água pela população em razão da 

diminuição das chuvas nas regiões Sudeste e Centro-oeste nos últimos anos (Bizari & Cardoso 2016; 

Cantelle et al. 2018; Castro 2022), e que se agravou no Distrito Federal a partir de 2016 (Distrito 

Federal 2016; Passos et al. 2020). 

 

4. HIPÓTESES 

 

1. A sinergia entre auxinas e citocininas é fundamental para a etapa de multibrotação na 

micropropagação; 

2. A cultura in vitro com emprego de biorreator é capaz de produzir um maior número de 

mudas de Cyrtopodium do que o sistema de micropropagação em meio gelificado; 

3. Plantas obtidas em biorreator apresentam maior sobrevivência durante a aclimatização do 

que aquelas obtidas em meio gelificado. 

4. As espécies estudadas podem ser aclimatizadas empregando-se apenas vermiculita como 

substrato. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivos gerais 

 

1. Desenvolver protocolos adequados para as diversas etapas de micropropagação de três 

espécies de Cyrtopodium nativas do Cerrado com potencial ornamental; 

2. Realizar o alongamento de plântulas de Cyrtopodium micropropagadas utilizando dois 

métodos diferentes: meio gelificado e meio líquido em biorreator de imersão temporária; 

3. Aclimatizar plantas de Cyrtopodium micropropagadas empregando vermiculita; 

4. Obter mudas aclimatizadas de espécies de Cyrtopodium. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

1. Estimar a viabilidade das sementes por meio do teste de tetrazólio. 

2. Quantificar a germinação das sementes em três diferentes meios de culturas: Knudson C, 

MS na concentração padrão e com metade dos nutrientes (1/2 MS), e a influência de 

carvão ativado adicionado aos meios de cultura; 
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3. Verificar a influência da auxina ANA (ácido alfa-naftaleno acético) e a citocinina BAP 

(6-benzilaminopurina) na indução de multibrotação em protocormos, bem como a 

sinergia desses reguladores de crescimento; 

4. Construir um Biorreator de imersão temporária totalmente automatizado com três linhas 

de cultivo independentes; 

5. Comparar o alongamento in vitro de plântulas de espécies Cyrtopodium em dois sistemas 

de micropropagação: meio gelificado e meio líquido em biorreator de imersão temporária; 

6. Quantificar os teores de clorofilas em folhas de plântulas alongadas nos dois sistemas de 

alongamento; 

7.  Verificar a densidade estomática em epidermes de folhas de plantas das duas espécies 

em três condições de cultivo: i. condições de campo; ii. ao final da fase de alongamento; 

iii. ao final da aclimatização. 

8. Calcular a sobrevivência de mudas obtidas in vitro e aclimatizadas em casa de vegetação 

usando vermiculita como substrato. 

 

6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1. Espécies estudadas 

 

Foram estudadas três espécies de Cyrtopodium em razão de suas características 

ornamentais1, em especial a altura das inflorescências (Hunhof et al. 2016). As espécies escolhidas 

foram: C. parviflorum Lindl., C. virescens Rchb. F. & Warm. e C. withneri L.C. Menezes (Figura 13, 

Tabela 3). Essas espécies não apresentam o status de ameaçadas, de acordo com os critérios da IUCN 

(2012) e da “Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameaçadas de Extinção” (BRASIL 2014). 

 

6.2. Coleta do material vegetal e manutenção das plantas 

 

As coletas de plantas e/ou cápsulas foram realizadas em excursões aos locais de ocorrência 

das espécies estudas no Distrito Federal e Goiás. Os locais de ocorrência foram obtidos por meio de 

 
1 Originalmente o projeto propunha o estudo de quatro espécies de Cyrtopodium. Porém, as plantas de Cytopodium 

braemii L.C Menezes que estavam sendo mantidas em cultivo na CENARGEN/EMBRAPA tiveram as cápsulas 

arrancadas durante manutenção da casa de vegetação. Assim, durante a defesa do Projeto de pesquisa, a banca argumentou 

que não seria interessante aguardar mais seis meses para realizar nova polinização das flores e mais um ano para a coleta 

das cápsulas com sementes. Assim, a retirada dessa espécie deixaria o tempo gasto com sua propagação disponível para 

outros estudos interdisciplinares, e que isto agregaria mais conhecimento ao projeto. 
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fotos de coleções disponíveis no Specieslink (CRIA 2017), e análise dos seguintes herbários: UB, 

CEN, HEPH e IBGE, acrônimos de acordo com Thiers (continuously updated). 

 

Figura 13. Flores das espécies de Cyrtopodium selecionadas para o presente estudo. A. C. 

parviflorum. B. C. virescens. C. C. withneri. Crédito das fotos: A. Aldo Luciano. B, C. J.H. Lima. 

 

Tabela 3. Informações sobre endemismo, ameaça, distribuição e características morfológicas das 

espécies selecionadas para o estudo, segundo Menezes (2000), Romero-González et al. (2008), Luz 

& Oliveira (2012), IUCN (2012) e Flora e Funga do Brasil (2022). 

Espécie C. parviflorum C. virescens C. withneri 

Altura total da 

planta (cm) 
30-50  50-70  60-90 

Tipo da 

inflorescência 

simples ou  

pouco ramificada 
ramificada  ramificada 

Altura da 

inflorescência (cm) 
100 80-90  100-110 

Diâmetro das flores 

(cm) 
2,2-2,5  3,2 3,2 

Coloração das flores 

fundo amarelo  

com máculas  

castanho-vináceas 

amarelo-esverdeadas  

com máculas  

castanho-vináceas 

amarelo-esverdeadas 

Época de floração agosto-outubro  outubro-novembro  agosto 

Habitat 
campos de  

solo hidromórfico 

campos secos ou  

em solo sobre rochas 

fendas de rochas em 

matas mesofíticas 

Posição dos bulbos acima do solo 
acima do solo ou semi-

enterrados 
acima do solo 

Distribuição no 

Brasil 

RR, AM, PA, TO, 

BA, SE, MT, GO,  

DF, MG, SP, PR 

PA, MA, TO, MT, MS,  

GO, DF, MG 
GO, DF, MG 

Endêmica do Brasil não não sim 

Critério IUCN Pouco preocupante Não avaliado Não avaliado 

 

Quando as plantas não portavam cápsulas, indivíduos foram coletados e mantidos em cultivo 

até sua floração na casa de vegetação do Centro de Referência em Conservação da Natureza e 

Recuperação de Áreas Degradas (CRAD/UnB), em vasos com solo/substrato do local de coleta, 
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conforme indicação de Caramaschi (2001), com o propósito de manter as plantas em condições de 

cultivo o mais próximo possível do ambiente natural. O mapa de localização das coletas realizadas 

foi confeccionado com o software QGis 2.18.0. 

A licença para coleta foi concedida pelo SISBIO/ICMBio, em 20/10/2017, sob o nº 60494-

4.  

 

6.3. Obtenção das sementes 

 

Nesta etapa foram usadas cápsulas com aproximadamente nove meses de desenvolvimento, 

as quais foram consideradas maduras, conforme estudo de Picolotto (2013). As cápsulas maduras, 

resultantes de polinização natural no campo ou por polinização cruzada entre plantas mantidas em 

casa de vegetação, foram coletadas e levadas para o Laboratório de Cultura de Tecidos do CRAD, 

onde foram realizadas todas as etapas desta pesquisa. As cápsulas foram lavadas em água corrente, e 

em seguida desinfestadas por imersão em solução de etanol 70% (v/v), por dois minutos, lavagem em 

água destilada, imersão em solução de NaOCl (2-2,5% de cloro ativo) por 15 minutos, seguida por 

tripla lavagem com água destilada; e então postas para secar à temperatura ambiente (Surenciski et 

al. 2012; Picolotto 2013; Rodrigues et al. 2015). Depois de secas, as cápsulas foram colocadas em 

sacos de papel e mantidas à temperatura ambiente até sua deiscência (Hosomi et al. 2012; Hosomi et 

al. 2017). As sementes foram secas em um dessecador com solução saturada de cloreto de cálcio, por 

sete dias, até que atingissem um conteúdo de umidade entre 4 e 6%, conforme preconizado pelo 

OSSSU - ORCHID SEED STORES FOR SUSTAINABLE USE (Seaton & Pritchard 2001). O 

armazenamento seguiu a metodologia de Hosomi et al. (2017) e Seaton et al. (2018), que estabelece 

o acondicionamento das sementes em microtubos, que devem ser colocados em recipiente contendo 

sílica gel e armazenados em freezer com temperatura entre -18 e -20ºC.  

 

6.4. Avaliação da viabilidade das sementes 

 

Nesta etapa foi avaliada a viabilidade das sementes de C. parviflorum, C. virescens  e C. 

withneri armazenadas sob as condições relatadas acima por meio do teste do cloreto de 2,3,5-trifenil 

tetrazólio (TTC ou tetrazólio). Foram usadas sementes armazenadas por um período de seis meses, 

as quais foram submetidas a cinco tratamentos com duas repetições para cada tratamento (Quadro 6). 

Para cada tratamento foram utilizados 20 mg sementes. As sementes foram pré-condicionadas por 24 

h em temperatura ambiente em 1,5 mL de água destilada ou de solução de sacarose a 10% em 

microtubos de 2 mL (Hosomi et al. 2012). Transcorrido esse período, as soluções usadas nos pré-
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condicionamentos foram descartadas e substituídas por 1,5 mL de dois tipos de solução de TTC a 

1%: diluído em água destilada ou em tampão de fosfato, e então incubadas em temperatura ambiente 

e ao abrigo da luz (Soares et al. 2014) por 24 h (Hosomi et al. 2017). Nesta etapa ainda foi realizado 

o tratamento de coloração direta em TTC a 1% diluído em água destilada (T5), ou seja, sem pré-

condicionamento. A solução de tampão de fosfato foi preparada de acordo com Souza (1994). 

Passadas essas 24 h, foi realizada a contagem das sementes coradas. 

 

Quadro 6.  Tratamentos realizados para avaliação da viabilidade de sementes de três espécies de 

Cyrtopodium por meio do teste do Tetrazólio. 

Solução de pré-condicionamento Solução de Tetrazólio a 1% Tratamento 

Água destilada 
Tampão fosfato T1 

Água destilada T2 

Sacarose a 10% 
Tampão fosfato T3 

Água destilada T4 

- Água destilada T5 

 

A contagem das sementes coradas foi feita em lâminas de vidro, observadas e fotografadas 

em estereomicroscópio Leica EZ4HD. Para cada tratamento foram montadas duas lâminas. A 

montagem das lâminas foi adaptada de Dutra et al. (2009), e consistiu em colocar 165 µL de água 

destilada sobre a lâmina e adicionar cerca de 30 µL de sementes que se encontravam na solução de 

TTC, e, então, cobrir com lamínula.  

Ao fundo de cada lâmina foi colocado papel milimetrado e quatro campos de 5 x 5 mm foram 

demarcados aleatoriamente com o emprego da função “ALEATÓRIOENTRE” do software Microsoft 

Excel® para a contagem das sementes coradas (Figura 14). Sementes congeladas foram fotografadas 

com microscópio Leica DM750 e camêra Leica MC170 HD. 

 

 

Figura 14.  Lâmina montada para contagem de sementes viáveis com malha de 5 x 5 mm evidenciada. 

A. Aumento de 8x. B. Aumento de 20x. Crédito das fotos: J.H. Lima. 
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6.5. Germinação assimbiótica 

 

A germinação assimbiótica2 foi realizada com sementes armazenadas por seis meses nas 

condições de armazenamento já descritas. A semadura foi realizada em placas de Petri (90 x 15 mm) 

para avaliar a germinação, e em frascos de policarbonato de 250 mL (70 x 80 mm) para obtenção de 

protocormos para a próxima etapa. Foram testados três tipos de meios de cultura Knudson C 

(Knudson 1946), MS (Murashige & Skoog 1962) na concentração padrão e com metade dos 

nutrientes (½ MS), adicionados de 20 g.L-1 de sacarose, na presença e ausência de 3 g.L-1 de carvão 

ativado e gelificado com 7 g.L-1 de ágar (Picolotto 2013; Rodrigues et al. 2015). O pH dos meios foi 

ajustado para 5,8 ± 0,1 antes da adição de ágar e esterilizados em autoclave (121 ºC por 20 minutos). 

Antes da inoculação as sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sódio a 0,4% por cinco 

minutos. O procedimento foi realizado de acordo com Alvarez-Pardo et al. (2006), e consistiu em 

dispor 20 mg de sementes e adicionar 1,5 mL de hipoclorito em microtubos de 2 mL. Após o tempo, 

o hipoclorito foi descartado e foi feita a tripla lavagem em água destilada. Cada recipiente (placas de 

Petri e frascos de policarbonato) recebeu 30 mL de meio de cultivo e 20 mg de sementes 

desinfestadas. As sementes foram espalhadas sobre o meio gelificado com auxílio de alça 

bacteriológica, também chamada de alça de Kolle (Dutra et al. 2009). Após a inoculação os frascos 

e as placas de Petri foram vedados com filme PVC e incubadas em sala de cultivo com fotoperíodo 

de 16 h, densidade de fluxo de fótons 30 µmol.m-².s-1 e temperatura de 25 ± 2 ºC (Costa et al. 2013; 

Rodrigues et al. 2015). Para cada tratamento foi feita a semeadura em seis frascos e três placas de 

Petri. 

 

6.6. Avaliação da germinação das sementes 

 

A avaliação da germinação de cada tratamento foi realizada após 90 dias da semeadura. Para 

a contagem das sementes germinadas também se adotou a metodologia adaptada a partir de Dutra et 

al. (2009) e Hosomi et al. (2017). Dessa forma, foram demarcados 16 campos a partir do centro de 

cada placa. Cada campo consistiu de um quadrado de 1 x 1 cm. Foram contadas as sementes 

germinadas e não germinadas em cinco campos distintos e calculada a porcentagem de sementes 

germinadas. Os campos foram aleatoriamente sorteados com o emprego da função 

 
2 Em razão de vários incêndios ocorridos nos locais de ocorrência de C. virescens, somado ao fechamento das Unidades 

de conservação durante a pandemia da COVID-19, não foi possível coletar material suficiente dessa espécie para a 

realização das demais etapas do projeto. Assim, a germinação assimbiótica e as demais etapas do trabalho foram realizadas 

apenas com C. parviflorum e C. withneri.  
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“ALEATÓRIOENTRE” do software Microsoft Excel®. Foram consideradas germinadas as sementes 

com embrião intumescido e clorofilado (Harrison & Arditti 1978; Yamazaki & Miyoshi 2006). 

 

6.7. Indução de multibrotações em protocormos 

 

Após 120 dias de semeadura protocormos de C. parviflorum e C. withneri oriundos dos 

meios com maior germinação, MS e ½ MS, respectivamente, foram transferidos para frascos de 

policarbonato de 250 mL (70 x 80 mm) contendo 40 mL de meio de cultivo com e sem suplementação 

de reguladores de crescimento, e selados com filme PVC (Rodrigues et al. 2015). O preparo dos 

meios de cultivo seguiu o mesmo procedimento usado na etapa de germinação assimbiótica e não 

houve adição de carvão ativado. Os reguladores de crescimentos usados na suplementação dos meios 

foram 6-benzilaminopurina (BAP) e ácido alfa-naftaleno acético (ANA) (Tabela 4). O experimento 

foi inteiramente casualizado, com dez tratamentos e nove repetições com 15 protocormos cada. O 

cultivo dos protocormos ocorreu nas mesmas condições em que as sementes foram postas para 

germinar. Após 120 dias de cultivo as plântulas foram avaliadas em relação aos seguintes parâmetros: 

sobrevivência dos explantes; porcentagem de explantes com Protocorm-like Body (PLB), brotos e 

raízes; PLB/explante, brotos/PLB e raízes/brotos; altura dos brotos, dimensões do conjunto de 

brotações, comprimento e diâmetro das raízes (medido na região do terço médio); massa seca e fresca 

de raízes e parte aérea. 

 

Tabela 4. Concentrações, em mg.L-1 e mol.L-1, dos reguladores de crescimento usados na etapa de 

indução de multibrotações em Cyrtopodium spp. para cada tratamento. 

Tratamento 
 6-benziladenina (BAP) ácido alfa-naftaleno acético (ANA) 

[mg.L-1] mol.L-1] [mg.L-1] mol.L-1] 

T1 0 0 0 0 

T2 0 0 0,5 2,685 

T3 0,5 2,22 0 0 

T4 0,5 2,22 0,5 2,685 

T5 1 4,44 0 0 

T6 1 4,44 0,5 2,685 

T7 2 8,88 0 0 

T8 2 8,88 0,5 2,685 

T9 4 17,76 0 0 

T10 4 17,76 0,5 2,685 
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6.8. Construção de um Biorreator de Imersão Temporária 

 

Como sistema alternativo para o alongamento in vitro de plântulas obtidas por 

micropropagação, foi construído o biorreator de imersão temporária (BIT) desenvolvido pela 

EMBRAPA-Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Teixeira 2002) (Figura 15). Esse 

equipamento consiste em dois frascos de 5 L, um contendo meio de cultivo líquido (frasco de meio) 

e o outro, o material em cultivo (frasco de cultivo).  

 

 

Figura 15. Biorreator de imersão temporária do tipo Twin-Flask desenvolvido pela Embrapa-

Recursos Genéticos e Biotecnologia.1-3. Frascos de cultivo. 4-6. Frascos de armazenamento de 

meio). 7-12. Filtro de ar com poros igual ou menor que 0,44 micrômetro. 13-16 e 26. Válvulas 

solenóides. 24. Frasco de borbulhamento com carvão ativado em suspensão aquosa. 19 e 20. 

Temporizadores. 21. Fluxômetro. 22 e 25. Fonte de pressão positiva (tanque de ar comprimido ou 

cilindro de ar artificial). 23. Filtro de ar/óleo. 27-29. Eletrodos para monitoramento do meio. Extraído 

de Teixeira (2001). 
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Para que o BIT realizasse a imersão das plântulas em três períodos de tempos distintos, 

(intervalos de 2, 4 e 8 h), foi necessário construir um sistema de automação para controlar o 

acionamento dos relés, compressor de ar e das válvulas solenoides (válvulas com um eletroímã que 

regulam o fluxo de ar que sai do compressor e vai para as linhas de cultivo). Para o controle da 

automação foi utilizado um microcontrolador Arduino® (Zanlorensi 2016). Um código foi escrito 

para que o microcontrolador fosse programado para emitir sinais elétricos que acionam os relés. 

Quando estes relés são acionados, eles deixam passar corrente elétrica (como interruptores de 

lâmpadas domésticas), e assim, acionam o compressor de ar e as válvulas solenóides no horário 

estabelecido. Na construção do BIT deste projeto foram empregados relés de estado sólido, válvulas 

solenóides para processos industriais e compressor de ar isento de óleo, dispensando o uso de filtro 

de ar/óleo e frasco de borbulhamento com carvão ativo em suspensão aquosa, respectivamente, itens 

23 e 24 do projeto de Teixeira (2001). 

 

6.9. Alongamento de brotos em meio de cultura gelificado e em biorreator 

 

Para esta etapa foram usadas plântulas com 120 dias oriundas dos tratamentos de maior 

sobrevivência da fase de multibrotação. Foram selecionadas plântulas com 2-2,5 cm de altura que 

tiveram as raízes excisadas. No sistema de alongamento em meio gelificado foram usados frascos de 

1 L (125 x 115 mm), e no de imersão temporária frascos de 5 L (323 x 155 mm). O preparo dos meios 

de cultivo seguiu os procedimentos e parâmetros usados na etapa de germinação. Os meios de cultivos 

usados foram os mesmos da etapa de germinação, ou seja, MS para Cyrtopodium parviflorum e ½ 

MS para C. withneri. Em ambos os sistemas foram usados 40 mL de meio/plântula, sendo que no 

sistema convencional cada recipiente recebeu oito plântulas e no BIT 10 plântulas (Escalona et al. 

1999; Silva et al. 2016; Reis et al. 2018). As condições de cultivo foram as mesmas descritas para a 

germinação assimbiótica. 

O alongamento em meio gelificado foi avaliado na presença e na ausência de carvão ativado. 

No BIT a imersão dos explantes foi de 3 min, tendo sido avaliados os intervalos entre as imersões de 

2, 4 e 8 h sem adição de RC e de 8 h com adição de 1,0 mg.L-1 de BAP e 0,5 mg.L-1 (Silva et al. 2007; 

Scheidt et al. 2009b; Moreira et al. 2013). Para cada tratamento foram feitas 4 repetições.   

Após 120 dias foram avaliados o número total de brotações, comprimento dos brotos, 

número de raízes, comprimento das raízes e o comprimento da maior raiz; massa fresca e seca das 

raízes e parte aérea (Scheidt et al. 2009b; Moreira et al. 2013; Esyanti et al. 2016).  
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6.10. Quantificação dos teores de clorofilas e carotenóides 

 

Nesta etapa foram utilizadas plântulas de Cyrtopodium parviflorum e C. withneri oriundas 

dos diferentes tratamentos de alongamento. Para a determinação dos teores clorofila e carotenoides 

foram utilizadas a segunda, ou terceira, folha a partir do ápice (Dignart et al. 2009). De cada 

tratamento foram escolhidas três lâminas foliares, das quais foram retirados fragmentos de 6 x 6 mm 

(Barbieri Junior et al. 2010), que foram colocados em microtubos de 2 mL de cor âmbar contendo 

1,5 mL de N-N-dimetilformamida (DMF), e mantidos em geladeira por 48 h (Moran & Porath 1980). 

Após o tempo de extração foram feitas as leituras em espectrofotômetro da Thermo Scientific, modelo 

Evolution 201, em comprimentos de onda definidos em 663,8, 646,8 e 480 nm. Os teores de clorofila 

a e b, clorofila total e carotenoides foram calculados por meio das equações de Wellburn (1994) 

(Quadro 7). 

 

Quadro 7.  Equações de Wellburn (1994) utilizadas para calcular os teores de clorofila a e b, clorofila 

total e carotenoides em µg/mL. A663,8, A646,8 e A480 correspondem às absorbâncias medidas nos 

comprimentos de onde de 663,8, 646,8 e 480 nm, respectivamente. 

Pigmento Equação 

Clorofila a (Ca) Ca = 12A663.8 – 3,11A646.8 

Clorofila b (Cb) Cb = 20,78A646.8 – 4,88A663.8 

Clorofila total (Ctotal) Ctotal = Ca + Cb 

Carotenóides (Ccar)  Ccar = (1000A480 – 1,12Ca – 34,07Cb)/245 

 

6.11. Densidade estomática 

 

O estudo da densidade de estômatos foi feito por meio da dissociação da epiderme. Para isso 

foram analisadas plantas oriundas de condições de campo, da etapa de alongamento e da 

aclimatização. Foram usadas quatro plantas de cada repetição dos diferentes tratamentos, tendo sido 

usado para estudo o terço médio da segunda, ou terceira, folha a partir do ápice (Dignart et al. 2009). 

