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RESUMO 

 

Hadrolaelia grandis está ameaçada de extinção e sua população está em 
declínio devido às coletas para fins ornamentais e destruição do habitat. O 
objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de conservação de 
sementes, germinação in vitro e de propagação de H. grandis, em larga escala, 
utilizando a técnica “thin cell layer” (TCL) a partir de protocormos. O teste do 
tetrazólio (TZ) e a germinação in vitro foram realizados com sementes 
armazenadas a - 20 °C e - 80 °C, por 24, 30 e 36 meses. Os meios de cultura 
Woody Plant Medium (WPM), Murashige & Skoog (MS), Vacin & Went (VW) e 
Knudson C (KC) foram testados para a germinação in vitro e desenvolvimento 
dos protocormos. Para a regeneração de estruturas semelhantes à 
protocormos (“protocorm like bodies – PLBs”) utilizando a técnica TCL foram 
realizadas secções transversais (TCLt) e secções longitudinais (TCLl) em  
protocormos com 60 e 90 dias de idade. Os explantes foram cultivados em 
meio Woody Plant Medium (WPM), acrescido de 6-benzilaminopurina (BAP): 
1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM, além do controle, sem regulador vegetal. O 
alongamento e enraizamento dos PLBs foi induzido em meio contendo carvão 
ativado (0; 1; 2 e 3 g.L-1) ou ácido indol-3-butírico (AIB) (0,0; 1,25; 2,5; 5,0 e 

10,0 M). As mudas foram transplantadas em bandejas contendo: pó de coco, 
casca de pínus com húmus de minhoca e vermiculita. Os resultados indicaram 

que a temperatura de - 80 °C foi mais eficiente para o armazenamento de 
sementes, pois após 36 meses, a porcentagem de sementes viáveis foi mais 

elevada (81,86%), quando comparada a de - 20 °C (64,24%) pelo teste TZ. As 
sementes cultivadas no meio WPM apresentaram melhores respostas de 
germinação (94,71%, índice de velocidade de germinação de 25,33) e de 
desenvolvimento das plântulas, após 36 meses de armazenamento em 
temperatura de - 80 °C. A técnica TCL foi eficiente para a propagação in vitro 
de H. grandis, sendo que a idade e concentração de BAP influenciaram as 
respostas de regeneração de PLBs. Secções transversais de protocormos de 

60 dias, cultivados em meio WPM, acrescido de 2,2 M de BAP apresentaram 
melhores respostas para a técnica TCLt (70,8% de regeneração de PLBs e 
30,1 PLBs por explante). Para a técnica TCLl foi recomendado o uso de 
secções de protocormos de 90 dias de idade, cultivadas em meio contendo  

8,8 M de BAP (83,3% de regeneração de PLBs e 34,4 PLBs por explante). O 
carvão ativado foi eficiente no alongamento e enraizamento, sendo 
recomendada a concentração de 1 g L-1. As mudas foram aclimatizadas com 
sucesso em casa de vegetação (98,21% de sobrevivência) utilizando 
vermiculita como substrato. O protocolo descrito nesse estudo foi eficiente para 
conservação de sementes, germinação in vitro e micropropagação utilizando a 
técnica TCL para a produção de mudas de H. grandis. 

 

Palavras chave: banco de sementes, viabilidade de sementes, “thin cell layer”, 
regeneração de PLBs, 6-benzilaminopurina (BAP) 
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ABSTRACT 

 

Hadrolaelia grandis is an endangered species and its population is declining 
due irregular collection for ornamental purposes and habitat destruction. The 
objective of this study was to establish a seed conservation protocol, in vitro 
germination and large-scale propagation of H. grandis seedlings using the "thin 
cell layer" (TCL) technique from protocorms. The tetrazolium test (TZ), and in 
vitro germination were performed with seeds stored at - 20 ° C and - 80 ° C for 
24, 30 and 36 months. The culture media Woody Plant Medium (WPM), 
Murashige and Skoog (MS) Vacin & Went (VW) and Knudson C (KC) were 
tested for in vitro germination and protocorm development. For the regeneration 
of the protocorm-like bodies (PLBs) using TCL technique, transversal sections 
were performed (tTCL) and longitudinal sections (lTCL) in protocorm from 60 
and 90 days of age. The explants were cultured in Woody Plant Medium 
(WPM), supplemented with 6-benzylaminopurine (BAP): 1.1, 2.2, 4.4, 8.8 and 
17.6 µM, and the control without plant growth regulation. The elongation and 
rooting of PLBs were induced in medium containing activated charcoal (0, 1, 2 
and 3 g L-1) or indole-3-butyric acid (IBA) (0.0, 1.25, 2.5, 5.0 and 10.0 µM). The 
seedlings were transplanted into trays containing: coco powder, pine bark with 
humus worm and vermiculite. The results indicated that the temperature of  
- 80 °C was more efficient for storing seeds, because after 36 months, the 
percentage of viable seeds was higher (81.86%), when compared to - 20 °C 
(64.24%) by TZ test. The seeds grown in the WPM medium showed better 
germination responses (94.71%, 25.33 germination speed index) and seedling 
development, after 36 months of storage at a temperature of - 80 °C. The TCL 
technique was efficient for the in vitro propagation of H. grandis, and the age 
and concentration of BAP influenced PLBs regeneration responses. Transversal 
sections from protocorm of 60 days old, cultured in WPM supplemented with  