Este material foi fixado em FAA por 72 h e armazenado em etanol 70% (Johansen 1940). A 

dissociação foi feita com o emprego do protocolo de Franklin (Kraus & Arduim 1997), tendo as 

amostras colocadas em solução de ácido acético glacial e peróxido de hidrogênio na proporção de 1:1 

e mantidas por 24 h em estufa a 60 ºC. Após esse período as amostras foram lavadas cinco vezes em 

água destilada e coradas com safranina alcoólica (Bukatsch 1972) e montadas entre lâmina e lamínula 

com solução aquosa de glicerina na proporção de 1:1 (Santos et al. 2020). Ao final foi avaliada a 

densidade de estômatos a partir da adaptação dos trabalhos de Labouriau et al. (1961) e Zahara & 

Win (2019), onde foram contados o número de estômatos em seis campos dos quatro indivíduos 

selecionados. 
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As fotomicrografias foram feitas microscópio óptico Olympus modelo BX40F-3 com 

câmera acoplada Olympus modelo U-TV0.5XC-3. 

 

6.12. Aclimatização das plântulas 

 

Após a etapa de alongamento em meio gelificado com e sem adição de carvão ativado, 

plantas de C. parviflorum e C. withneri, uniformes e dentro do comprimento médio, foram 

transplantadas em células individuais de bandejas de Poliestireno preenchidas com 60 mL de brita 

tamanho 1 (dreno) e 90 mL de vermiculita para aclimatização. As plantas foram mantidas na casa de 

vegetação do CRAD, em luminosidade de 50%, com irrigação feita por microaspersores uma vez ao 

dia, às 07:00 manhã, e adubação semanal (Dutra et al. 2009; Rodrigues et al. 2015; Picolotto et al.  

2017). A adubação foi feita com fertilizante Plantafol®, na formulação NPK 20-20-20, sendo 

aplicados 25 mL.célula-1 de uma solução de 0,25 g.L-1, o que equivale a um quarto da dose 

recomendada pelo fabricante (Rodrigues et al. 2010). De cada método de alongamento foram 

selecionadas 15 plantas para esta etapa de aclimatização. 

Após 100 dias foram avaliados a sobrevivência, o número total de brotações, comprimento 

dos brotos, número de raízes, comprimento das raízes e o comprimento da maior raiz; massa fresca e 

seca das raízes e parte aérea (Scheidt et al. 2009b; Moreira et al. 2013; Esyanti et al. 2016).   

 

6.13. Análise dos dados 

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA), e as médias entre tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey 

a 5% de significância. Os dados obtidos em porcentagens foram transformados para valores angulares 

(arcoseno√𝑥/100), antes da análise de variância (ANOVA) e o teste das médias. A análise estatística 

foi executada no software SISVAR (Ferreira 2011). 

 

7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1. Coletas e status de ocorrência das espécies estudadas 

 

Das três espécies estudadas, Cyrtopodium withneri ocorre no Distrito Federal em áreas de 

afloramentos calcários na Área de Proteção Ambiental de Cafuringa (Figuras 16 e 17). A espécie foi 

localizada no local citado por Micheline Carvalho-Silva 239 (CEN). A expedição para coleta ocorreu 
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em 06/09/17. No local havia apenas duas plantas, das quais, apenas uma estava florida. Foram 

coletados três pseudobulbos de cada planta para cultivo no CRAD. Em flores da planta fértil foi feita 

autopolinização em campo, resultando na formação de cápsulas, coletadas nove meses depois. 

 

 

Figura 16.  Locais de coleta das espécies estudadas e habitats alterados e/ou suprimidos. Sistema de 

coordenadas UTM; Datum SIRGAS 2000/EPSG 4674. 

 

Registros em herbários e no Specieslink (CRIA 2017) indicaram a ocorrência de C. 

parviflorum em campos úmidos em várias localidades do DF. Entretanto, nas excursões a alguns 

desses locais, foi constatado que vários deles sofreram profundas alterações ou foram totalmente 

suprimidos pela urbanização dessas localidades. O habitat descrito por J.A.N. Batista 613 (CEN), 

margem direita do balão de acesso ao Aeroporto Internacional de Brasília, foi completamente alterado 

para a construção de novas pistas no local. Da mesma forma o local de ocorrência da coleta J.A.N. 

Batista 1170 (CEN) na quadra 16 do Park Way, às margens do Córrego do Cedro. Este local foi 

bastante alterado e parcialmente suprimido por construções no local. No entanto, a espécie foi 
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exitosamente coletada na área citada por J.H. Lima 9 (UB), na Floresta Nacional de Brasília (FLONA-

DF). A primeira expedição a este local ocorreu em 31/10/2017, logo após uma grande queimada que 

ocorreu naquela Unidade de Conservação (Figuras 16 e 18). No local não havia plantas com flores 

ou frutos, já que o fogo queimou toda a população daquele local, não sendo possível a coleta de 

qualquer material. Em nova visita realizada em 09/08/18, foram encontradas várias plantas em 

floração. Em 17/05/2019 foi feita excursão para a coleta de cápsulas.  

 

 

Figura 17. Cyrtopodium withneri no habitat na APA de Cafuringa. A. Visão da fitofisionomia de 

ocorrência da espécie. B. Espécie in situ. C. Broto em desenvolvimento. D. Inflorescêcnia. Crédito 

das fotos: J.H. Lima. 
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Figura 18. Cyrtopodium parviflorum no habitat na Floresta Nacional de Brasília-DF. A. Campo 

limpo úmido onde a espécie foi coletada. B. Espécime queimado alguns dias após incêndio no habitat. 

C. Espécime iniciando brotação após incêncio de 2017. D. Indivíduo com brotação em estado 

adiantado. Crédito das fotos: J.H. Lima. 

 

Segundo os registros, C. virescens ocorre no DF nas fitofisionomias campo limpo, campo 

sujo e cerrado stricto sensu. A planta apresenta pseudobulbos parcial ou completamente enterrados, 

o que dificulta sua localização em estado vegetativo. Foram feitas excursões a várias das localidades 

mencionadas nas coleções, porém a espécie não foi localizada. A espécie era bem comum no local 

em que hoje está ocupado pelo Setor Noroeste, segundo registo de J.A.N. Batista 1312 (CEN). A 

planta também era comum na MI-6, Lago Norte, J.A.N. Batista 1257 (CEN), entretanto, em excursão 

ao local foram verificadas severas alterações e supressão da vegetação causadas por loteamentos 

irregulares. Em função da não localização de indivíduos da espécie no Distrito Federal, recorreu-se 

ao estado de Goiás, onde há registros para o Vale da Lua, município de Alto Paraíso de Goiás, L.B. 

Bianchetti 1512 (CEN). Neste habitat a planta ocorre em bolsões de húmus entre os afloramentos 

rochosos (Figuras 16 e 19). A primeira excursão ao Vale da Lua foi feita em 03/11/2017, logo após 

um grande incêndio que consumiu grande parte da vegetação da Chapada dos Veadeiros. Nesta 

excursão foi encontrada apenas uma planta em final de floração. A planta foi coletada e levada para 
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o CRAD, onde foi realizada a polinização entre flores desse indivíduo, porém não houve formação 

de frutos. Em 18/05/19 foi feita nova excursão ao local, quando foram encontradas apenas duas 

cápsulas. As mesmas foram coletadas e levadas para o Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais 

do CRAD. Em razão da pequena quantidade de cápsulas coletadas, outra visita foi feita ao local em 

07/09/20, mas sem êxito. A última excursão ao referido local ocorreu em 21/05/21, ocasião em que 

foi encontrada apenas uma cápsula, a qual foi coletada e mantida em temperatura ambiente até que 

ocorresse sua deiscência, que ocorreu em 05/10/21. Cabe destacar que a cápsula teve que ser colhida 

nessa época para evitar que fosse atingida por incêndios que tem se tornado frequentes no local. 

Acrescenta-se que o Vale da Lua foi atingido novamente por um incêndio no dia 12/09/21.  

 

 

Figura 19. Cyrtopodium virescens no habitat no Vale da Lua, Alto Paraíso de Goiás-GO após o 

incêndio do ano de 2017. A. visão geral do habitat. B. Espécimes crescendo em bolsões de solo entre 

rochas em simpatria com Dyckia lunaris Leme. C. Detalhe do pseudobulbo em desenvolvimento. 

Crédito das fotos: J.H. Lima. 
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7.2. Estimativa da viabilidade de sementes pelo teste do tetrazólio 

 

Os resultados obtidos mostram que houve respostas estatisticamente diferentes aos tipos de 

tratamentos realizados, para a mesma espécie e entre as diferentes espécies submetidas ao mesmo 

tratamento (Tabela 5).  Cyrtopodium virescens apresentou a maior taxa de sementes viáveis, 87,37% 

(T5). Para esta espécie o menor resultado de viabilidade foi 13,34% (T3). Para C. withneri, T4 foi o 

tratamento mais eficiente (77,01%), e T1, o menos eficiente (4,93%). Cyrtopodium parviflorum 

apresentou valores de viabilidade, mínimo e máximo, de 3,11% (T1) e 20,06% (T4), respectivamente. 

As diferentes respostas de cada espécie aos tratamentos de coloração podem ter ocorrido em razão da 

presença de bolhas de ar dentro das sementes das três espécies, o que faz com que as sementes flutuem 

durante as fases do teste de TTC (Figura 20). Foi observado que essas bolhas podem persistir em 

algumas sementes mesmo após terem sido coradas. Contudo, sementes que passaram por período de 

pré-condicionamento praticamente não apresentaram bolhas após a coloração. Apesar de ser rápido e 

eficiente, França-Neto & Krzyzanowski (2019) destacam que o teste do TTC possui algumas 

limitações:  pode ser afetado por tratamentos pelos quais as sementes foram submetidas, 

influenciando o próprio resultado e também possui algumas limitações: requer treinamento 

especializado e conhecimento sobre a estrutura da semente para a adequada interpretação do teste; é 

tedioso devido o exame individual de cada semente que requer paciência e experiência; consome mais 

tempo por amostra que o teste padrão de germinação a despeito de ser um teste rápido; não mostra a 

eficácia ou a potencial toxicidade de um determinado tratamento a que a semente é submetida. 

Também não informa a presença de patógenos. 

 

Tabela 5. Viabilidade de três espécies de Cyrtopodium estimada por meio do teste de tetrazólio em 

diferentes condições de pré-condicionamento e coloração. Valores expressos em porcentagem.  

Pré-condicionamento água sacarose 10% - 

Solução de  

Tetrazólio 

tampão de 

fosfato 

água tampão de 

fosfato 

água água 

Tratamento T1 T2 T3 T4 T5 

C. parviflorum 3,11 Cd 10,81 Bbc 14,10 Aab 20,06 Ca 7,76 Ccd 

C. virescens 15,34 Ac 44,70 Ab 13,34 Ac 45,41 Bb 87,37 Aa 

C. withneri 4,93 Bd 53,75 Ab 12,26 Ac 77,01 Aa 13,52 Bc 

Médias na mesma linha acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias na mesma coluna seguidas de mesma letra 

maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
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Figura 20. Avaliação do teste de tetrazólio nas sementes das espécies estudadas. A. Sementes de C. 

withneri  congeladas e mantidas em freezer a -20 ºC (40 x) antes do teste do TTC. B-F. Sementes 

submetidas ao teste do TTC. B. C. virescens (35 x). C, D. C. parviflorum (ambas 35 x). E, F. C. 

withneri (20 e 35 x, respectivamente). Setas indicam ar no interior das sementes. Crédito das fotos: 

J.H. Lima.  

 

Na literatura, é relatado que os principais fatores que afetam, positiva ou negativamente, a 

viabilidade em Orchidaceae são: a idade das sementes, o armazenamento e o protocolo usado na 

realização do teste. Suzuki et al. (2012) observaram que a viabilidade de sementes de 
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Hoffmannseggella cinnabarina (Batem. ex Lindl.) H.G. Jones varia com o grau de maturidade das 

mesmas. Segundo esses autores, sementes colhidas com menos de seis meses de idade apresentaram 

menor viabilidade, independente da temperatura de armazenamento. Hosomi et al. (2012) verificaram 

no seu estudo sobre a viabilidade de sementes de 10 espécies de Cattleya, que o armazenamento a -

18 ºC não interferiu negativamente na viabilidade das sementes, ao contrário, por vezes aumentou os 

valores de viabilidade. Vudala & Ribas (2017) e Franceschi et al. (2019) também observaram que o 

armazenamento a baixas temperaturas (-20 e -80 ºC), de sementes de quatro espécies de Oncidiinae 

e de Hadrolaelia grandis (Lindl & Paxton) Chiron & VP Castro, não influenciaram negativamente o 

teste de viabilidade. Por outro lado, trabalhos de deterioração controlada mostram que o 

armazenamento em temperaturas mais altas, entre 40-43 ºC, é deletério à manutenção da viabilidade 

de sementes de Orchidaceae (Hay et al. 2010; Fileti et al. 2015). Segundo Fileti et al. (2021), que 

estudaram o armazenamento de sementes de três espécies do gênero Cattleya Lindl. nas temperaturas 

de 41, 43 e 45 °C, a taxa de declínio da viabilidade das sementes é maior à medida que a temperatura 

de armazentamento aumenta.  

Em relação aos tipos de pré-condicionamento, Hosomi et al. (2012) verificaram que 

sementes armazenadas a -18 ºC apresentaram maior viabilidade do que aquelas que não foram 

armazenadas nessa temperatura, independentemente do tipo de pré-condicionamento. Entretanto, em 

outro estudo, foi observado que a embebição em sacarose ou glicose, ambas a 10%, promoveram 

melhores resultados, e que a coloração não foi afetada pela dissolução do TTC em água ou em tampão 

de fosfatos (Hosomi et al. 2017). Os dados aqui obtidos apontam que o resultado do teste é bastante 

influenciado pelo tipo de tratamento empregado (embebição, diluição do TTC, etc.), de forma similar 

ao que foi descrito por Soares et al. (2014). 

 

7.3. Avaliação da germinação de C. parviflorum e C. withneri em diferentes meios de cultura 

 

No presente estudo foi avaliada a germinação de C. parviflorum e C. withneri em três meios 

de cultivo, KC, MS e ½ MS, com e sem a adição de carvão ativado (CA). O início da germinação 

ocorreu em tempos diferentes. Em ambas formulações de KC, ela se iniciou por volta dos 45 dias 

após a semeadura (Figura 21). Já nas duas formulações de MS e de ½ MS, o início ocorreu em torno 

de 60 dias depois da semeadura. 
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Figura 21. Protocormos de C. parviflorum e C. withneri resultantes da germinação assimbiótica. A, 

B. C. parviflorum. C-F. C. withneri. A. Frascos contendo protocormos originados a partir de sementes 

germinadas (esquerda) e protocotrmos colocados em frasco para a etapa de multibrotação. B. Detalhes 

de frasco com protocormos para a etapa de multibrotação. C. Frascos em estante de cultivo. D. Frasco 

de cultivo em destaque. E, F. Protocormos em destaque evidenciando sua morfologia.  

 

A avaliação da porcentagem de sementes germinadas ocorreu aos 90 dias após a semeadura, 

onde foram observados valores acima de 60% para todos os tratamentos (Tabela 6). Para as duas 

espécies foram observadas maiores porcentagens de germinação nos meios com adição de carvão. A 

única inversão ocorreu entre T3 e T4 para C. parviflorum, respectivamente, ½ MS com e sem adição 
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de carvão ativado, onde houve menor percentual de germinação no meio com carvão, embora sem 

diferença estatística entre os tratamentos.  

 

Tabela 6. Percentual de sementes germinadas de C. parviflorum e C. withneri em diferentes 

formulações de meios de cultura. 

Meio de cultivo MS 1/2MS KC 

Tratamento T1 T2 T3 T4 T5 T6 

Carvão ativado + - + - + - 

C. parviflorum 97.95 Aa 61.39 Ac 74.75 Bbc 80.18 Bbc 93,01 Bab 70.17 Bc 

C. withneri 93.25 Bb 61.80 Ac 99.71 Aa 86.03 Ab 99.76 Aa 90.37 Ab 

Médias na mesma linha acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias na mesma coluna seguidas de mesma letra 

maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

Para C. parviflorum os maiores valores de germinação foram observados nas formulações 

com carvão ativado de MS e KC, respectivamente, T1 (97,95%) e T5 (93,01%), não havendo 

diferença estatística entre eles. O tratamento com menor germinação foi T2 (61,39%), MS sem adição 

de carvão, sem, no entanto, diferir estatisticamente de T3 (74,75%), T4 (80,18%) e T6 (70,17%).  

No caso de C. withneri, T3 e T5, respectivamente, ½ MS e KC, ambos com carvão ativado, 

tiveram maior germinação, seguidos de T1 e T6, sendo que todos esses tratamentos apresentaram 

valores de germinação acima de 90%. Os menores foram observados nas preparações sem carvão de 

MS e ½ MS, respectivamente, T2 (61,80%) e T4 (86.03%). 

A maior diferença entre as formulações estudadas foi em relação à morte de protocormos. 

Aos 90 dias da germinação, foi observada elevada mortalidade de protocormos em todos os meios 

sem adição de carvão. Contudo, em KC, mesmo suplementado com carvão, também ocorreu elevada 

mortalidade de protocormos (dados não quantificados).   

O sucesso e o tempo de germinação in vitro de sementes de orquídeas são afetados por 

diversos fatores, tais como: ausência/presença de luz e fotoperíodo, umidade, fonte de carbono, 

maturidade das sementes, sais presentes nos meios de cultura, entre outros (Arditti 1967). O carvão 

ativado parece não ser um componente essencial na germinação, mas geralmente atua de forma 

positiva nesta etapa e no desenvolvimento dos protocormos (Thomas 2008).  

A presença ou ausência de luz, seu comprimento de onda e fotoperíodo podem ter efeito 

pronunciado na germinação e desenvolvimento de protocormos de algumas espécies, como em 

Cyrtopodium punctatum (Dutra et al. 2009), C. glutiniferum (Vogel & Macedo 2011) e Chloraea 

crispa Lindl. (Quiroz et al. 2017). Para algumas orquídeas terrestres, a presença de luz pode inibir 

completamente a germinação (Nadarajan et al. 2012).  
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A composição de sais é a principal variável dos diversos meios utilizados, notadamente as 

fontes de nitrogênio (Arditti 2008). A capacidade de metabolizar as diferentes formas de nitrogênio 

presentes nos meios (nitrato ou amônio) varia consideravelmente entre as espécies de orquídeas, 

afetando sua germinação e desenvolvimento in vitro (Arditti 1967; Zeng et al. 2011; Srivastava et al. 

2015; Ferreira et al. 2018).  De acordo com Stewart (1989 apud Ferreira et al. 2018), as orquídeas se 

dividem em dois grupos: (i) espécies com aptidão para germinar em meios com maior concentração 

de amônio (NH4
+), e (ii) espécies com aptidão para germinar em meios com mais nitrato (NO3

−). 

Meios como VW - Vacin and Went (Vacin & Went 1949) e KC apresentam maior relação NH4
+: 

NO3
−, 1,46 e 0,89, respectivamente, enquanto que ambos, MS e P723 (PhytoTechnology Orchid Seed 

Sowing Medium), apresentam relação de 0,52. 

Dutra et al. (2009) verificaram que Cyrtopodium punctatum apresentou maior germinação 

nos meios P723 e VW (27,3 e 26,1%, respectivamente), quando comparado com ½ MS (12,9%), KC 

(10,0%). Como os meios P723 e VW tem relações inversas de NH4
+: NO3

−, é possível que outros 

fatores tenham influenciado a germinação, especialmente a presença/ausência de luz e o fotoperíodo, 

escopo do trabalho desses pesquisadores. Situação semelhante foi observada por Rittirat et al. (2018) 

no estudo da germinação de Cymbidium finlaysonianum Lindl. em KC e VW, dois meios com maior 

relação NH4
+: NO3

−. Neste estudo, os maiores percentuais de germinação verificados em KC e VW 

foram, respectivamente, 38,4 e 83,8%, o que pode indicar o envolvimento de outro fator, que não 

nitrato, influenciando a germinação das sementes desta espécie. Franceschi et al. (2019) observaram 

que nas espécies estudadas, WPM (Lloyd & McCown 1980), com relação NH4
+: NO3

− igual a 1, foi 

o meio com melhor germinação (78-94%), seguido por ½ MS (75,7-90%), MS (70,3-82,5%) e KC 

(51-62,5%). Desses meios, KC e MS foram os que apresentaram maior mortalidade de protocormos. 

Vudala & Ribas (2018) também constaram que MS é mais eficiente na germinação que KC, mas, em 

MS houve elevada mortalidade de protocormos, o que não ocorreu em KC. Já nos trabalhos de 

Mohanty et al. (2012) e Paul et al. (2012), MS promoveu maior germinação do que KC, e os 

protocormos gerados naquele meio possuíam melhor qualidade fisiológica. Ferreira et al. (2018), no 

estudo sobre a germinação de Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth não detectaram diferença 

estatística entre os meios estudados, MS, ½ MS, KC e VW.  

Suzuki et al. (2012) observaram que para Hoffmannseggella cinnabarina (Bateman ex 

Lindl.) H.G. Jones a germinação variou em relação à maturidade das sementes, fotoperíodo e ao meio 

utilizado. Aos 9 meses de maturação (a maior idade verificada) MS foi o meio mais eficiente (98,3%), 

mas sem diferença estatística para KC. Para Nothodoritis zhejiangensis Z.H. Tsi, a germinação foi 

maior em KC (40,3%) do que em MS (15,7%) (Zeng et al. 2011). Em Pseudorchis albida (L.) Á. 
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Löve & D. Löve, a presença de nitrato, mesmo em baixa concentração (2 mg.L-1), inibiu a germinação 

da espécie estudada (Ponert et al. 2013). 

Na revisão feita por Thomas (2008), foi verificado que, de maneira geral, o carvão ativado 

atua positivamente na germinação de sementes e em outras etapas do desenvolvimento in vitro de 

orquídeas, mas que em alguns estudos o carvão afetou positiva ou negativamente uma mesma espécie, 

ou apenas negativamente. Em razão das várias influências que o carvão ativado pode gerar no meio 

de cultura como adsorção de vitaminas, minerais, reguladores de crescimento, etc., por vezes é difícil 

estabelecer qual a melhor concentração a ser utilizada (Thomas 2008). Isso foi verificado por Sorgato 

et al. (2020), que constataram que, embora tenha ocorrido germinação das sementes das duas espécies 

estudadas, Dendrobium Phalaenopsis Fitzg. e Dendrobium nobile Lindl., em todos os meios 

analisados (KC, MS, ½ MS e VW), não foi possível estabelecer uma concentração ideal de carvão 

ativado na germinação dessas espécies, nem tampouco verificar um padrão na germinação quando 

carvão foi adicionado aos meios. 

Pacek-Bieniek et al. (2010), Schneiders et al. (2012) e Rodrigues et al. (2015) estudaram a 

influência do carvão ativado em um único meio de cultura. Pacek-Bieniek et al. (2010) verificaram 

que o carvão ativado atua positivamente na germinação de Zygostates grandiflora (Lindl.) Mansf. em 

meio MS. No estudo de Schneiders et al. (2012) sobre Cattleya forbesii Lindl., a germinação em meio 

MS adicionado de carvão foi de 90%, contra 45% no mesmo meio sem carvão. Rodrigues et al. (2015) 

ao analisarem a germinação de Cyrtopodium saintlegerianum, observaram que a percentagem de 

germinação em KC, aos 30 dias, com e sem carvão, foi de 100 vs. 30. No estudo sobre germinação in 

vitro de Dendrobium taurulinum J. J. Smith, Nurfadilah (2016) analisou três meios de cultura: KC, 

VW e MS, e o efeito da adição de carvão ativado a esses meios, tendo observado que os maiores 

valores ocorreram nos meios com adição de carvão. Os valores obtidos para os meios com adição de 

carvão e sem carvão foram: KC (99, 3 vs. 81,2%), MS (96,2 vs. 87,7%) e VW (91,5 vs. 87,8%). A 

análise estatística não detectou significância entre os tratamentos. Este resultado se assemelha ao 

obtido no presente estudo para a germinação de C. parviflorum e C. withneri em MS, ½ MS e KC e 

o efeito do carvão ativado (Tabela 6).  

 

7.4. Avaliação da Multibrotação em protocormos de C. parviflorum e C. withneri  

 

Ao final dos 120 dias da fase de indução de multibrotação em protocormos, os tratamentos 

estudados (listados nas Tabelas 4 e 7) foram avaliados quanto à sobrevivência, valores das dimensões, 

massa fresca e seca da parte aérea e das raízes, número de brotações, de Protocorm-like Body (PLB) 

e de raízes. Os tratamentos estudados apresentaram sobrevivência entre 45,19 e 100% (T9 e T1, 
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respectivamente) para C. parviflorum, e entre 33,33 e 100% (T10 e T5, respectivamente) para C. 

withneri (Tabela 7). Para C. parviflorum os tratamentos com maior sobrevivência variaram de 95,56-

100% (T5-T1), e não apresentaram diferença estatística entre eles. No caso de C. withneri, T5 

apresentou a maior sobrevivência (100%), sem diferença estatística para T6 (98,52%). Ao comparar 

os resultados do mesmo tratamento para as duas espécies, foi verificado que T1, T3, T8 e T9 não 

apresentaram diferença estatística. 

 

Tabela 7. Sobrevivência de protocormos de C. parviflorum e C. withneri cultivados em diferentes 

combinações de reguladores de crescimento (RC) em mg.L-1. Valores de sobrevivência expressos em 

porcentagem.  

RC 
Tratamento 

Sobrevivência 

[BAP] [ANA] C. parviflorum C. withneri 

0 0 T1 100,00 Aa 94,07 Aab 

0 0,5 T2 99,26 Aa 82,22 Bbcd 

0,5 0 T3 99,26 Aa 95,56 Aab 

0,5 0,5 T4 99,26 Aa 91,11 Babc 

1 0 T5 95,56 Ba 100,00 Aa 

1 0,5 T6 73,33 Bb 98,52 Aa 

2 0 T7 48,89 Bcd 71,11 Acde 

2 0,5 T8 62,22 Abcd 51,85 Aef 

4 0 T9 45,19 Ad 59,26 Adef 

4 0,5 T10 68,15 Abc 33,33 Bf 

Médias na mesma coluna acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias na mesma linha acompanhadas de mesma 

letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Arellano-Garcia et al. (2020) realizaram a indução de multibrotação em protocormos da 

orquídea Stanhopea hernandezii (Kunth) Schltr., e observaram valores de sobrevivência entre 2 e 

12%, não tendo sido verificado diferença estatística entre esses resultados. Neste estudo, a 

combinação que resultou em maior sobrevivência dos protocormos foi 0,5 mg.L-1de ANA sem adição 

de BAP, o que equivale a T2 do nosso estudo. Já a combinação com menor sobrevivência foi 0,5 

mg.L-1de ANA e 3,0 mg.L-1 de BAP. Os dados deste trabalho mostraram grande diferença na 

sobrevivência de protocormos de S. hernandezii em relação a C. parviflorum e C. withneri¸ uma vez 

que a menor sobrevivência observada no presente estudo é de quase o triplo do valor da maior 

sobrevivência do trabalho de Arellano-Garcia et al. (2020). Em relação à influência dos reguladores 

de crescimento (RC), foi verificado que, de forma geral, valores maiores que 1 mg.L-1 de BAP afetou 

negativamente a sobrevivência de C. parviflorum e de C. withneri. Outros trabalhos com Orchidaceae 

usaram protocormos como explantes para a indução de multibrotação, mas não apresentaram dados 

acerca da sobrevivência:  Cyrtopodium glutiniferum (Vogel & Macedo 2011), Cymbidium mastersii 

Griff. ex Lindl. (Mohanty et al. 2012), Esmeralda clarkei Rchb.f. (Paudel & Pant 2012), 
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Grammatophyllum speciosum Blume (Samala et al. 2014), Cyrtopodium saintlegerianum (Rodrigues 

et al. 2015).  

Os resultados obtidos sobre as dimensões da parte área e das raízes evidenciaram o efeito 

inibitório do aumento da concentração de BAP sobre crescimento de brotos e raízes nos protocormos 

(Tabela 8). O crescimento das raízes foi severamente afetado pelo BAP, em especial em C. 

parviflorum, onde apenas em T2 foi observado o desenvolvimento de raízes, cuja média do 

comprimento foi de 0,86 cm. Em C. withneri raízes se desenvolveram apenas em T1-T5, com 

comprimentos de 0,84, 0,36, 0,02, 0,03 e 0,13 cm, respectivamente.  

 

Tabela 8. Medidas de brotos e raízes de C. parviflorum e C. withneri originados de protocormos 

cultivados em diferentes combinações de reguladores de crescimento. Altura da parte aérea (APA), 

Diâmetro da menor e maior dimensão do conjunto de brotações (DMe e DMa, respectivamente), 

Comprimento da maior raiz (CMaR), Comprimento das raízes (CR) e Diâmetro da maior raiz 

(DMaR). Valores em cm. Concentrações, em mg.L-1, de ANA/BAP usados nos tratamentos: T1 

(0,0/0,0), T2 (0,5/0,0), T3 (0,0/0,5), T4 (0,5/0,5), T5 (0,0/1,0), T6 (0,5/1,0), T7 (0,0/2,0), T8 (0,5/2,0), 

T9 (0,0/4,0), T10 (0,5/4,0). 
 

Tratamento APA DMe DMa CMaR CR DMaR 

C
. 
p
a
rv

if
lo

ru
m

 

T1 0,35 Bb 0,30 Aa 0,34 Aa 0 Bb 0 Bb 0 Bb 

T2 1,07 Ba 0,42 Aa 0,50 Aa 1,16 Aa 0,86 Aa 0,15 Aa 

T3 0,14 Bb 0,34 Aa 0,51 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

T4 0,11 Bb 0,34 Aa 0,38 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

T5 0 Bb 0,19 Ba 0,23 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

T6 0,16 Bb 0,19 Ba 0,22 Ba 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

T7 0 Ab 0,47 Aa 0,52 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

T8 0 Bb 0,47 Aa 0,60 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

T9 0 Ab 0,51 Aa 0,53 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

T10 0 Ab 0,17 Ba 0,34 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ab 

C
. 
w
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h

n
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T1 2,32 Aa 0,37 Aa 0,40 Aa 1,15 Aa 0,84 Aa 0,08 Aa 

T2 1,55 Aab 0,37 Aa 0,45 Aa 0,36 Bb 0,36 Bab 0,04 Bab 

T3 0,97 Abc 0,41 Aa 0,49 Aa 0,04 Ab 0,02 Ab 0 Ac 

T4 0,96 Abc 0,34 Aa 0,97 Aa 0,03 Ab 0,03 Ab 0,01 Abc 

T5 0,79 bc 0,30 Aa 0,36 Aa 0,13 Ab 0,13 Ab 0,01 Abc 

T6 0,79 Abc 0,27 Aa 0,34 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ac 

T7 0,48 Ac 0,38 Aa 0,65 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ac 

T8 0,34 Ac 0,40 Aa 0,49 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ac 

T9 0,20 Ac 0,43 Aa 0,52 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ac 

T10 0,13 Ac 0,48 Aa 0,69 Aa 0 Ab 0 Ab 0 Ac 

Dentro da mesma coluna, médias relativas à espécie acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias relativas ao 

mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

 

Tanto para C. parviflorum quanto para C. withneri, ocorreu a multiplicação dos protocormos, 

que foi avaliado por meio da dimensão maior (DMa) e da dimensão menor (DMe) das brotações 
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desenvolvidas. Em C. parviflorum essa multiplicação não implicou em diferenciação e crescimento 

de brotos nos tratamentos T7-T10. A altura da parte área também se mostrou negativamente 

influenciada pelo aumento da concentração de BAP nas duas espécies estudadas. Valores de altura 

da parte aérea maiores que 1 cm foram registrados apenas em T2 (1,07 cm) para C. parviflorum, e 

em T1 (2,32 cm) e T2 (1,55 cm) para C. withneri. Esses resultados contrastam com os apresentados 

por Paudel & Pant (2012), em estudo sobre multibrotação de Esmeralda clarkei com avaliação de dez 

combinações de ANA e BAP. Esses autores observaram que a altura dos brotos variou de 1,75-3,67 

cm, cujos maiores valores observados são equivalentes a T2, T1, T8 e T3 do nosso trabalho. As 

comparações entre os dois estudos mostram que o alongamento dos brotos das espécies de 

Cyrtopodium aqui estudadas são negativamente afetadas pelo BAP, enquanto que em E. clarkei, esse 

RC afetou positivamente o alongamento dos brotos, e ainda ocorreu sinergia com ANA. 

A formação de raízes ocorreu apenas nos tratamentos correspondentes a T1 e T2 do nosso 

estudo, com comprimentos médios, respectivos, de 0,5 e 2,37 cm. O comprimento de brotos do nosso 

estudo apresentou similaridade com o este estudo, com exceção do desenvolvimento de brotos em 

T8, que não ocorreu no nosso estudo. Paudel & Pant (2012) obtiveram raízes maiores que 2 cm, valor 

bastante significativo em relação ao nosso estudo, onde não se registrou raízes maiores que 1 cm. No 

trabalho de Mohanty et al. (2012) em protocormos de Cymbidium mastersii, o menor comprimento 

das raízes produzidas, 1,10 cm, foi observado no cultivo apenas com ANA na concentração de 5,0 

M (0,93 mg.L-1), e o maior, 3,46 cm, ocorreu no uso isolado de Ácido Indol-3-Butírico (AIB) a 10,0 

M (2,03 mg.L-1). No nosso estudo, não foi usada essa concentração de ANA ou AIB. No nosso 

trabalho o uso isolado de ANA a 0,5 mg.L-1 produziu o maior comprimento de parte aérea para C. 

parviflorum (1,07 cm) e o segundo maior valor para C. withneri (1,55 cm).  

Em um estudo com Dactylorhiza hatagirea (D.Don) Soo (Warghat et al. 2014), o menor 

comprimento de brotos, 7,80 cm, foi observado no meio BM-1 (Basal medium from HiMedia 

Laboratories Pvt. Limited, Mumbai, India), sem adição de RC. Já o maior comprimento, 17,80 cm, 

ocorreu no cultivo em MS com adição de 3 mg.L-1 Ácido Indol-3-Butírico (AIB) e 1 mg.L-1 de 

Cinetina. O comprimento das raízes apresentou menor variação, com o menor comprimento, 5,34 cm, 

no tratamento com MS adicionado de 3 mg.L-1 AIB, e o maior comprimento, 8,02 cm, foi observado 

no cultivo em MS combinado com 3 mg.L-1 de AIB e 1 mg.L-1 de Cinetina.  Os valores apresentados 

por esses autores são bem diferentes daqueles encontrados em nosso estudo e a outros revisados. Duas 

possíveis explicações podem ser levantadas: i. D. hatagirea pertence a outra subfamília, 

Orchidoideae, caracterizada quase que exclusivamente por plantas terrestres com órgão de 

armazenamento tuberiformes (Pridgeon et al. 2003); e ii. O uso de RC menos comumente usados na 

multibrotação de orquídeas. Então, o uso de RC menos comuns pode ter estimulado a rizogênese e 
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diferenciação de brotos em uma planta de um grupo diferente das plantas estudadas, duas 

Epidendroideae.  

Devi et al. (2015) no estudo de multibrotação de Taprobanea spathulata (L.) Christenson 

em meio MS adicionado de RC isolados ou combinados, verificaram que para o comprimento dos 

brotos, o uso de BAP isolado a 2 mg.L-1 foi o mais eficiente, produzindo brotos de 1,74 cm. Já a 

combinação de RC com maiores brotos, 2,33 cm, ocorreu com 2 mg.L-1 de BAP com 2 mg.L-1 de 

Ácido Indol Acético (AIA). Para RC isolados, as maiores raízes se desenvolveram no tratamento sem 

adição dos RC. As maiores raízes para combinações de RC, 0,99 cm, ocorreram no meio adicionado 

de 1 mg.L-1 de Cinetina e 2 mg.L-1 de ANA.  

O trabalho de Rodrigues et al. (2015) sobre Cyrtopodium saintlegerianum apresentou 

informações sobre dimensões de raízes e parte aérea. Esses autores usaram o meio KC e avaliaram 

os efeitos de RC na indução de multibrotação em sete tratamentos com BAP e ANA, dos quais, quatro 

apresentam as mesmas concentrações usadas no presente estudo: T1, T6, T7 e T8. O maior 

comprimento dos brotos (2,60 cm) foi observado no tratamento com adição apenas de ANA a 2 mg.L-

1, mas sem diferença estatística para T1 (2,30 cm). O menor comprimento de brotos se deu em T8 

(0,66 cm). Em relação às raízes, o menor e o maior comprimento, foram observados em T7 (0,44 cm) 

e em T1 (2,75 cm), respectivamente. O desenvolvimento de raízes foi observado em todos os 

tratamentos, e quatro deles apresentaram raízes maiores que 1 cm, tendo T1 apresentado o maior 

comprimento, 2,75 cm. Ao comparar os dois estudos, percebe-se que as três espécies tiveram 

comportamento parecido em relação ao aumento da concentração de BAP, que influenciou 

negativamente o crescimento tanto de brotos como de raízes.  

No presente estudo, brotos maiores que 1 cm foram observados em C. parviflorum apenas 

em T2 (1,07 cm), e em C. withneri em T1 (2,32 cm) e T2 (1,55 cm), sem diferença entre eles. Os 

valores relativos à maiores alturas da parte aérea foram similares ao observado por Rodrigues et al. 

(2015) em C. saintlegerianum. O menor tamanho dos brotos de C. parviflorum pode ser uma 

característica genética, uma vez que C. withneri e C. saintlegerianum possuem, quando adultas, 

pseudobulbos de até duas vezes o comprimento dos pseudobulbos de C. parviflorum (Menezes 2000). 

Em relação ao comprimento das raízes, neste estudo nenhuma das duas espécies produziu raízes 

maiores que 1 cm, e C. parviflorum produziu raízes apenas em T7. Por sua vez, Rodrigues et al. 

(2015) observaram o desenvolvimento de raízes em todos os tratamentos, e quatro deles apresentaram 

raízes maiores que 1 cm, tendo T1 apresentado o maior comprimento, 2,75 cm. Ao comparar os dois 

estudos, percebe-se que as três espécies tiveram comportamento parecido em relação ao aumento da 

concentração de BAP, que influenciou negativamente o crescimento tanto de brotos como de raízes.  
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 A quantificação da massa fresca e seca da parte aérea e das raízes das duas espécies 

estudadas mostrou diferença entre alguns tratamentos (Tabela 9). Em C. parviflorum, as maiores 

massas fresca e seca da parte aérea foram observadas para T2, 0,05671 e 0,00598 g, respectivamente. 

Contudo, não houve diferença estatística para em relação a T1, T3 e T4. Em relação a C. withneri, T7 

apresentou a maior fresca e seca, 0,14745 e 0,01147 g, respectivamente, mas sem diferir dos demais 

tratamentos. No caso de C. parviflorum, o único tratamento que produziu raízes foi T2, com valores 

de massa fresca e seca de 0,03987 e 0,00307 g, respectivamente. Cyrtopodium withneri desenvolveu 

raízes em T1, T2, T4 e T5. O tratamento T1 apresentou os maiores valores de massa fresca e seca, 

0,01983 e 0,00189 g, respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Em ambas 

as espécies foi possível verificar que o aumento na concentração de BAP afetou negativamente a 

produção de raízes. Esse efeito foi mais pronunciado em C. parviflorum, onde não ocorreu a formação 

de raízes nos tratamentos com esse RC. Em C. withneri foi observado o desenvolvimento de raízes 

em concentrações intermediárias de BAP, T4 e T5, 0,5 e 1,0 mg.L-1, respectivamente.  

A comparação dos dados de massa fresca e seca com outros trabalhos não foi possível, pois 

a literatura consultada, ou usou metodologia diferente para esta etapa (Mohanty et al. 2012; Picolotto 

2013; Maharjan et al. 2019; An et al. 2021; Latunra et al. 2021), ou quando usou a mesma 

metodologia, não realizou a análise desse tipo de dado (Paudel & Pant 2012; Warghat et al. 2014; 

Rodrigues et al. 2015; Arellano-Garcia et al. 2020). 

A proporção de Protocorm-like Bodies (PLB), brotos e raízes originados a partir de 

protocormos observados para C. parviflorum e C. withneri apresentou diferença tanto entre 

tratamentos quanto entre as duas espécies (Tabela 10). Em todos os tratamentos ocorreu o 

desenvolvimento de PLB para ambas as espécies, inclusive em T1, que não contou com a adição dos 

reguladores de crescimento. A formação de PLB em T1 se deu, provavelmente, pelo balanço 

hormonal endógeno. 

Cyrtopodium parviflorum apresentou a maior porcentagem de explantes com PLB nos 

tratamentos sem adição de BAP, ou seja, T1 (91,85%) e T2 (92,59%), os quais não apresentaram 

diferença estatística entre si, mas diferiram dos demais tratamentos. O tratamento T3 (40%) diferiu 

estatisticamente de T4-T10, que não apresentaram diferença estatística entre si, e variaram de 4,44% 

(T5) a 17,04% (T4). Para C. withneri, os tratamentos T1-T6 apresentaram as maiores porcentagens 

de explantes com PLB e não diferiram estatisticamente, tendo em T6 a maior frequência, 73,33%. O 

tratamento com menor ocorrência de explantes com PLB foi T10 (31,11%). Em relação à presença 

de brotos nos explantes, foi observado em todos os tratamentos para C. withneri, e nos tratamentos 

T5 e T1-T7 para C. parviflorum. Para esta espécie, T2, com 60%, foi o tratamento com maior 

ocorrência de brotos, e os demais tratamentos com presença de brotos tiveram valores abaixo de 4%. 



 
60 

Em relação a C. withneri, T1, com 83,70%, foi a maior ocorrência de brotos por explante, e T8-T10 

as menores porcentagens, não diferindo entre si. A presença de raízes nos explantes foi observada em 

C. parviflorum apenas em T2 (41%), e em todos os tratamentos de C. withneri, exceto T8 e T9, sendo 

T1 (55,56 %) o tratamento com maior ocorrência de brotos nos explantes cultivados. A relação 

PLB/Explante foi maior em T2 (4,52) e T1 (3,14) para C. parviflorum, e em T1 (2,02) para C. 

withneri, destacando que o tratamento T1 não teve adição de reguladores de crescimento. O número 

de Brotos/Explante foi similar ao de PLB/Explante, com T2 resultando na maior relação para C. 

parviflorum (0,26) e T1 (2,79) para C. withneri. Acerca da relação Raiz/Broto, T2 foi o único 

tratamento que desenvolveu raízes em C. parviflorum, e resultou em 0,17 Raiz/Broto. No caso de C. 

withneri, T10 produziu o meio número de raízes (1,17), mas não diferiu dos demais tratamentos. 

 

Tabela 9. Massa fresca e seca da parte aérea de brotos e raízes brotos obtidos pela multibrotação de 

protocormos de C. parviflorum e C. withneri cultivados em diferentes combinações de reguladores 

de crescimento. Massa fresca (MF) e Massa seca (MS) estão expressas em g. Concentrações, em 

mg.L-1, de ANA/BAP usados nos tratamentos: T1 (0,0/0,0), T2 (0,5/0,0), T3 (0,0/0,5), T4 (0,5/0,5), 

T5 (0,0/1,0), T6 (0,5/1,0), T7 (0,0/2,0), T8 (0,5/2,0), T9 (0,0/4,0), T10 (0,5/4,0).  
 

Tratamento MFaérea MSaérea MFraiz MSraiz 
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T1 0,02275 Bab 0,00397 Aabc 0 Bb 0 Bb 

T2 0,05671 Aa 0,00598 Aa 0,03987 Aa 0,00307 Aa 

T3 0,03814 Aa 0,00535 Aab 0 Ab 0 Ab 

T4 0,02805 Aab 0,00342 Aabc 0 Ab 0 Ab 

T5 0,00938 Ab 0,00123 Abc 0 Ab 0 Ab 

T6 0,00592 Bb 0,00063 Ac 0 Ab 0 Ab 

T7 0,01459 Bb 0,00058 Bc 0 Ab 0 Ab 

T8 0,00336 Bb 0,00029 Bc 0 Ab 0 Ab 

T9 0,00475 Bb 0,00059 Ac 0 Ab 0 Ab 

T10 0,00459 Bb 0,00043 Bc 0 Ab 0 Ab 

C
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T1 0,08705 Aa 0,00683 Aa 0,01983 Aa 0,00189 Aa 

T2 0,0586 Aa 0,00511 Aa 0,00477 Bb 0,00052 Bb 

T3 0,0479 Aa 0,00906 Aa 0 Ab 0 Ab 

T4 0,08665 Aa 0,0068 Aa 0,00049 Ab 0,00005 Ab 

T5 0,06538 Aa 0,00416 Aa 0,00114 Ab 0,00011 Ab 

T6 0,09035 Aa 0,00789 Aa 0 Ab 0 Ab 

T7 0,14745 Aa 0,01147 Aa 0 Ab 0 Ab 

T8 0,08381 Aa 0,00542 Aa 0 Ab 0 Ab 

T9 0,05701 Aa 0,00882 Aa 0 Ab 0 Ab 

T10 0,10592 Aa 0,00577 Aa 0 Ab 0 Ab 

Dentro da mesma coluna, médias relativas à espécie acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias relativas ao 

mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
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Tabela 10. Dados de brotações e raízes geradas por protocormos de C. parviflorum e C. withneri 

cultivados em diferentes combinações de reguladores de crescimento. Valores de Explantes com PLB 

(Exp_PLB), Explante com brotos (Exp_Broto) e Explante com raízes (Exp_Raiz) estão expressos em 

porcentagem. Número de PLB, Brotos e Raízes por explante (PLB/Exp), (Broto/Exp) e Raízes por 

broto (Raiz/Broto), respectivamente. Concentrações, em mg.L-1, de ANA/BAP usados nos 

tratamentos: T1 (0,0/0,0), T2 (0,5/0,0), T3 (0,0/0,5), T4 (0,5/0,5), T5 (0,0/1,0), T6 (0,5/1,0), T7 

(0,0/2,0), T8 (0,5/2,0), T9 (0,0/4,0), T10 (0,5/4,0). 