2.2 M BAP responded better to tTCL technique (70.8% of PLBs PLBs 
regeneration and 30.1 per explant). For lTCL technique has been 
recommended to use sections from protocorm 90 days old, grown in medium 

containing 8.8 M of BAP (83.3% of PLBs regeneration PLBs and 34.4 per 
explant. The activated charcoal was effective for elongation and rooting of 
PLBs, and we recommended the concentration of 1 g L-1.  The seedlings were 
successfully acclimatized in greenhouse (98.21% survival) using vermiculite as 
substrate. The protocol described in this study was efficient for conservation, 
seed germination and in vitro micropropagation using TCL technique for mass 
production of H. grandis seedlings. 

 

Keywords: seed banks, seed viability, thin cell layer, PLBs regeneration,  
6-benzylaminopurine (BAP) 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

 O Brasil apresenta uma das maiores diversidades de orquídeas do 

mundo, com 2553 espécies distribuídas em 238 gêneros, sendo que 1636 

destas espécies são endêmicas (BARROS et al., 2015). Hadrolaelia grandis é 

uma espécie muito apreciada como ornamental, pela beleza de suas flores, 

com sépalas e pétalas encrespadas, de coloração amarelo-bronzeado, com 

labelo branco, fortemente estriado de lilás. Essa espécie apresenta muitos 

sinônimos e anteriormente era classificada como Laelia grandis, baseada 

apenas em observações morfológicas. Chiron e Castro Neto (2002) 

confirmaram a existência de dois grupos bem distintos: as espécies mexicanas 

(verdadeiras Laelias) e as espécies brasileiras, que foram separadas por meio 

de análises moleculares. O gênero Hadrolaelia (Schlechter) Chiron & V. P. 

Castro é composto por 19 espécies, divididas em seis seções: Hadrolaelia, 

Crispae, Virens, Fidelensis, Perriniae e Sophronitis, sendo que H. grandis 

pertence à seção Crispae.  

H. grandis é uma espécie epífita, endêmica da Mata Atlântica, que 

ocorre nos estados da Bahia e Espírito Santo. Sua população vem 

decrescendo em decorrência de coletas para fins ornamentais e da destruição 

do habitat, por isso encontra-se no Livro Vermelho da Flora do Brasil como 

vulnerável (MARTINELLI e MORAES, 2013). Os bancos de sementes 

constituem uma importante estratégia de conservação ex situ à longo prazo. 

Eles possibilitam a manutenção da capacidade germinativa de sementes, em 

um pequeno espaço físico e por um período bem maior que em condições 

naturais, além de manter a diversidade biológica possibilitando assim, a re-
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introdução de espécies em seus habitats e a restauração de áreas degradadas 

(SEATON e PRITCHARD, 2011). O projeto Darwin Initiative “Orchid Seed 

Stores for Sustainable Use” (OSSSU) está estabelecendo uma rede global de 

bancos de sementes de orquídeas e iniciou em países com alta biodiversidade, 

como Ásia e América Latina (SEATON e PRITCHARD, 2011). No Brasil, a 

Universidade Federal do Paraná e a Universidade do Oeste do Paraná 

participam do projeto da OSSSU, onde sementes de orquídeas de diversas 

espécies têm sido armazenadas e testes periódicos de viabilidade, como o do 

tetrazólio (TZ) e de germinação in vitro vêm sendo realizados para avaliar a 

eficiência do armazenamento em baixas temperaturas.  

As sementes de orquídeas são muito pequenas, desprovidas de 

endosperma e com isso, a taxa de germinação na natureza é muito baixa, 

menor que 5%. Todas as espécies da família Orchidaceae dependem de 

associações micorrízicas para a germinação e para o estabelecimento do 

protocormo (embrião recém-germinado de sementes de orquídeas, com 

formato ovóide, contendo um ou mais órgãos foliares) em seu ambiente natural  

(LEROUX et al., 1997; PEREIRA et al., 2003). A germinação in vitro de 

orquídeas é um importante meio de produção de mudas e aumenta 

significativamente o índice germinativo em relação à germinação em condições 

naturais (MARTINI et al., 2001).   