  Tratamento Exp_PLB Exp_Broto Exp_Raiz PLB/Exp Broto/Exp Raiz/Broto 

C
. 
p
a
rv

if
lo

ru
m

 

T1 91,85 Aa 3,70 Bb 0,00 Bb 3,14 Ab 0,01 Bb 0,00 Bb 

T2 92,59 Aa 60,00 Aa 41,00 Aa 4,52 Aa 0,26 Ba 0,17 Ba 

T3 40,00 Bb 2,22 Bb 0,00 Ab 0,84 Bc 0,04 Bb 0,00 Bb 

T4 17,04 Bc 0,74 Bb 0,00 Bb 0,24 Bc 0,02 Bb 0,00 Bb 

T5 4,44 Bc 0,00 Bb 0,00 Bb 0,07 Bc 0,00 Bb 0,00 Ab 

T6 8,15 Bc 1,48 Bb 0,00 Bb 0,17 Bc 0,04 Bb 0,00 Bb 

T7 8,89 Bc 0,74 Bb 0,00 Ab 0,11 Bc 0,03 Bb 0,00 Ab 

T8 15,56 Bc 0,00 Ab 0,00 Ab 0,24 Bc 0,00 Ab 0,00 Ab 

T9 10,37 Bc 0,00 Bb 0,00 Ab 0,14 Bc 0,00 Bb 0,00 Ab 

T10 11,11 Bc 0,00 Ab 0,00 Ab 0,18 Bc 0,00 Ab 0,00 Ab 

C
. 
w
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h

n
er
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T1 66,67 Bcd 83,70 Ad 55,56 Ac 2,02 Bd 2,79 Ac 0,50 Aa 

T2 71,11 Bd 50,37 Ac 25,19 Ab 1,82 Acd 0,87 Aab 0,56 Aa 

T3 75,56 Ad 36,30 Ac 0,74 Aa 1,65 Abcd 1,02 Aab 0,01 Aa 

T4 65,93 Acd 41,48 Ac 7,41 Aa 1,36 Aabcd 1,26 Ab 0,12 Aa 

T5 72,59 Ad 45,19 Ac 5,19 Aa 1,49 Abcd 1,13 Aab 0,08 Aa 

T6 73,33 Ad 42,22 Ac 4,44 Aa 1,61 Abcd 1,44 Ab 0,06 Aa 

T7 45,19 Aab 28,15 Ac 0,74 Aa 1,02 Aab 1,10 Aab 0,00 Aa 

T8 42,22 Aab 8,15 Aa 0,00 Aa 1,07 Aabc 0,42 Aab 0,00 Aa 

T9 50,37 Abc 14,07 Aab 0,00 Aa 1,35 Aabcd 0,44 Aab 0,00 Aa 

T10 31,11 Aa 5,93 Aa 5,19 Aa 0,70 Aa 0,18 Aa 1,17 Aa 

Dentro da mesma coluna, médias relativas à espécie acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias relativas ao 

mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
 

Protocorm-like Bodies, ou protocormos secundários (Bustam et al. 2014; Mohanty et al. 

2014), são embriões somáticos formados diretamente da superfície ou a partir de células subdermais 

de explantes (Lee et al. 2013). São formados quase que exclusivamente na cultura de tecido das 

Orchidaceae (Cui et al. 2008; Fang et al. 2016). De acordo com Cardoso et al. (2022), o emprego de 

reguladores de crescimento é fundamental para que ocorra a indução de PLB em explantes. Arellano-

Garcia et al. (2020) relatam que há poucos casos de indução de PLB sem adição de reguladores de 

crescimento ao meio de cultivo. Na revisão da literatura foram encontrados trabalhos com orquídeas 

onde PLB foram induzidos sem a presença de reguladores de crescimento no meio. O trabalho de 

Vogel & Macedo (2011) realizado com C. glutiniferum não apresentou a frequência de explantes com 
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PLB, contudo, registrou 0,45 PLB/Explante, relação bem inferior ao obtido neste trabalho para C. 

parviflorum (3,14) e C. withneri (2,02).  

Samala et al. (2014) estudaram a multibrotação em Grammatophyllum speciosum em meio 

½ MS livre de RC e com adição de 1 e 0,5 mg.L-1 de BAP e ANA, e o efeito da adição de carvão 

ativado a esses meios. Os meios com CA apresentaram frequências e número de PLB/Explante 

ligeiramente maiores do que os que não continham CA. Nos meios sem RC foram observados os 

seguintes valores de frequências e número PLB/Explante nos meios sem e com adição de CA, 

respectivamente: 21,7% e 2,91; e 28,3% e 4,63. Por sua vez, os meios com RC apresentaram 

frequências e número PLB/Explante de 46,7% e 5,84; e 63,3% e 6,87, respectivamente na ausência e 

de presença de CA.  

Este trabalho não avaliou o efeito do CA na multibrotação, contudo possui dois tratamentos 

em comum com o trabalho de Samala et al. (2014), quais sejam: T1 e T6. Dessa forma, o confronto 

dos dados obtidos para a frequências e número PLB/Explante em T1: C. parviflorum (91,85% e 3,14), 

C. withneri (66,67% e 2,02) e G. speciosum (21,7% e 2,91), e em T6: C. parviflorum (8,15% e 0,17), 

C. withneri (73,3% e 1,61) e G. speciosum (46,7% e 5,84), permitem constatar que as duas espécies 

de Cyrtopodium apresentaram maiores frequências de PBL em T1 do que G. speciosum, e relação 

PLB/Explante próximas umas das outras, com discreta redução para C. parviflorum. Para T6 C. 

withneri a frequência de PLB foi bem maior que as outras duas espécies, notadamente maior que C. 

parviflorum. Relativo ao número de PLB/Explantes, G. speciosum teve melhor resposta neste 

tratamento do que as outras espécies.  

Devi et al. (2015) estudaram a indução de PLB em Taprobanea spathulata em meio ½ MS 

sob dois contextos: i. sob influência de três aditivos orgânicos: peptona, suco de tomate, água de côco, 

isolados e com adição da citocinina Cinetina na concentração de 0,5 mg.L-1; ii. combinações de BAP 

com Ácido Indol Acético (AIA), e Cinetina com ANA ou AIA. No primeiro contexto, todos os 

tratamentos produziram PLB nos explantes. Dois tratamentos apresentaram os maiores valores 

PLB/Explante sem diferença estatística entre eles:  14.64 (peptona a 0,5%) e 16,84 (peptona a 0,125% 

adicionada de Cinetina). No segundo contexto, a combinação de 1,0 mg.L-1 de Cinetina e 1,0 mg.L-1 

AIA foi a que resultou no maior número de PLB/Explante, 22,40, diferindo estatisticamente das 

outras combinações empregadas, que variaram de 1,40-17,40. O número PLB/Explante observado 

em T. spathulata superou aquele obtido no presente estudo: 0,07-4,52 para C. parviflorum e 0,70-

2,02 para C. withneri. 

Em um estudo sobre Cymbidium mastersii, Mohanty et al. (2014) obtiveram 2,45 

PLB/Explante sem o uso de RC, e 20,55 como melhor resultado com o emprego de RC, na 

combinação de 5,0 M (1,125 mg.L-1) de BAP e 2,5 M (0,565 mg.L-1) de ANA, sendo esses valores 
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próximos ao usado em T6 do presente estudo. Neste caso, a indução em meio livre de RC resultou 

em valores próximos aos deste estudo, e valores bem maiores aos encontrados com o emprego de RC, 

em especial em T6, e de forma similar ao descrito para T. spathulata.  

Por último, Warghat et al. (2014) ao estudarem a produção de PLB em Dactylorhiza 

hatagirea (D. Don) Soo cultivada em dez meios de cultura sem adição de RC, observaram que nove 

desses meios induziram o desenvolvimento de PLB. O meio PT139 foi o único que não promoveu a 

indução de PLB. Os meios com frequências de indução acima de 10% foram: LD (23,4%), TP039 

(21,4%), BM1 (20,4%) e ½ MS (18,6%). Esses valores são bem menores aos encontrados para C. 

parviflorum (91,85%) e C. withneri (66,67%) no estudo aqui apresentado (Tabela 10).  

Os dados obtidos sobre o número de Brotos/Explante e Raiz/Explante mostram que os 

tratamentos utilizados foram pouco efetivos na indução de brotos a partir de protocormos ou PLB e 

de raízes em brotos. Em C. parviflorum, em todos os tratamentos a relação Brotos/Explante ficou 

abaixo de 1,00, com T2 apresentado a maior relação, 0,26. Em C. withneri, essa relação variou de 

0,18 (T10) a 2,79 (T1). O número de Raiz/Explante foi baixo, sendo de 0,17 (T2) em C. parviflorum, 

cabendo destacar que este foi o único tratamento que produziu raízes. No caso de C. withneri, T10 

apresentou relação acima de 1,00, precisamente 1,17. Vogel & Macedo (2011) relataram 0,04 

Raiz/Explante no cultivo em meio sem RC e 0,65 no cultivo apenas em AIA na concentração de 1 

M (0,175 mg.L-1). Os tratamentos com TDZ, sozinho ou combinado com AIA, não produziram 

raízes. Esses valores baixos também foram observados no nosso estudo, e parece ser uma 

característica do gênero, já que os trabalho desses autores foi sobre C. glutiniferum. Paudel & Pant 

(2012), obtiveram resultados significativos na indução de brotos em explantes em comparação com 

nosso trabalho. Esses autores registraram os maiores valores de Brotos/Explante 14,00, 13,75, 11,50 

e 14,00, para o cultivo em meio MS com adição apenas de BAP nas concentrações de 0,5, 1,0, 1,5 e 

2,0 mg.L-1, respectivamente. A combinação de BAP com ANA se mostrou menos eficiente que o uso 

isolado de BAP na indução de brotos nos explantes. Já a produção de raízes ocorreu apenas em dois 

tratamentos, no meio sem RC e no meio adicionado apenas de ANA na concentração de 0,5 mg.L-1, 

equivalentes a T1 e T2 deste trabalho, com número de Raiz/Explante iguais a 0,75 e 3,00, 

respectivamente. Em nosso estudo, T1 não levou à produção de raízes em C. parviflorum, mas 

produziu 0,50 Raiz/Explante em C. withneri, mesmo valor do estudo em discussão. Já em T2, houve 

produção de raízes em C. parviflorum e em C. withneri, com valores de Raiz/Explante de 0,17 e 0,56, 

respectivamente, valores inferiores ao de Paudel & Pant (2012). No estudo sobre Cymbidium 

mastersii realizado por Mohanty et al. (2014), o uso isolado de Ácido Indol-3-Butírico (AIB) nas 

concentrações de 10,0 M (2,03 mg.L-1) e 20,0 M (4,06 mg.L-1) produziram o maior e o menor valor 

de Raiz/Explante: 7,46 e 2,03, respectivamente. 
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Os dados aqui apresentados mostraram que a indução de multibrotação em C. parviflorum e 

C. withneri guardaram similaridade com a maior parte dos trabalhos analisados. Destacou-se no nosso 

estudo a frequência de PLB nos explantes, que foi mais elevada que a dos trabalhos comparados 

(Samala et al. 2014); Warghat et al. 2014), e foi induzida sem a necessidade de RC. O emprego de 

BAP em concentrações mais altas se mostrou inibitório, de maneira similar ao demonstrado por 

Rodrigues et al. (2015) e de forma antagônica ao que foi apresentado por Paudel & Pant (2012). 

Warghat et al. (2014) obtiveram os maiores comprimentos de brotos e raízes em relação a este e aos 

demais trabalhos, cuja explicação pode estar no emprego de RC diferentes dos comumente 

empregados na indução de multibrotação ou no fato da espécie estudada pertencer a uma mesma 

subfamília das espécies estudadas neste e nos trabalhos comparados. De forma geral, os dados obtidos 

se mostraram compatíveis com os dados da literatura. Além disso, eles se mostraram promissores 

para a produção de explantes para as próximas fase de reprodução in vitro das duas espécies 

estudadas, em especial a produção de PLB, pois essas estruturas têm grande importância na produção 

em massa de plantas clonais, tanto para produção de plantas de vasos quanto para flores de corte 

(Cardoso et al. 2022). Eventuais resultados negativos podem ser ajustados, já que diversos fatores 

podem influenciar a fase de multibrotação: temperatura, pH, intensidade luminosa e qualidade da luz, 

além da composição do meio (adição de CA e componentes orgânicos, fontes de carboidratos, etc.) e 

da influência dos reguladores de crescimento isolados ou combinados (Vogel & Macedo 2011; Wang 

& Irving 2011; Lin et al. 2020; Nazir et al. 2022). 

 

7.5. Alongamento em BIT e em meio gelificado com e sem adição de carvão ativado 

 

O alongamento de orquídeas micropropagadas possui algumas regras gerais, contudo, seria 

esperado que cada planta ou grupo de plantas aparentadas tivessem necessidades próprias e 

demandassem procedimentos específicos para essa etapa (Arditti 2008; Sarmah et al. 2017; Mayo-

Mosqueda et al. 2022). Protocormos individuais ou clusters de PLB (Samala et al. 2014; Parthibhan 

et al. 2015; Picolotto et al. 2017; Silva et al. 2017; An et al. 2021) podem ser cultivados em meio 

apropriado até que ocorra o completo desenvolvimento da parte aérea e das raízes. Outra possibilidade 

é a aplicação da metodologia aperfeiçoada por Valvekens et al. (1988), conhecida como regeneração 

em dois passos. Nessa metodologia, o primeiro passo consiste em estimular a multiplicação dos 

explantes e no segundo momento estimular o alongamento do caule e indução de raízes. Esse 

resultado é obtido por meio da inversão do balanço Auxina/Citocinina em cada etapa. Esta técnica 

talvez seja a mais difundida, com diversos trabalhos que a empregaram: Das et al. (2007), Rodrigues 
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et al. (2015), Maharjan et al. (2019), Bhowmik et al. (2020a; 2020b), Souza et al. (2021), Vendrame 

et al. (2022), Zanello et al. (2022). 

No presente estudo foram avaliados dois sistemas de alongamento por 120 dias: em meio 

gelificado com ágar e em Biorreator de Imersão Temporária (BIT). No primeiro sistema foi testado 

o alongamento com e sem adição de carvão ativado (CA). Para o alongamento em BIT, foram 

avaliados três intervalos entre as imersões: 2, 4 e 8 h. Para este último intervalo foi avaliado o efeito 

da combinação de 1 mg.L-1 de BAP + 0,5 mg.L-1 de ANA (mesma combinação usada no tratamento 

T6 da fase de indução de multibrotação). Também foram avaliados os dados sobre brotos e raízes 

desenvolvidos nesta etapa, teores de clorofilas e pigmentos carotenoides e densidade estomática. 

A sobrevivência dos explantes foi maior no alongamento em meio gelificado (Tabela 11), 

para ambas as espécies estudadas, não havendo diferença estatística entre os tratamentos e entre as 

duas espécies. Para C. parviflorum, o meio sem CA apresentou 100,00% de sobrevivência, enquanto 

que no meio com CA esse valor foi de 93,75%. No caso de C. withneri, os valores de sobrevivência 

para os meios sem e com CA foram de 93,75 e 100,00%, respectivamente. Ao final do alongamento 

em BIT, apenas dois tratamentos continham plântulas vivas: 4 e 8 h, ambos sem RC. Cyrtopodium 

withneri apresentou sobrevivência de 2,50 e 10,00% para 4 e 8 h, respectivamente. Para a C. 

parviflorum a sobrevivência observada foi de 2,50% apenas no intervalo de imersão de 8 h. Os 

explantes que morreram no alongamento em BIT se mostraram totalmente despigmentados ou 

ficaram castanhos ao final desta fase.  

 

Tabela 11. Sobrevivência de plantas de C. parviflorum e C. withneri micropropagadas submetidas a 

diferentes sistemas de alongamento. Carvão ativado (CA), BIT = Biorreator de imersão temporária 

com intervalos entre as imersões de 2, 4 e 8 h. RC = Reguladores de crescimento (1 mg.L-1 de BAP 

+ 0,5 mg.L-1 de ANA).  

Alongamento Ágar Ágar + CA BIT 2h BIT 4h BIT 8h BIT 8h + RC 

C. parviflorum 100,00 Aa 93,75 Aa 0,00 Ab 0,00 Ab 2,50 Ab 0,00 Ab 

C.  withneri 93,75 Aa 100,00 Aa 0,00 Ab 2,50 Ab 10,00 Ab 0,00 Ab 

Médias na mesma linha acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias na mesma coluna seguidas de mesma letra 

maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

 

Os dados observados no presente trabalho, acerca do alongamento em meio gelificado, se 

mostraram similares aos observados na literatura analisada, com valores de sobrevivência elevados: 

Dendrobium transparens Wall ex Lindl (Bhowmik & Rahman 2020a), Aerides multiflora Roxb. 

(Bhowmik & Rahman 2020b), híbridos de Phalaenopsis (Zanello et al. 2022).  

Mancilla-Álvarez et al. 2021 em seu trabalho com Inhame, Colocasia esculenta (L.) Schott, 

obtiveram sobrevivência de explantes próximas a 100% ao fim do alongamento em BIT e em meio 
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gelificado, sem diferença entre esses tratamentos. Esse resultado diferente completamente ao 

observado neste estudo em relação ao alongamento em BIT, onde a sobrevivência máxima, de 10%, 

ocorreu em apenas um tratamento. Por sua vez, a maioria dos tratamentos em BIT deste trabalho 

apresentou mortalidade de todos os explantes, resultado similar ao apresentado por Rodrigues et al. 

(2006) em trabalho sobre Heliconia champneiana Griggs cv. Splash., onde no intervalo de seis horas 

entre as imersões houve elevada mortalidade dos explantes e no intervalo de oito horas ocorreu a 

morte de 100% dos explantes, com completa oxidação do material.  

Vários estudos relatam sucesso no alongamento em BIT, como o trabalho de Ramos-Castellá 

et al. (2014) sobre Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews (Orchidaceae), no qual avaliaram três 

métodos de alongamento: meio gelificado, imersão parcial em meio líquido e BIT, com alta 

sobrevivência dos explantes nos três métodos, não havendo diferença. Esses autores destacaram que 

apesar de não ter tido diferença estatística entre os métodos, as plantas produzidas em BIT 

apresentavam mais vigor. Em outro estudo sobre V. planifólia, Ramírez-Mosqueda & Iglesias-Andreu 

(2016) avaliaram três sistemas de imersão temporária e obtiveram elevadas taxas de sobrevivência de 

explantes, de maneira semelhante a outros estudos: Escalona et al. (1999), Parthibhan & Kumar 

(2015), Arellano-García et al. (2020), Zhang et al. (2022). 

Mesmo exibindo bons resultados, o alongamento em BIT pode ocasionar dois graves 

problemas na cultura de tecidos: necrose (Vidal & Sánchez 2019) ou hiperhidricidade (Yancheva et 

al. 2019). Para solucionar esses problemas ajustes devem ser feitos na composição do meio de cultivo, 

como a alteração nas concentrações do RC e de açúcares, adição de cálcio e boro (Martin et al. 2007; 

Machado et al. 2014; Silva et al. 2020); e ajustes no intervalo entre as imersões (Debnath 2011; Zhang 

et al. 2018a). 

De maneira similar ao observado sobre a sobrevivência dos brotos de C. parviflorum e C. 

withneri em diferentes sistemas de alongamentos, a quantidade de brotos e o número de folhas 

produzidas e a altura da parte aérea dos brotos, os tratamentos em BIT se mostraram pouco efetivos 

(Tabela 12). Para C. parviflorum, o maior número de brotos ocorreu no alongamento realizado em 

ágar sem adição de CA. Em C. withneri, o maior número de brotos também ocorreu no cultivo em 

ágar sem CA, mas não diferiu estatisticamente dos demais tratamentos. Para ambas as espécies, os 

brotos desenvolvidos no alongamento em BIT ocorreram no intervalo entre imersões de 8 h para as 

duas espécies, e também no intervalo de 4 h para C. withneri. O número de folhas não apresentou 

diferença entre as duas espécies no cultivo em meio gelificado com e sem a adição CA, variando de 

5,00-5,13 cm, sem diferir estatisticamente. A altura da parte aérea para as duas espécies também foi 

maior no alongamento em meio gelificado, tendo C. withneri apresentado as maiores alturas, 16,66 e 

16,32 cm para o cultivo com e sem CA, respectivamente, sem diferença estatística entre elas. 
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Cyrtopodium parviflorum apresentou diferença estatística entre os valores das duas maiores alturas 

observadas: 9,10 e 7,54 cm, em meio com e sem CA, respectivamente.  

  

Tabela 12. Dados sobre a parte aérea de brotos de C. parviflorum e C. withneri submetidos a 

diferentes sistemas de alongamento. Carvão ativado (CA), Biorreator de imersão temporária com 

intervalos entre as imersões de 2, 4 e 8 h (BIT 2h, 4h e 8h, respectivamente), Reguladores de 

crescimento na combinação de1 mg.L-1 de BAP + 0,5 mg.L-1 de ANA (RC). Número de brotos 

maiores e menores que 1 cm (Brotos+1cm e Brotos-1cm, respectivamente), Número de folhas (NF), 

Altura da parte aérea em cm (APA). 
 

Tratamento Brotos+1cm Brotos-1cm NF APA 

C
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   Agar 0,94 Aa 0,63 Aa 5,00 Aa 7,54 Bb 

  Agar + CA 0,44 Ab 0,25 Aab 5,06 Aa 9,10 Ba 

  BIT 2h 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ac 

  BIT 4h 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ac 

  BIT 8h 0,03 Ab 0,03 Ab 0,18 Ab 0,21 Ac 

  BIT 8h + RC 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ac 

C
. 
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  Agar 0,88 Aa 0,50 Aa 5,06 Aa 16,32 Aa 

  Agar + CA 0,56 Aa 0,44 Aa 5,13 Aa 16,66 Aa 

  BIT 2h 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 

  BIT 4h 0,00 Aa 0,03 Aa 0,00 Aa 0,12 Ab 

  BIT 8h 0,03 Aa 0,10 Aa 0,68 Ab 0,86 Ab 

  BIT 8h + RC 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 

Dentro da mesma coluna, médias relativas à espécie acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias relativas ao 

mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
 

Samala et al. (2014) analisaram o alongamento de brotos de Grammatophyllum speciosum 

em meio ½ MS adicionado de CA com e sem a suplementação de 1 e 0,5 mg.L-1 de BAP e ANA, 

respectivamente. A adição dos RC promoveu a proliferação dos cluster e não proporcionou o 

alongamento dos brotos, gerando 7,60 brotos menores que 3 cm e 2,00 brotos maiores que 3 cm. Por 

sua vez, o alongamento em ½ MS sem RC gerou 6,67 brotos maiores que 3 cm e 1,40 broto menor 

que 3 cm. Esses resultados superam os obtidos no presente estudo, uma vez que o número de brotos 

em todos os tratamentos não passou de 1,00. No trabalho de Parthibhan et al. (2015) sobre 

Dendrobium aqueum Lindley, os autores avaliaram o efeito de quatro citocininas, BAP, N6-[2-

isopentil] adenina (2iP), Cinetina e Tidiazuron (TDZ) na fase de alongamento. O número de brotos 

variou de 0,80-5,00, sendo (2iP) a citocinina mais eficiente. Apenas dois tratamentos produziram 

brotos iguais ou maiores que 1 cm, 3 e 7 mg.L-1 de TDZ, respectivamente com 1,00 e 1,37 cm de 

comprimento.  