Muitos meios de cultura são utilizados no cultivo in vitro de orquídeas e 

ainda não há uma formulação específica, pois a resposta das sementes na 

germinação e morfogênese de um tecido cultivado in vitro está sujeita a fatores 

físicos (intensidade luminosa, fotoperíodo, temperatura) e químicos 

(concentração e composição de macro e micronutrientes) que diferem de uma 
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espécie para outra (ARDITTI e ERNST, 1993). Os meios MS (MURASHIGE e 

SKOOG, 1962), KC (KNUDSON C, 1946) e VW (VACIN e WENT, 1949) têm 

sido utilizados no cultivo in vitro de orquídeas, como Dendrobium aqueum 

(ROBINSON et al., 2009), Anselia africana (VASUDEVAN e VAN STADEN, 

2010), Cymbidium giganteum (HOSSAIN et al., 2010), Vanda coerulea (ROY et 

al., 2011), Cymbidium mastersii (MOHANTY et al., 2012), Hoffmannseggella 

cinnabarina (SUZUKI et al., 2012), Cymbidium aloifolium (PRADHAN et al., 

2013), Vanda testacea (SEBASTINRAJ et al., 2014) e Dimorphics lowii (BAKAR 

et al., 2014). O meio WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980) foi eficiente para o 

cultivo in vitro de Epidendrum secundum (FERREIRA et al., 2015). 

Além da germinação in vitro, técnicas de cultura de tecidos que 

permitem a regeneração de plantas têm sido utilizadas para multiplicação 

massal de orquídeas. Uma das técnicas bem sucedidas é a “thin cell layer” 

(TCL). Consiste de finos cortes com poucas camadas de células contendo um 

ou mais tipos de tecidos. Os cortes podem ser feitos em sentido longitudinal 

(TCLl) ou transversal (TCLt) e diferentes órgãos da planta podem ser utilizados 

como fonte de explantes (TEIXEIRA DA SILVA, 2010). Em orquídeas, os 

protocormos têm sido utilizados com sucesso como fonte de explantes da TCL 

em Dendrobium gratiosissimum (JAIPHET e RANGSAYATORN, 2010), 

Epidendrum secundum (FERREIRA et al., 2015) e  Brasilidium forbesii 

(GOMES, FRANCESCHI e RIBAS, 2015). Os protocormos têm capacidade de 

regenerar estruturas semelhantes à protocormos (“protocorm-like bodies” - 

PLBs), com células meristemáticas e com capacidade de regenerar plantas 

(TEIXEIRA DA SILVA et al., 2005). Teixeira da Silva e Tanaka (2006) 

constataram por meio de análises histológicas e citológicas que os PLBs são 
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equivalentes a embriões somáticos. Na cultura de tecidos de orquídeas é 

possível a formação direta de PLBs sem passar pela fase de calo, com isso, a 

regeneração de plantas ocorre de maneira mais rápida (TEIXEIRA DA SILVA et 

al., 2005). 

Os reguladores vegetais são importantes controladores do crescimento 

e desenvolvimento das plantas e, na cultura de tecidos de orquídeas, o uso de 

citocininas isoladas ou combinadas com auxinas é importante para a 

regeneração de PLBs (NOVAK et al, 2014). A citocinina 6-benzilaminopurina 

(BAP) tem sido eficiente na indução e regeneração de PLBs de diversas 

espécies, como Dendrobium candidum (ZHAO et al., 2007), Dendrobium 

draconis (RAGSAYATORN, 2009), Coelogyne cristata (NAING et al., 2011), 

Dendrobium primolimun (PANT e THAPA, 2012) e Eclipta alba (SINGH et al., 

2012), entre outras.  

Após a fase de regeneração de PLBs, essas estruturas são separadas e 

cultivadas em meios de cultura, acrescidos ou não de carvão ativado ou 

auxinas para alongamento e desenvolvimento de raízes. O carvão ativado tem 

um papel importante na cultura de tecido de plantas, melhorando as respostas 

morfogênicas dos tecidos, como de crescimento e desenvolvimento das células 

(THOMAS, 2008). O carvão ativado, combinado ou não com auxina induz o 

enraizamento de muitas plantas (THOMAS, 2008). Esse composto tem sido 

testado no enraizamento de diversas espécies de orquídeas como: 

Cypripedium flavum (YAN et al., 2006), híbridos de Dendrobium (MARTIN e 

MADASSERY, 2006) e Cattleya harrisoniana (SCHNEIDERS et al., 2012). O 

ácido indol-3-butírico (AIB) também tem sido utilizado para indução de raízes 

de diversas espécies de orquídeas, como Cymbidium alaifolium e Dendrobium 
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nobile (NAYAK et al., 2002), Rhynchostylis retusa (THOMAS e MICHAEL, 

2007), Satyrium nepalense (MAHENDRAN e BAI, 2009), Cymbidium faberi 

(TAO et al., 2011), Dendrobium sabin (RAFIQUE et al., 2012), Dendrobium 

nobile (MOHANTI et al., 2012a), Cymbidium mastersii  (MOHANTI et al., 

2012b), Vanda testacea (SEBASTINRAJ et al., 2014) e Cattleya sp. (DEWIR et 

al., 2015).  

O transplantio e aclimatização de mudas são um dos problemas na 

micropropagação de orquídeas, que muitas vezes não sobrevivem ao cultivo ex 

vitro, pois esse ambiente não é asséptico, tem umidade relativa do ar mais 

baixa, maior intensidade luminosa e, além disso, as plantas cultivadas in vitro 

tem menor capacidade fotossintética e transpiram mais (HAZARIKA, 2003). 

Uma planta com um bom enraizamento tem maior probabilidade de 

sobrevivência no cultivo ex vitro, pois absorve mais água, compensando a 

perda no início do processo (DEWIR et al., 2005). Além da luminosidade, 

temperatura e umidade, o substrato é extremamente importante para o 

desenvolvimento e sobrevivência das mudas nessa fase. Ele deve ter alta 

porosidade, capacidade de absorção e drenagem de água (DEBERGH e 

ZIMMERMAN, 1991). O xaxim foi muito utilizado como substrato para o 

transplantio de orquídeas, mas devido ao extrativismo desenfreado, está 

ameaçado de extinção (LORENZI e SOUSA, 1995). Por isso, substratos 

alternativos como fibra e pó de coco, casca de pínus, vermiculita e outros têm 

sido testados para Cattleya chocolate drop x (C. guttata x L. tenebrosa) 

(COLOMBO et al., 2005), Cattleya intermedia (LONE et al., 2008) e Laelia 

tenebrosa (ANTONIETTI et al., 2014).  
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2  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de conservação 

de sementes, germinação in vitro e micropropagação a partir de protocormos, 

utilizando a técnica „thin cell layer‟, para a produção em larga escala de mudas 

de Hadrolaelia grandis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Avaliar a viabilidade das sementes após armazenamento pelo teste 

do tetrazólio; 

b) Identificar a melhor temperatura e tempo de armazenamento para 

estabelecimento e manutenção de bancos de sementes;  

c) Determinar o melhor meio de cultura para a germinação in vitro; 

d) Selecionar a melhor idade, região do protocormo, tipo de secção e 

concentração de BAP para indução e regeneração de PLBs; 

e) Avaliar a eficiência do AIB e do carvão ativado no alongamento e 

desenvolvimento de raízes dos PLBs. 

e) Selecionar o melhor substrato para transplantio e aclimatização de 

mudas em casa de vegetação. 
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Capítulo I 

 

Armazenamento de sementes e germinação in vitro de Hadrolaelia 
grandis (Lindley & Paxton) Chiron & V. P. Castro (Orchidaceae) 

 

RESUMO 

Hadrolaelia grandis é uma espécie muito apreciada como planta ornamental e 
está ameaçada de extinção, necessitando de um programa de conservação. 
Os bancos de sementes e a germinação assimbiótica são importantes 
alternativas para conservação ex situ de espécies ameaçadas de extinção. 
Esse estudo teve como objetivo determinar a melhor condição de 
armazenamento de sementes, o melhor meio para germinação in vitro e 
desenvolvimento de plântulas e o substrato mais adequado para estabelecer 
um protocolo de conservação e propagação de mudas de H. grandis. O teste 
do tetrazólio (TZ) e a germinação in vitro foram avaliados após armazenamento 
de sementes a - 20 °C e - 80 °C, por 24, 30 e 36 meses. Os meios de cultura 
Woody Plant Medium (WPM), Murashige & Skoog (MS), Vacin & Went (VW) e 
Knudson C (KC) foram testados para a germinação in vitro e desenvolvimento 

dos protocormos. A temperatura de - 80 °C foi mais eficiente para o 
armazenamento de sementes, pois após 36 meses, a porcentagem de 

sementes viáveis foi mais elevada (81,86%), quando comparada à de - 20 °C 
(64,24%) pelo teste TZ. As sementes cultivadas no meio WPM apresentaram 
melhores respostas de germinação (94,71% e índice de velocidade de 
germinação de 25,33) e de desenvolvimento das plântulas, após 36 meses de 

armazenamento em temperatura de - 80 °C. As plântulas alongaram, 
desenvolveram raízes em meio WPM contendo carvão ativado (1 g L-1) após 16 
semanas e foram aclimatizadas com sucesso utilizando vermiculita como 
substrato (91,07% de sobrevivência). O protocolo descrito nesse estudo foi 
eficiente para conservação de sementes, germinação in vitro e produção de 
mudas de H. grandis. 