Em todos os tratamentos deste trabalho foram produzidos brotos, cujo o menor 

comprimento,0,45 cm, ocorreu no tratamento com adição de 1 mg.L-1 de BAP. A produção de brotos 

menores de 1 cm se apresentou como uma diferença significativa em relação ao comportamento de 
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C. parviflorum e C. withneri, uma vez que essas espécies só produziram brotos desse tamanho em 

três e quatro tratamentos, respectivamente. Contudo, ambas as espécies produziram brotos maiores 

que 1 cm em três tratamentos, sendo que dois desses tratamentos, meio gelificado sem e com adição 

de CA, tiveram médias, respectivamente, de 7,54 e 9,10 cm para C. parviflorum e de 16,32 e 16,66 

cm para C. withneri.  

O trabalho de Arellano-García et al. (2020) apresentou elevado número de brotos e alturas 

máximas de parte área com certa similaridade ao nosso trabalho. Esses autores realizaram o 

alongamento de explantes em três condições diferentes: i. em meio ½ MS gelificado com oito 

combinações de ANA e BAP; ii. em meio ½ MS gelificado com seis combinações do fertilizante 

orgânico Chitosan; iii. Em BIT do tipo RITA® com imersão por 1 min a cada 6 h, tendo usado meio 

líquido com as mesmas seis concentrações de Chitosan de ii. O número de brotos foi avaliado apenas 

nas duas últimas condições de cultivo. No cultivo em meio semissólido com adição de Chitosan o 

número de brotos variou de 2,00 (5 e 20 mg.L-1) a 2,60 (10 mg.L-1). O alongamento em BIT resultou 

em um número de brotos que variou de 18,00 (20 mg.L-1) a 48,00 (10 mg.L-1). Em relação à altura da 

parte aérea, o menor e o maior comprimento foram os seguintes: meio gelificado com adição de RC: 

4,10-5,73 cm; meio gelificado adicionado de Chitosan 9,00-17,06 cm; e alongamento em BIT com 

adição de Chitosan: 12,80-15,40 cm. Bhowmik & Rahman (2020a) em seu estudo sobre Dendrobium 

transparens testaram 18 combinações diferentes de RC (BAP, Cinetina, Picloram, ANA, AIA e AIB) 

e sacarose para cultivo em meio gelificado, e obtiveram brotos variando de 4,48-4,97 cm de altura. 

Dutra et al. (2009) no seu estudo acerca de Cyrtopodium punctatum, analisou o efeito de três 

diferentes fotoperíodos sobre a espécie, e observou que os tratamentos apresentaram o seguinte 

número de brotos em relação ao número de horas de luz:1,06 (8 h), 1,23 (12 h) e 1,28 (16 h). Para 

esses tratamentos a altura da parte aérea foi: 6,20, 5,93 e 7,00 cm, respectivamente.  

Em relação ao número de folhas, os tratamentos analisados apresentaram 4,51 4,49 e 4,33, 

respectivamente. Os dados de Paulino et al. (2021) sobre Cyrtopodium cachimboense L.C. Menezes 

obtiveram resultados próximos ao de Dutra et al. (2009), com brotos variando de 5,52-8,34 cm e 

número de folhas de 3,6-5,0. Tanto C. parviflorum, quanto C. withneri apresentaram a parte aérea 

maior que a de C. punctatum e C. cachimboense, em especial C. withneri, que apresentou mais que o 

dobro da maior altura dessas duas espécies. Esse é um dado significativo, pois as três espécies têm 

portes similares quando adultas, evidenciando um maior crescimento de C. withneri (Menezes 2000; 

Dutra et al. 2009). Oliveira et al. (2023) no estudo sobre Cyrtopodium aliciae L. Linden & Rolfe 

realizaram o alongamento e enraizamento em uma etapa única, 270 dias, sem emprego de RC. Foi 

avaliado o desenvolvimento em três meios VW, KC e ½ MS, com obtenção, respectivamente, de 

1,50, 1,30 e 1,60 broto acima de 1 cm. Esses valores são superiores aos observados no nosso trabalho. 
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Por último, o estudo de Rodrigues et al. (2015) sobre C. saintlegerianum avaliou o alongamento em 

meio gelificado contendo Ácido Giberélico (GA3), tendo obtido crescimento em todos os tratamentos. 

A menor e a maior altura observadas foram de 2,29 cm (0 mg.L-1) e 8,10 cm (10 mg.L-1), 

respectivamente. A despeito indução de brotos em todos os tratamentos, C. saintlegerianum 

apresentou a maior altura da parte aérea em meio com RC, enquanto que C. parviflorum e C withneri 

tiveram alongamento da parte aérea sem RC, cabendo destacar que C. saintlegerianum possui 

tamanho adulto similar ao de C. withneri e praticamente o dobro de C. parviflorum (Menezes 2000). 

A fase de alongamento produziu raízes apenas nos meios gelificados com e sem adição de 

CA (Tabela 13). Não houve diferença estatística entre o número de raízes nos dois tratamentos para 

a mesma espécie e entre o mesmo tratamento para as duas espécies. Entre os tratamentos, houve 

diferença no comprimento da maior raiz (CMaR) para as duas espécies, e no caso de C. withneri  ̧o 

comprimento médio das raízes (CR) apresentou diferença.  

 

Tabela 13. Dados sobre raízes de brotos de C. parviflorum e C. withneri submetidos a diferentes 

sistemas de alongamento. Carvão ativado (CA), Biorreator de imersão temporária com intervalos 

entre as imersões de 2, 4 e 8 h (BIT 2h, 4h e 8h, respectivamente), Reguladores de crescimento na 

combinação de1 mg.L-1 de BAP + 0,5 mg.L-1 de ANA (RC). Número de raízes (NR); Comprimento 

da maior raiz (CMaR), Diâmetro da maior raiz (DMaR) e Comprimento das raízes (CR) expressos 

em cm. 
 

Tratamento NR CMaR DMaR CR 

C
. 

p
a
rv

if
lo

ru
m

   Agar 5,50 Aa 5,11 Ab 0,15 Aab 2,79 Aa 

  Agar + CA 4,75 Aa 6,09 Aa 0,41 Aa 3,03 Ba 

  BIT 2h 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ab 0,00 Ab 

  BIT 4h 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ab 0,00 Ab 

  BIT 8h 0,13 Ab 0,02 Ac 0,01 Ab 0,01 Ab 

  BIT 8h + RC 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ab 0,00 Ab 

C
. 

w
it

h
n

er
i 

  Agar 4,00 Aa 5,83 Ab 0,30 Aa 3,37 Ab 

  Agar + CA 4,75 Aa 7,78 Aa 0,18 Aab 4,97 Aa  

  BIT 2h 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ac 0,00 Ac 

  BIT 4h 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ab 0,00 Ac 

  BIT 8h 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ab 0,00 Ac 

  BIT 8h + RC 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ab 0,00 Ac 

Dentro da mesma coluna, médias relativas à espécie acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias relativas ao 

mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
 

Na rotina dos laboratórios de cultura de tecidos vegetais geralmente se emprega a indução 

de raízes após a indução de multibrotação e alongamento dos brotos (Costa et al. 2013). Dessa forma, 

há um número bem menor de trabalhos cuja fase de alongamento e enraizamento ocorrem de forma 

concomitante.  
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Sopalum et al. (2010) não obtiveram êxito no enraizamento de plântulas de 

Grammatophyllum speciosum em meio sem adição de RC. O comprimento das raízes variou de 0,4-

2,2 cm, com o melhor resultado para duas combinações de ANA/BAP: 0,5/2,0 e 1,0/1,0 mg.L-1. 

Paudel & Pant (2012) avaliaram o enraizamento de Esmeralda clarkei em três auxinas diferentes, 

ANA, AIA e AIB. Para esses tratamentos, o número de raízes variou, respectivamente, da seguinte 

forma: 1,25-3,00; 2,00-2,33; e 1,33-2,25, não havendo informações sobre diferença entre esses 

tratamentos. Para o comprimento das raízes, os referidos tratamentos apresentaram os respectivos 

comprimentos de raízes: 1,97-2,94; 1,25-1,67; e 1,00-1,75 cm, também sem mencionar diferenças 

estatísticas. Tanto C. parviflorum quanto C. withneri apresentaram número de raízes maior que 

quatro, tendo C. parviflorum cultivado em meio sem CA apresentado número de raízes maior que 

cinco. As duas espécies estudadas apresentaram comprimento de raízes maiores que 3 cm, exceto C. 

parviflorum em meio gelificado sem CA. Cyrtopodium withneri apresentou o maior comprimento de 

raiz entre as duas espécies, 4,97 cm.  

Bhowmik & Rahman (2020a) obtiveram resultados similares aos de Paudel & Pant (2012), 

tendo observado enraizamento de brotos de Dendrobium transparens em todas as concentrações de 

ANA, AIB e AIA usadas, e no meio sem adições dessas auxinas. O enraizamento em meio sem RC 

foi o segundo mais eficiente com 1,56 raiz e 2,18 cm de comprimento. A concentração de 1,0 mg.L-

1 de AIA promoveu o maior número de raiz, 1,74, e maior comprimento médio das raízes, 3,27 cm. 

Em trabalhos sobre espécies de Cyrtopodium, o maior comprimento de raízes foi obtido por 

Dutra et al. (2009), 8,71 cm, com maior média do número de raízes de 4,45 raízes, ambos para 

fotoperíodo de 16 h. O maior número de raízes foi observado por Rodrigues et al. (2015) no 

alongamento sem adição de GA3 foi 6,60, e maior comprimento de raízes para 5 mg.L-1 de GA3 foi 

4,62 cm. Paulino et al. (2021) obtiveram os melhores resultados para raízes no alongamento em meio 

com 30 g.L-1 de sacarose, ca. 5,30 raízes e 2,70 cm de comprimento.  

Os trabalhos sobre Cyrtopodium apresentaram dados compatíveis com os resultados aqui 

obtidos, tendo ambas as espécies se comportado de maneira mais próxima a C. cachimboense. 

Contudo, os trabalhos comparados empregaram métodos diferentes para a indução de raízes: maior 

fotoperíodo, adição de RC e aumento na concentração de carboidratos. Dessa forma, é possível que 

em condições semelhantes o comportamento dessas espécies seja diverso do apresentado nos 

respectivos estudos.  

Os dados de massa total mostraram que apenas os tratamentos realizados em meio gelificado 

foram eficientes (Figura 22). As plantas alongadas em BIT tiveram massa registrada apenas para o 

intervalo entre imersões de 8 h. Cyrtopodium withneri apresentou maior quantidade de massa fresca 

nos dois tratamentos em meio gelificado, sem diferença entre esses tratamentos, mas diferiu em 
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relação a C. parviflorum. Para ambas espécies, a maior massa registrada ocorreu no alongamento no 

meio com adição de CA, 1,80 g para C. parviflorum e 2,90 g para C. withneri. A partição de massa 

fresca e seca entre parte aérea e sistema radicular apresentou comportamento diferente (Figura 23). 

Os valores de massa fresca de parte aérea e sistema radicular de C. withneri não apresentaram 

diferença entre os cultivos na presença de ou ausência de CA. Para C. parviflorum, a massa fresca da 

parte aérea e do sistema radicular foi maior em meio com CA, diferindo do meio sem adição de CA. 

A massa de ambas porções seguiu a mesma proporcionalidade das massas fresca para ambas espécies. 

 

 

Figura 22. Massa total de plantas de C. parviflorum e C. withneri submetidas a diferentes métodos 

de alongamento. Carvão ativado (CA), Biorreator de imersão temporária com intervalos entre as 

imersões de 2, 4 e 8 h (BIT 2h, 4h e 8h, respectivamente), Reguladores de crescimento na combinação 

de1 mg.L-1 de BAP + 0,5 mg.L-1 de ANA (RC). Massa expressa em gramas. Médias da mesma espécie 

seguidas de mesma letra minúscula, e médias de um mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não 

apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
 

Dutra et al. (2008; 2009) estudaram a influência de três fotoperíodos, 8, 12 e 16 h, no 

alongamento de Bletia purpurea (Lamark) DC e Cyrtopodium punctatum. Os resultados de massa 

fresca total registrados para os três fotoperíodos foram, respectivamente, 0,19; 0,28; e 0,36 g, para a 

primeira espécie, e 0,021, 0,023 e 0,029 g, para a segunda espécie. Utami & Hariyanto (2019) 

avaliaram o alongamento de plântulas de Phalaenopsis amboinensis J.J.Sm em meio VW com água 

de côco e quatro concentrações diferentes de homogenato de banana, tendo observado valores de 

massa fresca total de 0,012-0,016 g. Para C. cachimboense  (Paulino et al. 2021), a massa fresca total 

observada variou de valores 0,34-0,80 g. Para Cyrtopodium aliciae, Oliveira et al. (2023) obtiveram 

a maior massa fresca total, ca. 1,7 g, no cultivo em ½ MS. A massa fresca total obtida para VW e KC, 

ca. 0,8 g, não apresentou diferença entre os dois tratamentos. Nota-se que os valores de massa fresca 

total apresentados nos trabalhos analisados estiveram abaixo de 1 g, com exceção de C. aliciae, cujo 

1,37 Ba

1,80 Ba

0,00 Ab 0,00 Ab 0,06 Ab 0,00 Ab

2,66 Aa

2,90 Aa

0,00 Ab 0,01 Ab
0,13 Ab

0,00 Ab

 Ágar  Ágar + CA  BIT 2h  BIT 4h  BIT 8h  BIT 8h + RC

C. parviflorum C. withneri
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valor se assemelha ao de C. parviflorum. Os valores de massa fresca total para C. withneri foram 

maiores que 2 g, chegando quase a 3 g no cultivo em meio adicionado de CA. A partição de massa 

de C. parviflorum e C. punctatum se mostrou semelhante, com maior proporção no sistema radicular. 

Para C. withneri foi observado o inverso, i.e., maior alocação de massa fresca na parte aérea, de forma 

similar ao visto em Bletia purpurea. A partição da massa seca não apresentou diferenças neste estudo 

ou nos demais analisados. De acordo com Peres et al. (2001) o padrão na partição de massa entre 

parte aérea e sistema radicular pode variar não apenas entre espécies, mas dentro da mesma espécie, 

com genótipos tendo preferência de alocação de massa no sistema radicular e outro na parte aérea. 

 

 

Figura 23.  Valores médios das massas fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular de plântulas 

micropropagadas de C. parviflorum e C. withneri alongadas em dois sistemas de alongamento, ágar 

e ágar + carvão ativado (CA). Valores expressos em gramas. Médias da mesma espécie seguidas de mesma 

letra minúscula, e médias de um mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença 

estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
 

7.6. Aclimatização em casa de vegetação de plantas micropropagadas 

 

Após 100 dias de aclimatização as plantas de ambas as espécies se mostraram robustas, com 

desenvolvimento de raízes e crescimento e expansão dos pseudobulbos (Figuras 24-27). Verificou-se 

que não houve diferença estatística entre os tratamentos aplicados à mesma espécie ou entre as 
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espécies quando comparados os mesmos tratamentos. As duas espécies apresentaram sobrevivência 

acima de 90%, com C. withneri apresentando 100% de sobrevivência das plantas oriundas de ambos 

os tratamentos (Tabela 14). 

 

 
Figura 24. Primeiro dia de aclimatização em casa de vegetação. A. Visão das bandejas contendo as 

plantas dos quatro tratamentos analisados. B. Plantas de C. parviflorum provenientes da etapa de 

alongamento em ágar e ágar adicionado de carvão ativado (CA). C. Plantas de C. withneri 

provenientes da etapa de alongamento em ágar e ágar adicionado de carvão ativado (CA). 



 
74 

 

 
Figura 25. Centésimo dia de aclimatização em casa de vegetação. A. Visão das bandejas contendo 

as plantas dos quatro tratamentos analisados. B. Plantas de C. parviflorum provenientes da etapa de 

alongamento em ágar e ágar adicionado de carvão ativado (CA). C. Plantas de C. withneri 

provenientes da etapa de alongamento em ágar e ágar adicionado de carvão ativado (CA). 
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Figura 26. Plantas com 100 dias de aclimatização. A e C. C. parviflorum e C. withneri com 

alongamento realizado em ágar sem adição de carvão ativado; B e D. C. parviflorum e C. withneri 

com alongamento realizado em ágar com adição de carvão ativado.  
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Figura 27. Destaque dos bulbos de plantas com 100 dias de aclimatização. A e C. C. parviflorum e 

C. withneri com alongamento realizado em ágar sem adição de carvão ativado; B e D. C. parviflorum 

e C. withneri com alongamento realizado em ágar com adição de carvão ativado. Barra de escalas em 

cm: A. 1,1; B. 1,2; C. 1,4 e D. 1,8. 

 

 

Tabela 14. Sobrevivência aos 100 dias de aclimatização em casa de vegetação de plantas de C. 

parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de cultivo com e sem adição de carvão 

ativado (CA). Valores em porcentagem.  

Método de alongamento Ágar Ágar + CA 

Cyrtopodium parviflorum 94 Aa 94 Aa 

Cyrtopodium withneri 100 Aa 100 Aa 

Médias na mesma linha acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias na mesma coluna seguidas de mesma letra 

maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

 



 
77 

De acordo com Hazarika (2003), plantas cultivadas in vitro encontram-se em condições de 

alta umidade, baixa luminosidade, limitações para realização das trocas gasosas, meios geralmente 

suplementados com alguma fonte de carbono (vários tipos de açúcares podem ser empregados) e 

influência de RC. Pospíšilová et al. (1999) destacam que essas condições levam à formação de plantas 

com diversas anormalidades, especialmente em folhas e raízes, e que ao passarem para a 

aclimatização, as condições mencionadas se alteram drasticamente, e a planta experimenta condições 

de menor umidade e maior irradiância, e em razão disso muitas plantas morrem nessa etapa. Então, 

para que se tenha sucesso na aclimatização, os fatores que favoreçam o sucesso nessa etapa devem 

ser implementados: seleção de plântulas de bom aspecto, controle da luminosidade, temperatura e 

umidade relativa, escolha do recipiente e substrato adequado, promoção de adubação e nutrição 

apropriadas, além do controle de pragas (Chandra et al. 2010; Irsyadi 2021; Kim et al. 2021).          

Na literatura há vários trabalhos que apresentam dados sobre aclimatização. Contudo, nem 

sempre há uma descrição pormenorizada da metodologia empregada, em especial o tipo de substrato 

usado. Por isso, em alguns trabalhos citados há menção apenas da sobrevivência, sem detalhes sobre 

o substrato.  

Na aclimatização de Cymbidium devonianum Paxt., Das et al. (2007) testaram cinco 

substratos em diferentes proporções de musgo, serapilheira (liteira), fibra de côco, tijolo picado, 

carvão e esterco. O substrato composto por tijolo picado, carvão e liteira (1:1:1) com musgo resultou 

em 90% de sobrevivência. Esse substrato adicionado de fibra de côco apresentou a menor 

sobrevivência, 45%. Dutra et al. (2008) obtiveram sobrevivência de 98.8% de sobrevivência na 

aclimatização de Bletia purpurea, com avaliação de quatro substratos comerciais: i. esfagno chileno; 

ii. Fafard Mix 2 (55% esfagno, 20% perlita, 25% vermiculita); iii. Fafard Mix 2:areia (1:1 v:v); iv. 

Fafard Mix 4 (esfagno canadense, perlita, calcário dolomítico, agente umectante e composto à base 

de silício). Lesar et al. (2012) fizeram a avaliação da aclimatização de Bletilla striata Rchb.f. em três 

substratos orgânicos comerciais de baixa a média fertilidade (Tonsubstrat, Baltisches substrat e 

Royal-Garden) e obtiveram sobrevivência de 95-97%. Mohanty et al. (2012) usou uma mistura de 

carvão, tijolo picado e vermicomposto (composto obtido da compostagem de matéria orgânica 

vegetal) que resultou em 88% de sobrevivência.  

No trabalho de Parthibhan et al. (2015) sobre Dendrobium aqueum, as plantas passaram por 

um processo de pré-aclimatização, que consistiu em cultivar as plantas por cinco semanas em meio 

½ MS gelificado sem adição de sacarose e CA. Após esse período as plantas foram retiradas dos 

frascos, transferidas para vasos com carvão e tijolo picado (1:1) cobertos por musgo, e mantidas em 

cultivo em ambiente com iluminação artificial e temperatura constante de 25 ºC por 4-6 semanas. 

Finalizada essa etapa as plantas foram transferidas para casa de vegetação. Neste trabalho a 
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sobrevivência observada foi de 96%. Silva et al. (2017) revisaram a literatura acerca da aclimatização 

de plantas de Dendrobium, cobrindo 29 trabalhos publicados com informações sobre 22 espécies e 7 

híbridos. Desses trabalhos, 11 apresentaram sobrevivência acima de 90%, apenas quatro com 100% 

de sobrevivência e um trabalho apresentou 25% de sobrevivência, o menor percentual. Lakshanthi & 

Seran (2019) investigaram a aclimatização de uma espécie de Dendrobium em diferentes proporções 

fibra de côco, carvão, tijolo, carvão e pedrisco, em um total de oito tratamentos, com sobrevivência 

observada entre 33,3 e 90,0%.  Juras et al. (2019) testaram a aclimatização de Cattleya xanthina 

(Lindl.) Van den Berg em dois substratos: Sphagnum e Sphagnum com casca de Pinus, com 

sobrevivência de 64 e 68%, respectivamente.  

Os dados deste trabalho se mostraram similares a trabalhos com sobrevivências maiores ou 

iguais a 90% após a aclimatização (Das et al. 2007; Dutra et al. 2008; Lesar et al. 2012; Parthibhan 

et al. 2015), e superiores a outros trabalhos, com valores abaixo de 70% (Mohanty et al. 2012; Juras 

et al. 2019; Lakshanthi & Seran 2019). 

Os estudos analisados sobre a sobrevivência de plantas de Cyrtopodium cultivadas in vitro 

após a aclimatização mostraram similaridade com as espécies aqui estudadas, C. parviflorum e C. 

withneri. Dutra et al. (2009) em seu estudo sobre C. punctatum apenas mencionaram 90% de 

sobrevivência, sem apresentarem dados mais pormenorizados. Guo et al. (2010) citam que obtiveram 

sucesso na aclimatização de C. paranaense Schltr. (= C. flavum Link & Otto ex Rchb.f.), mas não 

informaram os percentuais. Rodrigues et al. (2015) realizaram a aclimatização com uma mistura de 

substrato comercial e bainhas de palmeira Acuri (Attalea phalerata Mart. ex Spreng.), forófito sobre 

o qual C. saintlegerianum naturalmente vegeta. Foi observado que plantas alongadas sem a presença 

de GA3 tiveram sobrevivência de 90%, enquanto que aquelas que foram alongadas com a 

concentração máxima desse RC tiveram sobrevivência de 50%. Picolotto et al. (2017) realizaram a 

aclimatização em substrato comercial, com 90% de sobrevivência. Stefanello et al. (2020) obtiveram 

100% de sobrevivência de plântulas de Cyrtopodium flavum. Oliveira et al. (2023) obtiveram 

diferentes percentuais de sobrevivência para C. aliciae em razão do meio de cultivo usado no 

alongamento, os quais não receberam RC. O meio VW apresentou a menor sobrevivência (63,33%), 

em seguida veio KC (70,00%) e 1/2 MS (96,67%). Neste estudo foi usado como substrato uma 

mistura de musgo e casca de Pinus (1:1). Com exceção de C. aliciae em dois dos três meios usados 

no alongamento, tanto o nosso estudo quanto os demais estudos, obtiveram sucesso acima de 90% na 

aclimatização. Esses percentuais de sobrevivência mostram que as espécies do gênero se adaptam 

bem ao processo de aclimatização, e mostra que é viável a produção in vitro de C. parviflorum e C. 

withneri, além de outras espécies do gênero, pois, segundo Irsyadi (2021) a taxa de sobrevivência na 
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aclimatização alcança 40-60%, e em algumas culturas esse número seria bastante baixo, ca. 10%, 

valores bem abaixo dos verificados para as espécies de Cyrtopodium. 