 
 

Palavras-chave: banco de sementes, viabilidade de sementes, teste do 
tetrazólio, meios de cultura. 
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Chapter I 

 

 
Seed storage and asymbiotic germination of Hadrolaelia grandis (Lindley 

& Paxton) Chiron & V. P. Castro (Orchidaceae) 
 

 

ABSTRACT 

 
Hadrolaelia grandis is an ornamental plant species much appreciated but 
endangered, thus requiring a conservation program. Seed banks and 
assimbiótica germination are important alternatives for ex situ conservation of 
endangered species. This study aimed to determine the best seed storage 
conditions, the best germination medium and development of seedlings and the 
most suitable substrate to establish a conservation and propagation protocol for 
H. grandis. Tetrazolium test (TZ) and in vitro germination was evaluated with 
seeds stored at - 20 °C and - 80 °C for  24, 30, and 36 months. The Woody 
Plant Medium (WPM), Murashige & Skoog (MS), Vacin & Went (VW) and 
Knudson C (KC) culture media were tested for in vitro germination and 

protocorm development. The temperature of - 80 °C was the most effective for 
storing seeds, since after 36 months, the percentage of viable seeds was higher 

(81.86%) than those stored at - 20 °C (64.24%), by TZ test. Seeds grown on the 
WPM medium showed better germination responses (94.71% germination and 
germination speed index 25.33) and better seedling development, after 36 

months of storage at - 80 °C. Shoot elongation and rooting was achieved on 
WPM medium containing activated charcoal (1 g L-1) after 16 weeks and 
seedlings were successfully acclimatized after 12 weeks (91.07% survival) 
using vermiculite as substrate. The protocol described herein was efficient for 
seed conservation, in vitro germination and production of seedlings of H. 
grandis. 
 

 

Keywords: seed bank, seed viability, tetrazolium test, culture media. 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Hadrolaelia grandis é uma espécie pertencente à família Orchidaceae, 

epífita, muito apreciada como planta ornamental e endêmica da Mata Atlântica 

dos estados da Bahia e Espírito Santo (BARROS et al., 2015). Apresenta flores 

grandes com pétalas e sépalas de coloração amarela-bronze, lobo central do 

labelo rosa e lobos laterais brancos (ARAÚJO e ARAÚJO, 2008). Essa espécie 

consta no Livro Vermelho da Flora do Brasil como vulnerável devido ao declínio 

populacional decorrente de coletas para fins ornamentais e da destruição do 

habitat (MARTINELLI e MORAES, 2013).  

As orquídeas produzem sementes muito pequenas e desprovidas de 

endosperma, dificultando a propagação pelos métodos convencionais, com 

porcentagem de germinação menor do que 5%, em condições naturais 

(ARDITTI e ERNST, 1993). Além disso, dependem de associação micorrízica 

para germinação e desenvolvimento inicial do protocormo. O desenvolvimento 

da planta é lento, levando vários anos para atingir o estádio reprodutivo 

(FERREIRA e SUZUKI, 2008). A dificuldade de propagação por sementes na 

natureza, aliada a ameaça de extinção de muitas espécies de orquídeas, tem 

demonstrado a necessidade de estabelecimento de banco de sementes e o 

desenvolvimento de estratégias de conservação ex situ (SWARTS e DIXON, 

2009). As sementes mantidas em bancos de sementes, com baixo teor de 

umidade e em baixas temperaturas podem ter sua viabilidade e poder 

germinativo preservados por um longo período (SARASAN et al., 2006). As 

sementes de orquídeas apresentam um comportamento ortodoxo e maior 

longevidade quando sujeitas à secagem (< 5% de umidade) e congelamento  
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(- 20 °C), em condições comumente utilizadas em bancos de sementes 

(SEATON et al., 2013). 

A viabilidade das sementes comumente é avaliada pelo teste do 

tetrazólio (TZ) e pela germinação in vitro. Vários meios de cultura como MS 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962), KC (KNUDSON, 1946) e VW (VACIN e 

WENT, 1949) têm sido utilizados com sucesso para germinação de várias 

espécies de orquídeas (ARDITTI e ERNST, 1993).  No entanto, estudos 

recentes têm indicado que nem sempre o meio ideal para a germinação inicial 

foi o melhor para o desenvolvimento das plântulas (KAUTH et al., 2008). A 

técnica de semeadura de orquídeas in vitro torna possível o aproveitamento 

máximo de sementes, pois quase 100% das sementes germinam. Porém, esse 

processo tem como desvantagem a necessidade de um período de 

aclimatização, sendo necessário que a plântula habite um substrato que lhe 

propicie boas condições para o seu melhor desenvolvimento (MORAES et al., 

2002). Vários substratos alternativos ao xaxim, que se encontra em risco de 

extinção, estão sendo testados, como: fibra de coco e pó de coco, casca de 

pinus, casca de arroz carbonizada, sabugo de milho e vermiculita, entre outros 

(SORACE et al., 2009; MACEDO et al., 2014).   

Com isso, os objetivos desse estudo foram: avaliar a viabilidade das 

sementes armazenadas em diferentes temperaturas e períodos; determinar o 

melhor meio para germinação in vitro e desenvolvimento de protocormos e 

avaliar o desenvolvimento ex vitro de plântulas em diferentes substratos para 

estabelecer um protocolo de conservação e propagação in vitro de Hadrolaelia 

grandis. 
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2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MATERIAL VEGETAL 

As sementes de H. grandis foram fornecidas pelo Laboratório de 

Filogenia, Genética e Conservação de Plantas da Universidade Federal do 

Paraná (UFPR). As sementes foram armazenadas a - 20 °C e - 80 °C em 

pequenos frascos de vidro, contidos em frascos maiores juntamente com sílica 

laranja, utilizada como indicador de umidade, conforme recomendação de 

Seaton e Ramsay (2005). 

 

 2.2 TESTE DE VIABILIDADE DE SEMENTES 

O teste bioquímico de tetrazólio foi realizado com sementes após 

armazenamento a - 20 °C e - 80 °C por três períodos (24, 30 e 36 meses). 

Foram utilizadas duas amostras de sementes (1 mg) para cada temperatura e 

período de armazenamento, as quais foram pré-condicionadas em solução de 

sacarose a 10% por 24 horas, seguido de transferência para a solução de 

tetrazólio a 1%, por mais 24 horas, sendo mantidas em banho-maria à 

temperatura constante de 38 °C. Em seguida, cinco alíquotas (0,3 mL) de cada 

amostra foram colocadas em placa de Petri com fundo azul, observadas em 

microscópio estereoscópico Motic, modelo SMZ-171 e fotografadas com 

câmera digital Sony Cyber Shot DSC-P200. Em cada alíquota foram contadas 

100 sementes, as quais foram classificadas em viáveis (coloração vermelha), 

inviáveis (coloração branca) e sem embrião (palha). Após a avaliação, as 

sementes utilizadas no teste do tetrazólio foram descartadas. 
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2.3 GERMINAÇÃO IN VITRO 

Sementes armazenadas a - 20 °C e - 80 °C por três períodos (24, 30 e 

36 meses) também foram utilizadas para a germinação in vitro. Em câmara de 

fluxo laminar, as sementes (4 mg) foram desinfestadas com etanol 70% por um 

minuto, seguido de imersão em hipoclorito de sódio (NaOCl) 0,75% (v/v), 

acrescido de 0,1% de Tween 20 por cinco minutos. Em seguida, foram 

transferidas para um funil revestido com papel filtro esterilizado, onde foram 

realizadas seis lavagens com água destilada esterilizada. As sementes secas 

foram distribuídas em placas de Petri, sendo cinco placas por tratamento, cada 

uma contendo 40 mL de meio de cultura. Os meios de cultura testados foram: 

MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), KC (KNUDSON C, 1946), WPM (LLOYD 

e MCCOWN, 1980) e VW (VACIN e WENT, 1949) Himedia® (ANEXOS 1, 2 e 

3). Os meios MS, KC e WPM foram suplementados com  

5,6 g L-1 de ágar Himedia® e 3% de sacarose e a formulação comercial VW 

continha 8 g L-1 de ágar e 2% de sacarose (ANEXO 1). O pH dos meios de 

cultura foi ajustado para 5,8 com NaOH ou HCl 0,1 N, antes da adição do ágar 

e os meios foram esterilizados a 121 °C por 20 minutos. 

Para avaliação da germinação foram marcados cinco campos com 100 

sementes por placa e esses campos foram observados e fotografados com 

câmera digital a cada duas semanas. A porcentagem de germinação foi 

avaliada após oito semanas, sendo considerada germinada a semente com 

testa rompida. O índice de velocidade de germinação (IVG) foi calculado pela 

fórmula proposta por Maguire (1962) e simplificada por Hosomi et al. (2011): 

IVG = 
  

  
 
  

  
 
  

  
 
  

  
, onde G , G , G  e G  representam a quantidade de 

sementes germinadas em cada período e N , N , N  e N , o intervalo de tempo 
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em cada período de contagem. As avaliações de IVG foram feitas após duas, 

quatro, seis e oito semanas. Os estádios de desenvolvimento foram 

classificados conforme Seaton e Ramsay (2005) adaptado: 1- semente 

contendo embrião viável (FIGURA 1C); 2- semente com testa rompida 

(FIGURA 1D); 3- protocormo com ápice e/ou rizóides (FIGURAS 1E e 1F) e 4- 

protocormo com folha (FIGURA 1G). As porcentagens de diferentes estádios 

de desenvolvimento foram avaliadas após duas, quatro, seis e oito semanas, 

sendo calculadas multiplicando o número de sementes/protocormos de cada 

estádio por 100 e dividindo pelo número total de sementes e protocormos 

(estádios 1 a 4).  