A análise do número de brotos foi realizada para duas categorias: i.  brotos maiores que 1 

cm; e ii. brotos menores que 1 cm (Tabela 15). Para a primeira categoria, C. parviflorum e C. withneri 

apresentaram, respectivamente, 0,67 e 0,27 brotos, para plantas alongada em meio sem adição de 

carvão, e 0,27 e 0,47 brotos, para plantas alongadas em meio com CA. Para a segunda categoria, 

foram observados brotos apenas para C. parviflorum, 0,07 brotos para ambos os tratamentos 

empregados no alongamento. Em cada categoria, não houve diferença estatística entre os tratamentos 

para uma mesma espécie e entre as espécies submetidas ao mesmo tratamento. Também foram 

avaliados o número de folhas e a altura da parte aérea (Tabela 15). O menor número de folhas foi 

observado em plantas de C. parviflorum oriundas do alongamento sem CA, os demais tratamentos 

variaram de 5,40-6,07 cm, sem diferença estatística. Cyrtopodium withneri apresentou o maior 

comprimento da parte aérea, 17,20 e 18,37 cm, respectivamente, para plantas alongadas sem e com 

adição de CA, sem diferença entre esses tratamentos. A altura da parte aérea de C. parviflorum, 4,47 

e 5,40 cm, para meio de alongamento sem e com CA, respectivamente, não apresentou diferença entre 

seus dois tratamentos, mas diferiu em relação a C. withneri.   

 

Tabela 15. Dados sobre a parte aérea aos 100 dias de aclimatização em casa de vegetação de plantas 

de C. parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de cultivo com e sem adição de 

carvão ativado (CA). Número de brotos maiores e menores que 1 cm (Brotos+1cm e Brotos-1cm, 

respectivamente), Número de folhas (NF), Altura da parte aérea em cm (APA). 

 Tratamento Brotos +1 Brotos -1 NF APA 

C
. 
p
a
rv

if
lo

ru
m

 

Ágar 0,67 Aa 0,07 Aa 4,47 Ba 7,82 Ba 

Ágar + CA 0,27 Aa 0,07 Aa 5,40 Aa 9,71 Ba 

C
. 
w

it
h

n
er

i 

Ágar 0,27 Aa 0,00 Aa 5,80 Aa 17,20 Aa 

Ágar + CA 0,47 Aa 0,00 Aa 6,07 Aa 18,37 Aa 

Dentro da mesma coluna, médias relativas à espécie acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias relativas ao 

mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
 

Dutra et al. (2008) observaram de 1,16-1,45 brotos acima de 1 cm nos tratamentos usados 

na aclimatização. O comprimento dos brotos ao fim desta etapa variou de 12,8 a 16,4 cm. No estudo 

de Pitoyo et al. (2015) sobre Grammatophyllum scriptum (Lindl.) Bl. com o uso de Chitosan nas 
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concentrações de 0,00, 0,50, 0,75 e 1,00 g.L-1¸ foi observado que concentrações mais altas não 

tiveram efeito positivo no comprimento dos brotos, e que o melhor resultado foi obtido na 

concentração de 0,50 g.L-1, com brotos de 1,20 cm de altura. As demais concentrações produziram 

brotos menores que 1 cm. No trabalho de Lakshanthi & Seran (2019) foram registrados apenas brotos 

acima de 1 cm, com variação de 2,06-4,46 cm de comprimento. Juras et al. (2019) observaram brotos 

de 3,2 cm para a aclimatização apenas em Sphagnum, e de 5,6 cm para aclimatização em casca de 

Pinus e Sphagnum. Febriani et al. (2019) no estudo sobre aclimatização da orquídea monopodial 

Papillionanthe hookeriana (Rchb. f.) Schltr. observaram que o substrato influencia a aclimatização 

mais do que a frequência de adubações. Nos quatro substratos analisados, fibra de côco, lã de rocha, 

aparas de madeira e raízes de samambaias, os comprimentos verificados foram: 2,09, 1,89, 3,60 e 

2,94 cm, respectivamente. Dutra et al. (2009) não avaliaram dados de parte aérea ou sistema radicular. 

No estudo sobre C. saintlegerianum (Rodrigues et al. 2015), foi avaliado apenas o comprimento dos 

brotos ao final da aclimatização. Esses autores observaram que os RC ANA e BAP, mesmo quando 

usados isoladamente, tiveram efeito positivo sobre o comprimento dos brotos ao final dessa etapa. 

Por sua vez, o uso de GA3 teve efeito contrário no comprimento dos brotos. O meio sem qualquer 

RC produziu brotos de 5,34 cm. Já o melhor tratamento com RC foi o que usou apenas 2 mg.L-1 de 

ANA, resultando em brotos de 7,76 cm. Oliveira et al. (2023) no estudo sobre C. aliciae observaram 

o meio de alongamento influenciou o tamanho dos brotos ao final da aclimatização. O comprimento 

dos brotos foram os seguintes: 3,93 (VW), 4,26 (KC) e 8,02 cm (1/2MS). Os resultados do presente 

estudo mostraram que a espécie não foi afetada pelo alongamento na presença de CA. As duas 

espécies apresentaram diferença no comprimento dos brotos, mas esse resultado pode ser apenas a 

manifestação das características genéticas de cada espécie, já que elas apresentam portes bem 

diferentes na fase adulta. Em relação aos trabalhos sobre outras espécies, apenas o estudo sobre Bletia 

purpurea (Dutra et al. 2008) apresentou valores relativos ao comprimento dos brotos próximos ao de 

C. withneri.  

Os dados relativos ao sistema radicular mostram que C. withneri apresentou raízes mais 

compridas que C. parviflorum (Tabela 16). O comprimento da maior raiz e o comprimento médio das 

raízes apresentou diferença entre as duas espécies. Para Cyrtopodium withneri não houve diferença 

entre as plantas oriundas dos dois tratamentos de alongamento. No caso de C. parviflorum houve 

diferença no comprimento da maior raiz, tendo as plantas alongadas em meio com CA desenvolvido 

raízes maiores. As outras variáveis, número de raízes e diâmetro da maior raiz não apresentaram 

diferença estatística. 

Febriani et al. (2019) avaliaram o sistema radicular em relação a três frequências de 

adubação, a cada 2, 3 e 4 dias. Os valores relativos ao número/comprimento das raízes foi: 4,86/3,05 
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cm; 6,61/4,48 cm; e 5,84/4,19 cm, respectivamente. Lakshanthi & Seran (2019) registraram o número 

de raízes entre 6,36 e 14,86, e o comprimento da maior raiz de 3,83-13,26 cm. Em relação aos 

trabalhos a respeito de Cyrtopodium, Rodrigues et al. registraram 2,94-4,22 raízes para os tratamentos 

sem GA3, e 2,38-6,10 para os tratamentos cujo alongamento ocorreu em GA3. Para esses tratamentos 

o comprimento das raízes variou de 5,54-7,94 cm e 5,30-7,81 cm, respectivamente. Estes dados 

corroboram com aqueles obtidos no presente estudo, exceto, em relação ao número de raízes, que foi 

bem menor do que os apresentados por Lakshanthi & Seran (2019). 

 

Tabela 16. Dados sobre raízes aos 100 dias de aclimatização em casa de vegetação de plantas de C. 

parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de cultivo com e sem adição de carvão 

ativado (CA). Número de raízes (NR); Comprimento da maior raiz (CMaR), Diâmetro da maior raiz 

(DMaR) e Comprimento das raízes (CR) expressos em cm. 

 Tratamento NR CMaR DMaR CR 

C
. 
p
a
rv

if
lo

ru
m

 

Ágar 6,47 Aa 5,17 Bb 0,17 Aa 3,35 Ba 

Ágar + CA 5,20 Aa 7,25 Ba 0,20 Aa 4,36 Ba 

C
. 

w
it

h
n

er
i 

Ágar 5,93 Aa 10,73 Aa 0,52 Aa 6,81 Aa 

Ágar + CA 5,67 Aa 11,80 Aa 0,23 Aa 7,15 Aa 

Dentro da mesma coluna, médias relativas à espécie acompanhadas de mesma letra minúscula, e médias relativas ao 

mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
 

A massa total (Figura 28) e massa fresca e seca da parte aérea e sistema radicular (Figura 

29) apresentaram diferença entre as duas espécies estudadas. A massa total de C. withneri e C. 

parviflorum apresentaram diferença estatística, sendo a da primeira espécie maior do que a da 

segunda. Dentro da mesma espécie não houve influência do uso de CA na fase de alongamento. A 

massa fresca e seca do sistema radicular, e massa seca da parte aérea não apresentaram diferença 

entre os tratamentos. A massa fresca da parte aérea de C. withneri apresentou diferença, sendo maior 

nas plantas alongadas com CA, 5,64 g vs 3,35 g. Em relação às duas espécies, a massa fresca de C. 

withneri diferiu da massa fresca de C. parviflorum, 5,64 e 1,47 g, respectivamente. 

Dutra et al. (2008) anotaram a massa fresca total de Bletia purpurea após 150 dias de 

aclimatização variando de 1,00-1,83 g de plantas alongadas sem a presença de RC. Rodrigues et al. 

(2015) observaram massa fresca total de plantas aclimatizadas de C. saintlegerianum de 0,39 e 0,37 

g, respectivamente, para plantas alongadas em 5 e 10 mg.L-1 de GA3, e entre 0,69 e 1,56 g para plantas 
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cujo alongamento foi realizado em várias combinações de ANA e BAP, mas sem a presença de GA3. 

Os dados sobre valores de massa fresca total para esta etapa se mostraram escassos na literatura. Os 

valores de massa fresca do total apresentado pelas espécies do presente estudo se mostraram 

superiores aos dois estudos comparados. Para C. withneri a massa fresca registrada foi de 5,20 e 6,28 

g, para o alongamento feito sem e com adição de CA. Mesmo C. parviflorum, com massa de 2,13 e 

2,75 g para os referidos tratamentos, mostrou valores superiores aos resultados encontrados por Dutra 

et al. (2008) e Rodrigues et al. (2015). 

 

 

Figura 28. Massa total aos 100 dias de aclimatização em casa de vegetação de plantas de C. 

parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de cultivo com e sem adição de carvão 

ativado (CA). Massa expressa em gramas. Médias da mesma espécie seguidas de mesma letra minúscula, e 

médias de um mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Os dados aqui apresentados mostram a viabilidade na aclimatização de plantas obtidas in 

vitro em casa de vegetação com emprego de vermiculita como substrato. As espécies estudadas 

apresentaram sobrevivência elevada, 94% para C. parviflorum e 100% para C. withneri. De forma 

geral, o uso de carvão ativado não influenciou a aclimatização das plantas. Os valores de massa total, 

massa seca e massa fresca particionada, estão dentro dos valores divulgados na literatura. Contudo, 

C. withneri apresentou valor de massa total bem superior às demais espécies divulgadas na literatura. 

Essa comparação deve ser analisada com parcimônia, uma vez que os dados publicados se referem a 

orquídeas de diferentes tamanhos, como Grammatophyllum speciosum que possui pseudobulbos 

vigorosos que podem alcançar até 3 m de altura (Sopalum et al. 2010), plantas monopodiais como 

Esmeralda clarkei (Paudel & Pant 2012), que não ultrapassam 1m de altura, ou plantas de 15 cm de 

altura sem pseudobulbos, como Acianthera prolifera (Herb. ex Lind.) Pridgeon & M. W. Chase 

(Koene et al. 2019). Outro ponto que dificulta a comparação entre os resultados é o processo de 

aclimatização em si. Há trabalhos que realizam pré-aclimatização in vitro (Parthibhan et al. 2015), uso 

2,13 Ba

2,75 Ba

5,20 Aa

6,28 Aa

 Ágar  Ágar + CA

C. parviflorum C. withneri
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de biofertilizantes (Pitoyo et al. 2015), uso de diferentes substratos (Dutra et al. 2008; Lesar et al. 2012; 

Febriani et al. 2019). Mas ainda assim, a despeito da diversidade de metodologias empregadas na 

literatura, o procedimento empregado no nosso trabalho se mostrou adequado para as espécies estudadas 

(Chandra et al. 2010), e principalmente, a sobrevivência de C. withneri e C. parviflorum está acima da 

média da literatura, que é de 40-60% (Irsyadi 2021). 

 

 

Figura 29. Massa fresca e seca aos 100 dias de aclimatização em casa de vegetação da parte área e 

sistema radicular de plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de 

cultivo com e sem adição de carvão ativado (CA). Valores expressos em gramas. Médias da mesma 

espécie seguidas de mesma letra minúscula, e médias de um mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não 

apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

7.7 Comparação entre as fases de alongamento e aclimatização 

 

Em ambas as fases, a sobrevivência das duas espécies estudadas ficou acima de 90% (Figura 

30). Cyrtopodium withneri não apresentou 100% de sobrevivência apenas na fase de alongamento no 

cultivo em meio sem CA. Em contraste, neste tratamento, foi o único em que se observou 100% de 

sobrevivência para C. parviflorum.  

A etapa de alongamento tem primordialmente duas funções: alongar ou distender ao máximo 

o corpo da planta, e produzir raízes que serão fundamentais para a adaptação ao processo de 

aclimatização (Costa et al. 2013). Assim, na fase alongamento, a produção de brotos não é o objetivo 

principal, mas sim a produção de raízes e crescimento dos brotos, e assim garantir que ao final dessa 

etapa as plantas tenham vigor para sobreviver à aclimatização.  
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Figura 30. Sobrevivência medida ao fim do alongamento e no centésimo dia de aclimatização em 

casa de vegetação de plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de 

cultivo com e sem adição de carvão ativado (CA). Valores expressos em porcentagem. 

 

Em razão das plantas cultivadas in vitro estarem em condições controladas e sem a presença 

de patógenos (Irsyadi 2021), na fase de alongamento a sobrevivência, em regra, se mostra elevada 

(Bhowmik & Rahman 2020a; 2020b; Zanello et al. 2022). Contudo, a transição para a condição ex 

vitro, provoca elevada mortalidade de plantas (Chandra et al. 2010). Neste estudo a aclimatização foi 

realizada em vasos contendo vermiculita como substrato.  De acordo com Martins et al. (2011), a 

vermiculita possui algumas características que trazem vantagem para sua utilização como substrato: 

fácil obtenção, uniformidade na composição química e granulometria, capacidade de retenção de água 

e baixa densidade, é um produto estéril em razão de ser produzida em um processo térmico entre 800 

e 900 ºC. Esse substrato já foi usado com sucesso no cultivo de algumas orquídeas sozinho ou 

associado com outros compostos (Faria et al. 2018).  

Os dados aqui obtidos, mostram que no período compreendido entre o fim da última etapa 

in vitro (alongamento) e o fim da etapa ex vitro (aclimatização), ocorreu aumento no valor das 

variáveis analisadas para C. withneri e redução de alguns valores para C. parviflorum. O comprimento 

da parte aérea (Figura 31), o comprimento e o número de raízes (Figura 32), e da massa total e 

particionada (Figuras 33 e 34) apresentou aumento para o caso de C. withneri. Já em relação a C. 

parviflorum foi observada uma pequena redução do número de folhas, massa fresca e seca do sistema 

radicular e da parte aérea em relação ao fim do alongamento. C. parviflorum também apresentou 

menor incremento percentual de massa fresca total em relação a C. withneri. Uma possível explicação 

para essa diferença pode estar nos habitats de ocorrência dessas espécies. Cyrtopodium withneri 

ocorre em Matas Secas do Cerrado (Menezes 2000), que apesar de não estarem associados a cursos 

de água, apresentam solos com boa fertilidade (Reatto et al. 2002). Cyrtopodium parviflorum ocorre 

100

93,75 94 9493,75

100 100 100

Ágar Ágar + CA Ágar Ágar + CA

Alongamento Aclimatização

C. parviflorum C. withneri
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em Campos Limpos Úmidos (Menezes 2000), cujos solos apresentam grande acúmulo de matéria 

orgânica, e por isso possuem elevada capacidade de complexar íons de Al+3 (Silva et al. 2015). É 

possível que C. parviflorum tenha alguma capacidade de acumular alumínio, e a falta desse elemento, 

nos mesmos níveis dos solos onde habita, pode ter afetado sua capacidade de crescimento, uma vez 

que para algumas plantas do Cerrado, esse elemento tem grande importância no seu metabolismo 

(Haridasan 1982; 2008; Ruggiero & Pivello 2005). 

 

 

Figura 31. Dados relativos a brotações e parte aérea ao fim do alongamento in vitro e no centésimo 

dia de aclimatização em casa de vegetação de plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do 

alongamento em meio de cultivo gelificado com e sem adição de carvão ativado (CA). Número de 

brotos maiores e menores que 1 cm (Brotos+1cm e Brotos-1cm, respectivamente), Número de folhas 

(NF), Altura da parte aérea em cm (APA). 
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Figura 32. Dados relativos a raízes ao fim do alongamento (Pré) e no centésimo dia de aclimatização 

(Pós) em casa de vegetação de plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em 

meio de cultivo com e sem adição de carvão ativado (CA). Número de raízes (NR); Comprimento da 

maior raiz (CMaR), Diâmetro da maior raiz (DMaR) e Comprimento das raízes (DR) expressos em 

cm. 

 

 

Figura 33. Massa total ao fim do alongamento (Pré) e no centésimo dia de aclimatização (Pós) e o 

incremento de massa durante essas duas fases de plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do 

alongamento em meio de cultivo com e sem adição de carvão ativado (CA). Massa expressa em 

gramas e incremento de massa em porcentagem 
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Figura 34. Massa fresca e seca ao fim do alongamento (Pré) e no centésimo dia de aclimatização 

(Pós) em casa de vegetação de plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em 

meio de cultivo com e sem adição de carvão ativado (CA). Massa expressa em gramas. 

 

Dessa forma, o emprego de vermiculita como substrato se mostrou adequado para a 

aclimatização de C. parviflorum e C. withneri, proporcionando condições adequadas que evitem a 

morte de plantas, que é característica dessa fase (Irsyadi (2021). 

 

7.8. Aspectos fisiológicos e anatômicos das fases de alongamento in vitro e aclimatização ex vitro  

 

As condições de cultivo in vitro promovem o rápido crescimento e multiplicação dos 

explantes/plântulas, e isso leva a formação de plantas com diversas características fisiológicas e 

morfológicas indesejáveis, tais como alterações na anatomia e morfologia foliar sem a devida 

estruturação, baixa eficiência fotossintética, mal funcionamento dos estômatos e redução no depósito 

de cera epicuticular (Hazarika 2006; Hazarika et al. 2015). Há portanto a necessidade de se verificar 
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as condições fisiológicas e anatômicas de plantas micropropagadas, a fim de melhorar a eficiência do 

processo. 

A clorofila, desempenha um papel crucial para a produção de alimento e oxigênio, e seu 

metabolismo possui uma complexa regulação (Wang & Grimm 2020). A quantidade desse pigmento 

nas folhas pode ser afetado por diversos fatores:  idade e posição das folhas, temperatura, umidade 

relativa do ar, nutrição mineral, qualidade da luz, etc.  (Pavlović et al. 2014). A análise feita ao final 

do alongamento, nas duas espécies de Cyrtopodium estudadas, não apresentou diferença do conteúdo 

dos pigmentos fotossintéticos entre as duas espécies ou entre os métodos empregados (Figura 35). O 

alongamento em meio gelificado sem CA apresentou os maiores valores de carotenoides e de clorofila 

a, b e total. Os valores medidos para o alongamento em meio gelificado com CA e em BIT se 

mostraram bem próximos. Para a avaliação dos teores de pigmentos ao final da aclimatização, foram 

consideradas apenas de plantas alongadas em meio gelificado com e sem CA (Figura 36). 

Cyrtopodium parviflorum apresentou os maiores valores de clorofilas e carotenoides em comparação 

com C. withneri, exceto para clorofila b de plantas alongadas em ágar sem CA. Contudo, não houve 

diferença estatística entre os tratamentos. Em relação ao conteúdo de pigmentos fotossintéticos ao 

final do alongamento e da aclimatização, notou-se aumento desse conteúdo ao final da aclimatização 

(Figura 37). 

Amelia & Kurniawan (2021) estudaram plantas adultas de Dendrobium crumenatum Sw. 

coletadas em seu habitat natural, sendo submetidas a três regimes de cultivo: i. irrigação e iluminação 

normais; ii. estresse luminoso e; iii. hídrico. Ao avaliar os teores dos pigmentos após sete dias, 

observaram conteúdos diferentes frente aos tipos de cultivos. No regime de estresse hídrico, a 

clorofila a teve seu conteúdo aumentado em relação ao controle, passando de 52,65 para 59,27 mg.L-

1, sendo maior do que na condição de estresse luminoso. A clorofila b praticamente não teve seu 

conteúdo alterado, e os carotenóides tiveram discreto aumento. Na situação de estresse luminoso 

ocorreu o inverso, os carotenóides tiveram expressivo aumento, variando de 17,14 para 28,30 mg.L-

1, enquanto que as clorofilas a e b tiveram redução nos seus conteúdos.  

No presente trabalho, os valores de clorofila a variaram de 1,51-5,11 mg.L-1 na fase de 

alongamento, e passaram para 5,59-7,52 mg.L-1 no final da aclimatização. Os valores máximos dos 

carotenoides para o final do alongamento e da aclimatização foram, respectivamente 1,14 e 1,78 

mg.L-1.  

Jakab-Ilyefalvi & Pamfil (2011) realizaram estudo sobre aclimatização de plantas 

micropropagadas de Prunus domestica L. (Rosaceae), onde foram anotados valores de 7,02-12,93 e 

2,81-5,07 mg.L-1 para clorofila a e b, respectivamente. No presente estudo os valores de clorofila b, 

ao fim do alongamento e da aclimatização, foram de 0,54-1,72 e 1,68-2,38 mg.L-1, respectivamente.  
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Figura 35. Teores de clorofilas e carotenóides de plantas de C. parviflorum e C. withneri 

micropropagadas oriundas do alongamento em meio de cultivo com e sem adição de carvão ativado 

(CA). Valores expressos em g.cm-2. carvão ativado (CA); Biorreator de imersão temporária com 

intervalos de imersão de 8 h (BIT 8 h). Médias da mesma espécie seguidas de mesma letra minúscula, e médias 

de um mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 
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Figura 36. Teores de clorofilas e carotenóides aos 100 dias de aclimatização em casa de vegetação 

de plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de cultivo com e sem 

adição de carvão ativado (CA).  Valores expressos em g.cm-2. Médias da mesma espécie seguidas de mesma 

letra minúscula, e médias de um mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença 

estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

 

Figura 37. Comparativo entre os teores de clorofilas e carotenoides ao fim do alongamento (Pré-

aclimatização) e no centésimo dia de aclimatização (Pós-aclimatização) em casa de vegetação de 

plantas de C. parviflorum e C. withneri oriundas do alongamento em meio de cultivo com e sem 

adição de carvão ativado (CA). Valores expressos em g.cm-2. 