 

2.4 ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO 

Plântulas com aproximadamente 0,5 cm de altura, obtidas da 

germinação in vitro, após 10 meses de cultivo foram inoculadas em frascos 

contendo o meio de cultura WPM, acrescido de: 1; 2 e 3 g L-1 de carvão 

ativado. Foram colocadas seis plântulas por frasco e 10 repetições, totalizando 

60 plântulas por tratamento. Após 16 semanas de cultivo foram avaliadas as 

variáveis: porcentagem de enraizamento, número médio de raízes, 

comprimento médio das três maiores raízes e altura média da parte aérea das 

plântulas.  

 

2.5 TRANSPLANTIO E ACLIMATIZAÇÃO 

As mudas com aproximadamente 1,5 cm de altura, contendo três folhas 

foram retiradas dos frascos, as raízes lavadas e transplantadas em bandejas 

de poliestireno contendo os seguintes substratos: 1- pó de casca de coco 
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Vitaplan®; 2- casca de pínus e húmus de minhoca Vitaplan®; 3- pó de casca de 

coco + casca de pínus e húmus de minhoca (1:1); 4- pó de casca de coco + 

casca de pínus e húmus de minhoca + vermiculita (1:1:1) e 5- vermiculita 

expandida Eucatex®. Cada tratamento foi constituído de oito plantas e sete 

repetições, totalizando 56 plantas. As mudas foram aclimatizadas em casa de 

vegetação, irrigadas manualmente a cada três dias e após doze semanas foi 

avaliada a porcentagem de sobrevivência, altura da parte aérea (cm), o número 

médio de raízes, comprimento das três maiores raízes (cm), o número de 

folhas e a massa fresca (g). 

 

2.6 CONDIÇÕES DE CULTIVO 

Para a germinação in vitro foram utilizadas placas de Petri (10 cm de 

diâmetro e 1,5 cm de altura) contendo 40 ml de meio de cultura. Para a etapa 

de alongamento e enraizamento, as plântulas foram colocadas em frascos de 

capacidade de 300 mL (6,5 cm de diâmetro e 13 cm de altura) contendo 40 ml 

de meio de cultura. As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob 

temperatura de 25 ± 2 °C/18 ± 2 °C (dia/noite), fotoperíodo de 16 horas e 

luminosidade de 40 µmol.m-2.s-1. As plantas foram transplantadas para 

bandejas de poliestireno com 108 células (3 cm de largura e 7 cm de altura) 

contendo aproximadamente 30 g de substrato e mantidas em casa de 

vegetação com iluminação artificial de 13 μmol.m-2.s-1, fotoperíodo de 12 horas 

e temperatura de 24 ± 5 °C durante o dia e 20 ± 5 °C durante a noite.  

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo bi-

fatorial (3 x 2). Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Bartlett e 

análise de variância (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey ao nível de 5% de significância utilizando o programa estatístico 

ASSISTAT versão 7.7 beta. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 TESTE DE VIABILIDADE DE SEMENTES 

A viabilidade das sementes foi semelhante após armazenamento por 24 

e 30 meses na temperatura de - 20 °C, ocorrendo uma redução após 36 

meses. Em relação às temperaturas testadas, após 36 meses de 

armazenamento, a temperatura de - 80 °C foi mais eficiente, mantendo a 

viabilidade das sementes elevada (81,86%), enquanto que com - 20 °C houve 

redução significativa (64,24%) (TABELA 1 e FIGURAS 1A, 1B). A porcentagem 

de sementes inviáveis na temperatura de - 20 °C foi maior à medida que 

aumentou o período de armazenamento e a taxa de sementes sem embrião foi 

baixa (menor que 3%) e semelhante nas duas temperaturas e nos três 

períodos de armazenamento (TABELA 1).  