39,92 Aa

9,72 Aa

49,64 Aa

9,45 Aa

38,66 Aa

12,64 Aa

51,31 Aa

9,19 Aa

29,65 Aa

10,03 Aa

39,68 Aa

7,34 Aa

32,43 Aa

8,90 Aa

41,33 Aa

8,39 Aa

Chl A

Chl B

Chl (A+B)

Car.

Chl A

Chl B

Chl (A+B)

Car.
Á

g
a
r

Á
g
a
r
 +

 C
A

C. withneri C. parviflorum

0

10

20

30

40

50

C
h

l 
A

C
h

l 
B

C
h

l 
(A

 +
 B

)

C
a

r.

C
h

l 
A

C
h

l 
B

C
h

l 
(A

 +
 B

)

C
a

r.

C
h

l 
A

C
h

l 
B

C
h

l 
(A

 +
 B

)

C
a

r.

C
h

l 
A

C
h

l 
B

C
h

l 
(A

 +
 B

)

C
a

r.

Ágar Ágar + CA Ágar Ágar + CA

C. parviflorum C. withneri

Pré-Aclimatização Pós-aclimatização



 
91 

Sugiyarto et al. (2019) avaliaram in situ o conteúdo de clorofilas de plantas adultas de 

Spathoglottis plicata Blume em habitats com diferentes altitudes: 95, 600 e 980 m acima do nível do 

mar. Em cada habitat foram avaliados o conteúdo de clorofilas de plantas de flores brancas e púrpuras. 

Os resultados obtidos mostraram que houve diferença no conteúdo de pigmentos em relação aos 

habitats e à cor das flores. Plantas de flores púrpuras apresentaram os maiores valores de clorofila a 

(33,07 mg.L-1) e b (16,60 mg.L-1) no habitat de altitude intermediária. Já as plantas de flores brancas 

tiveram maiores conteúdos de clorofila a (21,98 mg.L-1) e b (12,94 mg.L-1) no habitat mais elevado. 

Variações no conteúdo das clorofilas em função do habitat também foram observados por Moreira et 

al. (2009) em um estudo sobre Dichaea cogniauxiana Shltr. e Epidendrum secundum Jacq. 

Segundo Hazarika et al. (2015), plantas cultivadas in vitro apresentam baixos teores de 

clorofilas e de enzimas envolvidas na fotossíntese em razão do suprimento externo de sacarose, que 

faz com que as plantas não necessitem do desenvolvimento do aparato fotossintético. Os dados 

obtidos na pesquisa aqui apresentada corroboram os achados daqueles autores, onde as plantas 

estudadas apresentavam baixo conteúdo de clorofilas ao final da última etapa in vitro, quando 

comparadas com aquelas analisadas ao fim da aclimatização. Percebe-se também que C. parviflorum 

e C. withneri, bem como Prunus domestica (Jakab-Ilyefalvi & Pamfil 2011) apresentaram conteúdos 

de clorofilas próximos, porém abaixo dos apresentados nos estudos sobre Spathoglottis plicata 

(Sugiyarto et al. 2019) e Dendrobium crumenatum (Amelia & Kurniawan 2021), realizados com 

plantas adultas no habitat e em situação de campo, respectivamente. Segundo Grout & Millam (1985), 

essa diferença entre os teores de pigmentos pode ser explicada pelo fato de que, em regra, apenas as 

folhas desenvolvidas após a transferência para condição ex vitro teriam competência para realizar 

adequadamente a fotossíntese. 

Além da maquinaria bioquímica da fotossíntese, a estrutura anatômica de plantas 

micropropagadas também pode apresentar falhas, não estando imediatamente aptas para o adequado 

controle da transpiração e fixação de CO2 (Silva et al. 2017). De acordo com Lee et al. (1988) plantas 

micropropagadas possuem folhas mais finas, células do mesofilo menores, ausência de componentes 

vacuolares, maiores estômatos e alta densidade estomática em relação às plantas cultivadas em 

condições de luminosidade mais elevada, como no campo ou em casa de vegetação. Plantas com essas 

características exigem mais cuidados na etapa inicial de aclimatização, pois possuem baixa eficiência 

fotossintética e menor capacidade de regulação hídrica (Dousseau et al. 2008). 

No presente estudo foi avaliada a densidade estomática de plantas adultas vegetando à sol 

pleno, e de plantas micropropagadas ao fim da fase de alongamento e da aclimatização. A densidade 

estomática variou de 104,16-150,91 estômatos.mm-2 para C. parviflorum e de 105,09-143,50 

estômatos.mm-2 para C. withneri (Figura 38). Não houve diferença estatística entre os tratamentos ou 
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entre as espécies. Para as duas espécies, as maiores densidades estomáticas foram registradas para as 

plantas cultivadas à sol pleno.  

 

 

Figura 38. Densidade estomática (número de estômatos.mm-2) de plantas de C. parviflorum e C. 

withneri cultivadas em condições de campo (Campo), ao fim do alongamento (0d) e no centésimo dia 

de aclimatização em casa de vegetação (100d) oriundas do alongamento em meio de cultivo com e 

sem adição de carvão ativado (CA). Médias da mesma espécie seguidas de mesma letra minúscula, e médias de 

um mesmo tratamento seguidas de mesma letra maiúscula, não apresentam diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. 

 

Sasongko et al. (2016) estudaram o efeito de quatro concentrações de sacarose (0, 5, 10, e 

20 g.L-1) Grammatophyllum scriptum em dois sistemas de pré-aclimatização: i. tradicional (frascos 

fechados); e ii. No sistema denominado “Photoautotrophic Micropropagation System” (PMS). Este 

sistema consiste no cultivo em meio gelificado em frascos cujas as tampas permitem o fluxo de ar 

atmosférico para o interior deles. Esses pesquisadores verificaram que a maior densidade estomática 

(68,75 estômatos.mm-2) ocorreu no sistema tradicional (frascos fechados), tendo respondido 

proporcionalmente ao aumento da concentração de sacarose (20 g.L-1). A menor densidade estomática 

(23,25 estômatos.mm-2) foi observada no sistema PMS com sacarose a 10 g.L-1. Dousseau et al. 

(2008) em um estudo sobre aclimatização de Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich. (Bignoniaceae) 

obtiveram dados que mostram relação inversa aos dados de Sasongko et al. (2016). No estudo foi 

avaliada a densidade estomática de plântulas cultivadas in vitro, plantas aclimatizadas por diferentes 

períodos (20, 40, 60 e 80 dias) oriundas do cultivo in vitro, e de plântulas germinadas nas mesmas 

condições da aclimatização, tratamento denominado in vivo. Na avaliação dos resultados foi 

verificado que não houve diferença estatística entre os tratamentos. Entretanto, a maior densidade 

estomática (137,68 estômatos.mm-2) foi observada no tratamento in vivo. A menor densidade ocorreu 

nas plantas com 40 dias de aclimatização (111,74 estômatos.mm-2). Plantas do cultivo in vitro e da 
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aclimatização por 80 dias apresentaram o mesmo valor de densidade estomática (116,18 

estômatos.mm-2).  Eburneo et al. (2017) estudaram a densidade estomática ao final dos 90 dias da 

fase de alongamento de plântulas do híbrido natural Catasetum x apolloi Benelli & Grade. No 

alongamento foram testadas concentrações de três concentrações de K2SiO4, 0, 0,5 e 1,0 mL.L-1, no 

meio de cultivo. A densidade estomática decresceu em função da dose de silicato de potássio usado 

no meio, respectivamente, 46,49, 45,98 e 38,43 estômatos.mm-2. Moreira et al. (2009) estudaram in 

situ duas orquídeas sem pseudobulbos de habitats e formas de vida diferentes: Dichaea cogniauxiana 

uma epífita de locais sombreados, e Epidendrum secundum, planta terrestre heliófila de campos 

rupestres. Para a primeira espécie a densidade estomática medida foi de 111 estômatos.mm-2, e para 

a segunda 65 estômatos.mm-2.  

Nos estudos analisados acima, a densidade estomática se comportou de diferentes maneiras. 

No presente estudo as espécies tiveram comportamentos similares em relação aos tratamentos 

analisados. Já no estudo de Sasongko et al. (2016), a espécie estudada respondeu de forma antagônica 

aos dois sistemas de alongamento, aumentando a densidade estomática com o aumento na 

concentração de sacarose no sistema fechado, e diminuindo a densidade estomática com o aumento 

de sacarose o sistema aberto (PMS). No trabalho de Dousseau et al. (2008), de forma similar ao nosso, 

os tratamentos aplicados não geraram diferença na densidade estomática. Este trabalho também 

apresentou valores de densidade estomática mais próximos ao do nosso trabalho, i.e., acima de 100 

estômatos.mm-2. Dichaea cogniauxiana (Moreira et al. 2009) também apresentou valores acima dessa 

faixa. Eburneo et al. (2017) relataram que as plantas com melhores condições anatômicas 

apresentavam, entre outras características, menor densidade estomática.  

Alguns estudos apontam que baixas densidades estomáticas são características de plantas 

que necessitam manter a hidratação em condições de seca, como as epífitas (Holbrook & Putz 1996; 

Martin et al. 2004).  Nesse sentido, Pires et al. (2013) realizaram um estudo com cinco espécies de 

orquídeas da Mata Atlântica, das quais duas eram terrestres e três epífitas. Entre as terrestres uma 

possuía pseudobulbos, Cyrtopodium polyphyllum (Vell.) Pabst ex F.Barros (= C. flavum), e a outra, 

Sobralia sp., não possuía. As três epífitas tinham pseudobulbos. No estudo foram avaliadas a taxa 

fotossintética líquida e condutância estomática. Foi observado que Sobralia sp. apresentou os maiores 

valores para as duas variáveis analisadas, seguida por C. polyphyllum, com diferença entre as duas 

espécies. As três epífitas tiveram os menores valores e diferiram das demais espécies, e apenas na 

taxa fotossintética líquida elas diferiram entre si. Segundo os autores, maiores taxas fotossintéticas 

líquidas e condutância estomática estariam relacionadas a uma maior densidade estomática, e os 

valores observados em C. polyphyllum colocam a espécie em uma posição intermediária entre a 

espécie terrestre e as três epífitas. Esse resultado indica que C. polyphyllum, de maneira similar a C. 
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parviflorum e C. withneri, possui densidade estomática maior, se comparada às espécies estudadas 

por Moreira et al. (2009), Pires et al. (2013), Eburneo et al. (2017). Essa aparente tendência de maior 

densidade estomática em Cyrtopodium não pode ser explicada apenas pelo hábito terrícola, pois 

Dichaea cogniauxiana, que é uma epífita delgada e sem pseudobulbos, apresentou quase o dobro da 

densidade estomática que aquela apresentada por Epidendrum secundum Moreira et al. (2009). 

Assim, a densidade estomática não seria o único mecanismo envolvido na regulação da fotossíntese, 

pois em algumas orquídeas, essa regulação orquídeas está intimamente relacionado à espessura da 

cutícula e ao armazenamento de água nos pseudobulbos (Yang et al. 2016). 

Por fim, a análise de folhas dissociadas de C. parviflorum e C. withneri mostrou que ambas 

as espécies apresentam estômatos apenas na face abaxial, ou seja, hipoestomáticas. Os estômatos 

observados apresentaram predominante quatro células subsidiárias arranjadas em um padrão bem 

específico: uma célula ocorrendo em cada lado e em cada polo das células-guarda, sendo definidos 

como tetracíticos (Cutler et al. 2011), (Figuras 39-43). Segundo estes autores, os estômatos 

tetracíticos, juntamente com paracíticos, são os mais comuns. Nas Orchidaceae, os estudos 

anatômicos relatam o predomínio dos tipos tetracíticos, anomocíticos e anisocíticos (Stern & Judd 

2001; Moreira et al. 2009; Eburneo et al. 2017; Muthukumar & Shenbagam 2018), mas também há 

a ocorrência dos tipos ciclocíticos, paracíticos, entre outros (Morris et al. 1996; Carlsward et al. 1997; 

Zahara & Win 2019; Saensouk & Saensouk 2020). 

As folhas C. parviflorum e C. withneri apresentaram, ao final do alongamento e da 

aclimatização, folhas com duas características diferentes daquelas que se desenvolveram em 

condições de campo. A primeira foi que nas plantas micropropagadas os estômatos não apresentavam 

um padrão uniforme de distribuição nas folhas, como foi observado nas plantas cultivadas em 

condição de campo (Figuras 39-41). A segunda característica diz respeito à forma arredondada dos 

estômatos em relação à forma elíptica dos estômatos das plantas cultivadas em condição de campo 

(Figuras 39-41). De acordo com Desjardins (1995), Tichá et al. (1999), Eburneo et al. (2017) e Leite 

et al. (2017), plantas em condições de cultivo in vitro apresentam estômatos arredondados, enquanto 

que plantas em condições de cultivo em campo possuem estômatos elípticos. Dessa forma, os dados 

do estudo ora apresentado mostram similaridade com os dados disponíveis na literatura. 
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Figura 39. Fotomicrografia de epiderme foliar dissociada de plantas cultivadas em condições de 

campo evidenciando a morfologia dos estômatos. A. C. parviflorum. B. C. withneri. Escala: 30 m. 

Aumento 20x. 
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Figura 40. Fotomicrografia de epiderme foliar dissociada de C. parviflorum. A. Plantas após o 

alongamento em ágar. B.  Plantas após o alongamento em ágar com adição de carvão ativado (CA). 

C. Plantas oriundas do alongamento em ágar após 100 dias de aclimatização em casa de vegetação.       

D. Plantas oriundas do alongamento em ágar com adição de CA após 100 dias de aclimatização em 

casa de vegetação. Escala: 30 m. Aumento de 20x. 
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Figura 41. Fotomicrografia de epiderme foliar dissociada de C. withneri. A. Plantas após o 

alongamento em ágar. B.  Plantas após o alongamento em ágar com adição de carvão ativado (CA). 

C. Plantas oriundas do alongamento em ágar após 100 dias de aclimatização em casa de vegetação.       

D. Plantas oriundas do alongamento em ágar com adição de CA após 100 dias de aclimatização em 

casa de vegetação. Escala: 30 m. Aumento de 20x. 
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Figura 42. Fotomicrografia da epiderme foliar dissociada de plantas cultivadas em condições de 

campo evidenciando a morfologia dos estômatos. A. C. parviflorum. B. C. withneri. Escala: 30 m. 

Aumento de 40x. 
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Figura 43. Fotomicrografia de epiderme foliar dissociada evidenciando a morfologia dos estômatos. 

A, C, E, G. C. parviflorum. B, D, F, H.  C. withneri. A, B. Plantas após o alongamento em ágar. C, 

D. Plantas após o alongamento em ágar com adição de carvão ativado (CA). E, F. Plantas oriundas 

do alongamento em ágar após 100 dias de aclimatização em casa de vegetação. G, H. Plantas oriundas 

do alongamento em ágar com adição de CA após 100 dias de aclimatização em casa de vegetação. 

Escala: 30 m. Aumento 40x.  
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8. CONCLUSÕES 

 

No estudo aqui apresentado foi demonstrado a viabilidade de produção in vitro de 

Cyrtopodium parviflorum e C. virescens a partir da germinação assimbiótica. Foi observado que o 

teste de viabilidade por meio do TTC apresentou diferenças entre as espécies e entre os tratamentos 

utilizados, em especial o de embebição. Recomendamos a embebição em solução de sacarose a 10% 

e coloração em TTC a 1% diluído em água. A germinação ocorreu com elevado percentual nos três 

meios analisados, com feito positivo da adição de carvão ativado. Entretanto, a germinação em meio 

KC não se mostrou viável, uma vez ocorreu a morte de praticamente todos os protocormos 

desenvolvidos. Cyrtopodium parviflorum mostrou preferência para a germinação em MS, enquanto 

que C. withneri a preferência se deu em ½ MS, ambos os meios adicionados de CA.  

A fase de multibrotação apresentou elevada sobrevivência das duas espécies em 

concentrações de até 1 mg.L-1 de BAP, com redução expressiva nas concentrações de 2 e 4 mg.L-1. 

Esse efeito do BAP também foi notado na produção de brotos, onde o aumento na concentração desse 

regulador de crescimento reduziu ou inibiu a formação de brotos em ambas as espécies. O efeito do 

BAP no desenvolvimento de raízes foi diferente nas duas espécies. Em C. withneri foi observado o 

desenvolvimento de raízes em todos os tratamentos, exceto T8 e T9. No caso de C. parviflorum, a 

formação de raízes foi inibida em todas as concentrações de BAP empregadas (0,5-4,0 mg.L-1). Os 

demais parâmetros avaliados também indicaram o efeito deletério da citocinina usada. O emprego de 

ANA também não mostrou ser vantajoso, já que o cultivo sem adição de reguladores de crescimento 

apresentou, de forma geral, os melhores resultados. Os dados aqui obtidos demonstram que a etapa 

de multibrotação deve ser conduzida em meio sem adição de reguladores de crescimento. O uso de 

carvão ativado não foi avaliado e deve ser feito em futuros estudos. 

O alongamento realizado em BIT se mostrou inviável em razão da mortalidade quase que 

integral dos explantes. Os diferentes intervalos entre as imersões não produziram efeitos positivos, 

bem como o emprego de RC no intervalo de 8h entre as imersões. Por sua vez, o alongamento em 

meio gelificado, com e sem a adição de CA, apresentou sobrevivência superior a 90%, sem diferença 

estatística entre os tratamentos e as espécies. Nesses tratamentos os brotos atingiram comprimentos 

bem expressivos, com valores maiores do que os divulgados na literatura. O alongamento em BIT 

para as espécies estudadas deve ser aperfeiçoado para ser empregado com essas espécies. Por sua vez, 

o alongamento em meio gelificado se mostrou eficiente, sendo indicado para ambas as espécies nessa 

fase do cultivo in vitro.  

A aclimatização com o uso de vermiculita apresentou elevada sobrevivência para as duas 

espécies, 100% para C. withneri e 94% para C. parviflorum. Além da sobrevivência, as mudas 
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desenvolveram completamente seus pseudobulbos, e algumas novas brotações. Ao final dos 100 dias 

de aclimatização, houve diferença no tamanho das plantas, tendo C. withneri atingido o dobro da 

altura das plantas de C. parviflorum. Contudo, essa diferença de altura pode ser apenas a manifestação 

das características genéticas das espécies. Com isso, a aclimatização de C. parviflorum e C. withneri 

pode ser conduzida em casa de vegetação com 50% de luminosidade e irrigação diária, e emprego de 

vermiculita como substrato. 

Assim, no presente estudo foi verificado que na etapa de multibrotação o uso de reguladores 

de crescimento, ANA e BAP, não foi eficiente na indução de brotos, e que a sinergia entre esses 

reguladores de crescimento não é essencial para esta etapa. De maneira contrária ao que se era 

esperado, o alongamento em Biorreator de Imersão Temporária não foi eficiente, diante da ausência 

de brotações e, principalmente, pela elevada mortalidade dos explantes nesse sistema. O alongamento 

em meio gelificado se mostrou o método mais adequado para as espécies estudadas. A aclimatização 

apenas em vermiculita se mostrou viável. 
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Abstract 

This study aimed to automate a temporary immersion bioreactor (TIB) using an Arduino Uno 

microcontroller. To that end, we built an automation system, consisting of a logic module (the 

Arduino), a physical module (solid-state relay) and a pneumatic system (solenoid valves and a 

compressor). The automation system was tested in a Twin-flask system developed by the Brazilian 

Agricultural Research Corporation/Genetic Resources and Biotechnology 

(EMBRAPA/CENARGEN). A code was written to enable the Arduino to control immersion time 

and the intervals between immersions. An immersion time of 3 minutes was used, with immersion 

intervals of 2, 4 and 8 hours. The functioning of the TIB was monitored daily for 60 days. The cost 

of assembling the logic and physical modules was determined and compared with the price of four 

programmable logic controllers (PLCs) available on the domestic market.  No system failure was 

detected in either of the two modules or the pneumatic system during TIB monitoring. The cost of 

assembling an automation system containing an Arduino is low in relation to the price of a PLC, 

which is 2.5 to 4 times more expensive. Additionally, using solid-state relays in the automation 

system provided greater protection for the Arduino electrical circuit than their electromagnetic 

counterparts. It was concluded that TIB automation can be achieved using an Arduino 

microcontroller, with the following advantages over PLCs: low cost and the ability to incorporate 

solid-state relays and simultaneously control three rows of plant tissue with different immersion 

times.  

Keywords: plant tissue culture, Solid-state relays 
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Resumo 

Este trabalho teve como objetivo realizar a automação de um Biorreator de Imersão Temporária (BIT) 

com o emprego de um microcontrolador Arduino Uno. Para isso foi construído um sistema de 

automação constituído de um módulo lógico, um módulo físico e um sistema pneumático. O módulo 

lógico é constituído pelo Arduino, o módulo físico por Relés de Estado Sólido e o sistema 

pneumático, por válvulas solenóides e um compressor. O sistema de automação foi testado em um 

biorreator do tipo Twin-Flask System desenvolvido pela Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária/Recursos Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA/CENARGEN). Foi escrito um 

código para que o Arduino controlasse o tempo de imersão e o intervalo entre as imersões. O tempo 

de imersão utilizado foi de 3 minutos, e os intervalos de imersão foram de 2, 4 e 8 horas. O 

funcionamento do BIT foi monitorado diariamente por 60 dias. Também foi avaliado o custo de 

montagem dos módulos lógico e físico e comparado com o preço de quatro Controladores Lógicos 

Programáveis (CLP) disponíveis no mercado nacional.  Durante o monitoramento do funcionamento 

do BIT não foi detectada nenhuma falha de funcionamento em nenhum dos módulos ou no sistema 

pneumático. O custo de montagem de um sistema de automação feito com Arduino pode ser 

considerado baixo se comparado ao preço de um CLP (2,5 a 4 vezes mais caro). Foi ainda verificado 

que o emprego de relés de estado sólido no sistema de automação promove maior proteção do circuito 

elétrico do Arduino do que Relés Eletromagnéticos. Neste estudo pôde-se concluir que a automação 

de um BIT pode ser realizada por um microcontrolador Arduino, apresentando algumas vantagens 

em relação aos CLP: baixo custo, possibilidade de incorporar Relés de Estado Sólido e controle 

simultâneo de três linhas de cultivo com tempo de imersão diferentes.  

Palavras-chave: cultura de tecidos vegetais, Relés de estado sólido 

 

Introduction 

 

Ornamental plants are ubiquitous in modern-day society, whether directly applied in urban 

landscaping projects (Tappert, Klöti, & Drilling, 2018) or as pot plants or flowers inside people’s 

homes (De & Medh, 2017) to promote wellness (Samuelsson et al., 2018). The ornamental plant and 

flower market has global economic importance (Table 1), producing around EUR 20 billion (US$ 

24.4 billion based on the exchange rate on 12/31/2020) in 2020, with a significant increase in recent 

years (Gabellini & Scaramuzzi, 2022). The European Union and United States are the largest 

consumers (Darras, 2020), with sales of ornamental plants and flowers in 2020 reaching 

approximately U$ 13.4 billion (Gabellini & Scaramuzzi, 2022) and U$ 4.8 billion (USDA 2021), 
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respectively. In Brazil the market is expanding, producing U$ 2.63 billion (R$ 10.2 billion based on 

the exchange rate on 12/31/2015) in 2015 (Lima Júnior et al., 2015). 

Unlike traditional agriculture, which requires large areas, flowers and ornamental plants can be 

grown on small rural properties (Duval, 2014), in periurban (Recasens & Alfranca, 2018) and even 

urban areas (Manikas, Malindretos, & Abeliotis, 2019), providing economic and social benefits 

through job creation, since at least 10 employees/ha are needed, thereby contributing to maintaining 

workers in the field (Rooijen & Gedanken, 2012). Rocha (2013) argues that the success of these 

agricultural endeavors requires propagation materials to be produced based on the latest technological 

precepts, in order to ensure high productive potential for vegetable species cultured on a commercial 

scale. In this respect, micropropagation is one of the main technologies used.  

 

Table 1. Ranking of the 10 largest producers and exporters of flowers and potted plants to the 

European Union (EU) in 2017. Source: Darras (2020). 

Ranking Global producers Exporters to the EU 

1 EU EU 

2 China Kenya 

3 USA Ethiopia 

4 Japan Ecuador 

5 Brazil Colombia 

6 Colombia Israel 

7 Canada USA 

8 Ecuador Costa Rica 

9 Kenya China 

10 Tanzania Uganda 

 

Micropropagation is a plant tissue culture technique whereby whole plants are regenerated from 

an explant, i.e., a small piece of plant tissue, under aseptic conditions (George, Hall, & Klerk, 2008; 

Twaij, Jazar, & Hasan, 2020). The technique has a number of advantages over traditional 

multiplication methods, including the need for only a small amount of material to start the culture; 

rapid production of disease and pest-free propagation materials; highly efficient clonal propagation 

for the large-scale production of new cultivars/varieties; and the production of large numbers of plants 

year-round, under controlled conditions unaffected by climate variation (George et al., 2008; Rocha, 

2013; Cardoso & Vendrame, 2022).  
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According to Stancato, Abreu and Furlani (2001), the micropropagated seedlings of some 

ornamental species can generate net revenue of up to 52% in relation to the price of each seedling, 

with figures not being higher because of elevated labor costs. More efficient protocols are essential 

in enabling producers to achieve greater seedling production efficiency and enter the export market 

for ornamental plants (Cardoso, 2013). The use of micropropagation in bioreactors can significantly 

lower production costs by increasing productivity and reducing labor needs (Teixeira & Cid, 2014), 

especially in family farming, which typically has fewer financial resources to hire manpower. 

 In a biochemical context, bioreactors are typically described as independent sterile 

environments designed for intensive plant tissue and cell culture that involve recirculating liquid or 

gas/liquid nutrients and maximize the opportunity to control and monitor the environmental 

conditions (agitation, aeration, temperature, dissolved oxygen and carbon, pH, etc.) (Paek, 

Chakrabarty, & Hahn, 2005). From an industrial perspective, Georgiev, Schumann, Pavlov and Bley 

(2014) define bioreactors as technological equipment, consisting of a culture chamber and automated 

control block, designed for intensive culture by regulating different physical and/or nutritional factors 

(light, illumination, level of the culture medium, pH, etc.), and can be classified into four main 

categories: liquid-phase bioreactor, gas-phase bioreactor, temporary immersion system and hybrid 

bioreactors. 

Temporary immersion bioreactors (TIB) have several advantages over other existing systems, 

such as the drastic reduction of malformation and material losses caused by hyperhydricity and 

asphyxia (Debnath, 2011); the use of a liquid medium gives the cultivated plants better access to its 

components, resulting in greater biomass gains and shorter micropropagation times (Businge, 

Trifonova, Schneider, Rödel,  & Egertsdotter, 2017); high photosynthetic rates during acclimatization 

(Aragón et al., 2014; Uma, Karthic, Kalpana, Backiyarani, & Saraswathi, 2021); the ability to use 10 

to 20-liter culture chambers, larger than those traditionally used (Georgiev et al., 2014); significant 

reduction in labor needs, especially during the elongation/rooting phases, substantially lowering 

production costs (Teixeira & Cid, 2014; Mancilla-Álvarez, Pérez-Sato, Núñez-Pastrana, Spinoso-

Castillo, & Bello-Bello, 2021); greater uniformity in the plants produced (Paek et al., 2005; Teixeira 

& Cid, 2014); the possibility of automating the system, favoring industrialization of the process 

(Carvalho, Ozudogru, Lambardi, & Paiva, 2019; Egertsdotter, Ahmad, & Clapham, 2019).  

According to Georgiev et al. (2014), the control block of TIBs is a partially or fully automated 

system designed to monitor the culture conditions. The type of controller used depends on the 

complexity of the system to be automated. If one or more culture rows are to be operated 

simultaneously, a conventional timer can be used (Solórzano-Acosta & Guerrero-Padilla, 2020); 
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however, for non-simultaneous operation, more complex controllers such as a programmable logic 

controller (PLC) (Loyola-González et al., 2019) is indicated. 

Programmable logic controllers were first introduced in the 1970s as relay control systems and 

were subsequently modernized (Milik & Hrynkiewicz, 2012). They are currently used to control 

simple systems such as timers, but primarily in industrial plants to control assembly line machines or 

counting processes (Bedi, Verma, Sharma, & Singh, 2015). 

Another alternative as an automation block for a TIB is an Arduino microcontroller, or simply 

Arduino (Pineño, 2014). Developed in 2005, the device is an open-source platform that can be easily 

erased and reprogrammed for interactivity projects (Louis, 2016; Arduino, 2022). The equipment 

consists of a printed circuit board with a microprocessor, power supply, data input pins, digital and/or 

analog input pins to receive information from other devices, and digital and/or analog output pins to 

control other equipment (Nowrot & Solecka, 2018). According to Louis (2016), an Arduino acts as a 

minicomputer, like other controllers such as PLCs, receiving and interpreting input signals and 

controlling output signals for a variety of electronic devices (relays, engines, etc.). The use of Arduino 

in industrial processes is still limited (Kaswan, Singh, & Sagar, 2020), its main applications being in 

educational (Guzmán-Fernández et al., 2021, Lopez-Rodriguez & Cuesta, 2021) and academic 

projects (D’Áusilio, 2012; Devarakonda, Nguyen, & Kravitz, 2016; Aguiar et al., 2020). However, 

in recent years this microcontroller has been used in agricultural projects, such as irrigation control 

(Chatzopoulos, Papoutsidakis, Sofianos, & Piromalis, 2019; Alharbi et al., 2020; Subito, Nurrahmi, 

& Mustari, 2020; Rocha, Magalhães, Carvalho, Diotto, & Barbosa 2022) and solar collectors for 

water disinfestation (Rocha, Mendonça, Watanabe, Silva, & Lima, 2020). 

The aim of this study was to construct an efficient low-cost automation system to 

simultaneously control three culture rows in a temporary immersion bioreactor using an Arduino Uno 

as microcontroller. 

 

Materials and Methods 

 

The Twin-flask TIB developed by the Brazilian Agricultural Research Corporation/Genetic 

Resources and Biotechnology (EMBRAPA/CENARGEN) was selected as a bioreactor 

micropropagation system (Teixeira & Cid, 2000; Teixeira, 2002). The equipment was designed with 

only one culture row and consists of two 5 L flasks, one containing a liquid culture medium (middle 

flask) and the other culture material (culture chamber), connected via a silicone hose. An air 

compressor is used to create pressure in the middle flask, which is then forced into the culture 

chamber, submerging the material.  After an established immersion time, the culture chamber is 
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pressurized and the medium drains back into the original container (Teixeira 2001; Georgiev et al., 

(2014) (Figure 1).  

The TIB was automated using a logic module, physical module and a pneumatic system.  The 

logic module consists of a controller that stores instructions and sends them to the physical module, 

which is composed of relays that, when activated by the Arduino, trigger the pneumatic system 

containing a compressor and solenoid valves (Figure 2).  

 

 

Figure 1. Operation of the Twin-flask bioreactor. A. The whole volume of the culture medium is 

located in the medium storage flask culture chamber (flask on the right). B. Pressurization of the flask 

begins, and the medium moves into the culture chamber (arrows). C. Once transfer of the medium to 

the culture chamber is complete, immersion begins. D. At the end of the immersion period, the culture 

chamber is pressurized and the medium drained back into the medium storage flask (on the left), 

completing the cycle. Source: Georgiev et al. (2014). 

 

The logic module was assembled using an Arduino Uno R3 microcontroller with a 7.5 VDC 

external power supply. A programming code was developed to activate the three culture rows, written 

in the C and C++, the languages used for Arduino (McRoberts, 2011) and then recorded in its 

Integrated Development Environment (IDE), version 1.8.19. The physical module was assembled 

using two solid-state relays (SSRs), one with eight channels, a 5 VDC external power supply and 250 

VAC/2A load capacity per channel, and the other with one channel, 3-32 VDC external power supply 

and 24-480 VAC/25 A load capacity. The pneumatic system and culture rows were assembled in line 

in accordance with Teixeira (2001), with some changes (Figure 3), as follows: a 60 L oil-free 

compressor with a maximum pressure of 8 bar (replaces items 22 and 25); two-way industrial solenoid 
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valves; items 23 and 24, namely an air/oil filter and Erlenmeyer flask with an activated carbon 

suspension, respectively, were not needed due to the use of the oil-free compressor; air filtering was 

performed using 40 mm-diameter polytetrafluoroethylene (PTFE) filters with 0.22 µm porosity. 

 

 

Figure 2. Electronic circuit of the automation system controlled by the Arduino, showing the logic 

(1 and 4) and physical modules (2 and 5) and pneumatic system (3 and 6).  The components are not 

shown to scale. 

 

Three culture rows were assembled using 5 L polyethylene terephthalate (PET) flasks 

connected by silicone hoses (Figure 4). Each row contained four pairs of flasks, with each pair 

consisting of a culture chamber and medium storage flask. Each medium flask contained 300 mL of 

MS culture medium (Murashige & Skoog, 1962) added with 20 g L-1 of sucrose. 

The Arduino was programmed to operate the three culture rows of the bioreactor 

simultaneously, based on the following parameters: Immersion time of three minutes and intervals of 

2, 4 and 8 h (Silva, Pasqual, Teixeira, & Araújo, 2007). TIB operation was monitored for 60 days, 

with daily inspections. 

The study was conducted at the Plant Tissue Culture Laboratory of the Reference Center for 

Nature Conservation and Degraded Area Recovery of the University of Brasília (CRAD/UnB). 
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Figure 3. Twin-flask temporary immersion bioreactor developed by Embrapa Genetic Resources and 

Biotechnology.1-3. Culture chambers. 4-6. Medium storage flasks. 7-12. Air filter with pores of ≤ 

0.44 micrometers. 13-16 and 26. Solenoid valves. 24. Erlenmeyer flask with an activated carbon 

aqueous suspension. 19 and 20. Timers. 21. Flow meter. 22 and 25. Positive pressure source 

(compressed air tank or artificial air cylinder). 23. Air/oil filter. 27-29. Electrodes for medium 

monitoring. Source: Teixeira (2001).  
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Figure 4. Temporary immersion bioreactors assembled at the Reference Center for Nature 

Conservation and Degraded Area Recovery of the University of Brasília - CRAD/UnB. A. View of 

the logic and physical modules and pneumatic system. B. Closeup of the logic module, solenoid 

valves and pneumatic circuit. C. Culture row with 5 L PET flasks connected by silicone hoses with 

their respective PTFE filters. 

 

Results and Discussion 

 

After 60 days of monitoring, the three TIB culture rows showed no operational failures in the 

pneumatic system, logic or physical modules. The air filtering system prevented flask contamination, 

with no contamination of the culture chambers or medium storage flasks used.  The code written in 

C and C++ was based solely on the "delay" function and enabling or disabling a "digitalWrite" pin 

and a real-time-clock (RTC) module was not necessary (Figure 5). 
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Figure 5. Code written for automation of the Twin-flask temporary immersion bioreactor. CSc 

(Compressor and compressor solenoid); MR2 (medium storage flask row for the 2-hour immersion 

interval); ER2 (explant flask row for the 2-hour immersion interval); MR4 (medium storage flask row 

for the 4-hour immersion interval); ER4 (explant flask row for the 4-hour immersion interval); MR8 

(medium storage flask row for the 8-hour immersion interval); ER8 (explant flask row for the 8-hour 

immersion interval); Interval (Interval until the next immersion). 

 

The use of the Arduino as a controller allows the developed code to be written directly into its 

IDE, without the need for auxiliary software, such as the JAVA programming package (Java Standar 

Edition, NetBeans and the JavaFX framework). Moreover, using the C and C++ programming 

languages is beneficial to the system in that they are simple, easy to learn, flexible, efficient 
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(McKeeman, 1993; Stroustrup, 1993), available for most computers and hardware independent 

(Deitel & Deitel, 2006), allowing the replication of this automation system. 

In the automation system, the cost of the devices used in the logic and physical modules was 

substantially lower than that of PLCs available on the domestic market.  The cost of a one-channel 

SSR, an eight-channel SSR, an Arduino Uno R3 microcontroller and a 7.5 VDC external power 

supply was US$ 64.00. The PLCs analyzed used a 12 or 24 VDC external supply, depending on the 

model, with a total cost 2.5 to 4 times lower than that of the least and most expensive PLC, 

respectively (Table 2).  

The maximum number of load switches (Table 2) gives the Arduino a considerable advantage 

over PLCs available on the market. The data provided by the manufacturers of the models compared 

indicate that the maximum number of load switches per day varies from 12 to 62 (Schneider Electric, 

2022; Siemens, 2022; Tholz, 2022; WEG, 2022), while the Arduino obtained 4.32 x 107 (Arduino, 

2022). Ninety-one load switches were needed for daily operation of the TIB with three different 

simultaneous immersion intervals (2, 4 and 8 h), which cannot be achieved with any of the PLCs 

studied. It is also important to note that all the PLCs analyzed switch loads via electromechanical 

relays (EMRs) and only two had eight channels. As such, using PLC models with four relays would 

require expansion modules, which are as costly as the controllers themselves. 

Despite their higher cost, SSRs have a number of advantages over EMRs:  reliability in 

applications that require a large number of contact closures, maximum speed and control of contact 

closures, minimum production of radio frequency interference and little wear because they have no 

electromechanically activated moving parts (Soderholm & Bern, 1976; Abdelmoumene & Bentarzi, 

2014). Furthermore, EMRs operate based on contact between moving components, subjecting them 

to continuous wear that shortens their service life in relation to SSRs (Ramirez-Laboreo, Sagues, & 

Llorente, 2015), and the effects of aging alter EMR characteristics during their service life (Sandeep 

et al., 2017). Another important advantage is that the control signal is isolated from the load to prevent 

overcurrent that might damage the controller (Mbunwe, Ogbuefi, Anyaka, & Ayogu, 2018). During 

the testing phase of logical and physical module assembly, the Arduino EMRs were found to be 

insufficiently insulated, which damaged one of the controllers. Another important point is the power 

consumption of the relays. The one and eight-channel SSR models used consume around 3-25 mA 

(Brazilcontrol, 2022) and 10 mA (Omron, 2022), respectively, while EMRs require 71.4 mA 

(Songlerelay, 2022). The current consumption of EMRs exceeds the maximum current that an 

Arduino can supply, namely 40 mA per port and 500 mA in total (Arduino, 2022). EMRs therefore 

require an external power supply to overcome this limitation. Although this was provided during 

testing, the relays were insufficiently insulated, resulting in overcurrent that damaged the other 
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Arduino. Since relays play a key role in automation, whenever possible SSRs should be preferred 

over EMRs (Vinod, Devadasan, Rajanayagam, Sunil, & Thilak, 2018), as occurred in the present 

study. 

 

Table 2. Comparison of the main characteristics of the controllers and relays available on the 

Brazilian market. Programmable Logic Controllers (PLC); Solid-State Relays (SSR); 

Electromechanical relay (EMR); External Power Supply (EPS). * Has a power supply. ⁑ Each load 

drive corresponds to switching one load on and off. ⁂ Based on the minimum time to switch a load 

on and off, which is 2 ms. 

Device Producer Model Relays Load switches/day ⁑ Price in US$ 

PLC WEG Clic-02 4 62 262 

PLC Tholz CLG535R 8 16 227 

PLC Schneider SR2A101BD 4 32 174 

PLC Siemens Logo 230 RC* 4 12 157 

Arduino   Arduino Uno R3 0 4.32 x 107 ⁂ 23 

1 way SSR Brazilcontrol B1425 1 - 12 

8 way SSR - - 8 - 21 

8 way EMR - - 8 - 14 

7,5 VDC - - - - 8 

12 VDC - - - - 8 

24 VDC - - - - 8 

 

The literature review demonstrated that few studies with a TIB micropropagation system 

describe the type of automation used (Escalona et al., 1999; Arellano-García et al., 2020; Solórzano-

Acosta & Guerrero-Padilla, 2020). In these studies, and the Twin-flask TIB developed by EMBRAPA 

(Teixeira & Cid, 2000; Teixeira, 2002), only conventional timers were used for immersion control. 

Silva et al. (2007) assessed three non-simultaneous immersion intervals controlled by conventional 

timers. Zhang et al. (2022) used an industrial system to control four immersion intervals but did not 

describe the system characteristics. In the remaining studies identified in the review, only the 

immersion time and interval between immersions are described, with only one interval assessed 

(Spinoso-Castillo et al., 2017; Ramírez-Mosqueda, Cruz-Cruz, Cano-Ricárdez, & Bello-Bello, 2019; 

Aragón et al., 2014; Leyva-Ovalle, Bello-Bello, Murguía-González, Núñez-Pastrana, & Ramírez-
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Mosqueda, 2020). This seems to indicate that only timers were used in automation. Other studies with 

only one immersion time can be found in De Carlo, Tarraf, Lambardi and Benelli (2021).  

 

Conclusions 

 

This study presented an automation system using an Arduino Uno microcontroller. This device 

has several advantages over PLC controllers: it is an open-source platform whose features are 

constantly being improved and whose IDE is free of charge; it can be customized for different control 

formats using low-cost modules for the controllers (wireless, humidity and temperature sensors, real 

time clock, etc.); different programming codes can be written to meet specific user needs, which is 

not the case for PLCs whose functions are predefined.  

The cost of the automation system designed here was considerably lower than that of PLCs 

available on the market. Additionally, the solid-state relays used are more durable, ensure better 

circuit and microcontroller security and do not require an external power supply, making them less 

costly. 

The programming code developed here allows three culture rows with different immersion 

times to be controlled simultaneously and can be altered to include additional rows, which contributes 

to the micropropagation of different plant species because the required immersion times may differ 

between species. Once input into the Arduino IDE, the code executes the programming indefinitely 

with no need for user intervention or auxiliary software, which require knowledge of other 

programming languages. Additionally, the Arduino IDE can be installed in computers that use 

LINUX or Microsoft Windows, even in older versions of these operating systems, eliminating the 

need for newer more expensive computers. 

Thus, using less costly, accessible, modular and customizable technologies is a means of 

improving productivity in the micropropagation of ornamental plants. This provides an opportunity 

to improve profits in the flower farming and ornamental plant sectors, which require considerable 

manpower and generally involve small family farms, enabling farmers to achieve higher revenues per 

hectare and remain in the industry. 
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Anexo I 

Código desenvolvido para automação com Arduino das linhas de cultivo do Biorreator de 

Imersão Temporária com intervalos entre imersões de 2, 4 e 8 h. 

 

void setup() { 

  // put your setup code here, to run once: 

  pinMode(13, OUTPUT); // CSc 

  pinMode(2, OUTPUT); // LM2 

  pinMode(4, OUTPUT); // LE2 

  pinMode(7, OUTPUT); // LM4 

  pinMode(8, OUTPUT); // LE4 

  pinMode(10, OUTPUT); // LM8 

  pinMode(11, OUTPUT); // LE4 

}  

void loop() { 

  // put your main code here, to run repeatedly: 

  digitalWrite(4, HIGH); // Desativa Linha Explante T2h 

  digitalWrite(8, HIGH); // Desativa Linha Explante T4h 

  digitalWrite(11, HIGH); // Desativa Linha Explante T8h 

  digitalWrite(2, LOW); // Ativa Linha Meio de cultura T2h 

  digitalWrite(7, LOW); // Ativa Linha Meio de cultura T4h 

  digitalWrite(10, LOW); // Ativa Linha Meio de cultura T8h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Meio-Explante> 1min 

  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(2, HIGH); // Desativa Linha Meio de cultura T2h 

  digitalWrite(7, HIGH); // Desativa Linha Meio de cultura T4h 

  digitalWrite(10, HIGH); // Desativa Linha Meio de cultura T8h 

  delay(180000); // Tempo de Imersão> 3min 

  digitalWrite(4, LOW); // Ativa Linha Explante T2h 

  digitalWrite(8, LOW); // Ativa Linha Explante T4h 

  digitalWrite(11, LOW); // Ativa Linha Explante T8h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Explante-Meio> 1min 

  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(4, HIGH); // Desativa Linha Explante T2h 

  digitalWrite(8, HIGH); // Desativa Linha Explante T4h 

  digitalWrite(11, HIGH); // Desativa Linha Explante T8h 

  delay(6840000); // Fim acionamento 1 - Tempo até o próximo ciclo> 1h54min 

  digitalWrite(2, LOW); // Ativa Linha Meio de cultura T2h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Meio-Explante> 1min 
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  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(2, HIGH); // Desativa Linha Meio de cultura T2h 

  delay(180000); // Tempo de Imersão> 3min 

  digitalWrite(4, LOW); // Ativa Linha Explante T2h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Explante-Meio> 1min 

  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(4, HIGH); // Desativa Linha Explante T2h 

  delay(6840000); // Fim acionamento 2 - Tempo até o próximo ciclo> 1h54min 

  digitalWrite(2, LOW); // Ativa Linha Meio de cultura T2h 

  digitalWrite(7, LOW); // Ativa Linha Meio de cultura T4h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Meio-Explante> 1min 

  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(2, HIGH); // Desativa Linha Meio de cultura T2h 

  digitalWrite(7, HIGH); // Desativa Linha Meio de cultura T4h 

  delay(180000); // Tempo de Imersão> 3min 

  digitalWrite(4, LOW); // Ativa Linha Explante T2h 

  digitalWrite(8, LOW); // Ativa Linha Explante T4h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Explante-Meio> 1min 

  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(4, HIGH); // Desativa Linha Explante T2h 

  digitalWrite(8, HIGH); // Desativa Linha Explante T4h 

  delay(6840000); // Fim acionamento 3 - Tempo até o próximo ciclo> 1h54min 

  digitalWrite(2, LOW); // Ativa Linha Meio de cultura T2h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Meio-Explante> 1min 

  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(2, HIGH); // Desativa Linha Meio de cultura T2h 

  delay(180000); // Tempo de Imersão> 3min 

  digitalWrite(4, LOW); // Ativa Linha Explante T2h 

  digitalWrite(13, HIGH); // Ativa Compressor e válvula compressor 

  delay(60000); // Tempo transferência Frascos Explante-Meio> 1min 

  digitalWrite(13, LOW); // Desativa Compressor e válvula compressor 

  delay(30000); // Tempo de escape de ar da linha> 30s 

  digitalWrite(4, HIGH); // Desativa Linha Explante T2h 

  delay(6840000); // Fim acionamento 4 - Tempo até o próximo ciclo> 1h54min 

} 

 

 