As sementes de H. grandis armazenadas na temperatura de - 20 °C 

apresentaram boa resposta de viabilidade (75%) para os períodos de até 30 

meses de armazenamento. Apesar dessa temperatura ser indicada para 

armazenar sementes de orquídeas em muitos bancos de sementes 

convencionais (SEATON et al., 2013), a de - 80 °C foi mais eficiente para H. 

grandis, pois manteve a viabilidade elevada após 36 meses de armazenamento 

(80%), sendo também recomendada para Pterostylis recurva (HAY et al., 
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2010). Segundo Vendrame et al. (2014), pesquisas realizadas com sementes 

de várias espécies de orquídeas mostraram que a viabilidade pode ser mantida 

após armazenamento pelos métodos tradicionais (5% de umidade relativa e 

temperatura de - 20 °C). Porém, os resultados são muito variáveis dependendo 

do método utilizado, da espécie e do lote de sementes testado. De maneira 

geral, a criopreservação consiste em reduzir ao máximo o metabolismo do 

material vegetal e paralisar a divisão celular, o que é obtido por meio da 

exposição do material a temperaturas ultra-baixas, porém, as células devem 

manter sua estrutura intacta, o que permitirá o retorno a suas atividades 

normais, após o descongelamento (BAJAJ, 1995). O teor de água das 

sementes preservadas deverá ser baixo o suficiente para evitar a formação de 

cristais de gelo, mas não tão baixo que cause injúria por desidratação 

excessiva (SANTOS, 2001). Ainda não foi possível relacionar, claramente, a 

longevidade das sementes com a temperatura de armazenamento e com o teor 

de água das sementes (PRITCHARD e SEATON, 1993). Thornhill e Koopowitz 

(1992) estudando a viabilidade de armazenamento de sementes de Disa 

uniflora, sob várias condições recomendaram temperaturas iguais ou inferiores 

a - 70 °C para bancos de sementes. Huehne e Bhinija (2012) também 

constataram que a temperatura de - 70 °C melhora a longevidade de sementes 

de orquídeas armazenadas, desde que seja utilizado mio-inositol como agente 

crioprotetor. No presente estudo, foi obtido um resultado semelhante, com a 

temperatura de - 80 °C sendo mais eficiente do que - 20 °C, após 36 meses de 

armazenamento de sementes de H. grandis, com a vantagem de não haver 

necessidade do uso de um agente crioprotetor. 
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TABELA 1. TESTE DE VIABILIDADE DO TETRAZÓLIO EM SEMENTES DE Hadrolaelia 
grandis, APÓS ARMAZENAMENTO EM TEMPERATURAS DE - 20 ° C E - 80 °C POR 24, 30 E 
36 MESES.  

 
Período de armazenamento (meses) 

 
 

24  30  36  
 

Temperatura  Viáveis (%)  Média geral 

- 20 °C 83,40 a A 75,40 a A 64,24 b B 74,35  
- 80 °C 80,20 a A 77,60 a A 81,86 a A 79,89  

Média geral 81,80  76,50  73,05  
 

 
Inviáveis (%) 

 - 20 °C 14,60 a C 21,80 a B 33,71 a A 23,37  
- 80 °C 17,40 a A 19,90 a A 16,10 b A 17,80  

Média geral 16,00  20,85  24,91  
 

 
Sem embrião (%) 

 - 20 °C 2,00 
ns

 2,80 
ns

 2,05 
ns

 2,28  

- 80 °C 2,40 
ns

 2,50 
ns

 2,04 
ns

 2,31  

Média geral 2,20  2,65  2,04  
 As letras minúsculas iguais nas colunas e as letras maiúsculas iguais nas linhas não diferem         

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. ns= não 
significativo. 

 

3.2 GERMINAÇÃO IN VITRO 

As sementes armazenadas a - 20 °C apresentaram maior porcentagem 

de germinação no meio de cultura WPM, independente do período de 

armazenamento. No entanto, após 36 meses de armazenamento nessa 

temperatura ocorreu uma perda significativa de viabilidade (TABELA 2). As 

melhores respostas ocorreram com o armazenamento a - 80 °C nos meios de 

cultura WPM e KC.  Para essa temperatura, os menores valores foram obtidos 

após 30 meses de armazenamento (TABELA 2).  

As sementes armazenadas a - 20 °C e cultivadas no meio WPM 

apresentaram IVG superiores aos dos outros meios testados. Os maiores 

valores foram obtidos nas sementes armazenadas por 30 meses (TABELA 3). 

No entanto, as melhores respostas de IVG foram obtidas para as sementes 

armazenadas a - 80 °C e os valores foram maiores com o aumento do período 

de armazenamento (TABELA 3), como também ocorreu com os resultados de 

porcentagem de germinação.  
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TABELA 2. GERMINAÇÃO IN VITRO DE SEMENTES DE Hadrolaelia grandis, EM 
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA, APÓS ARMAZENAMENTO DAS SEMENTES EM 
TEMPERATURAS DE - 20 °C E - 80 °C, POR 24, 30 E 36 MESES, APÓS 60 DIAS DE 
CULTIVO. 

 Germinação (Sementes com testa rompida) (%)  

Armazenamento Meios de cultura   

Temperatura 
Período 
(meses)  WPM VW MS KC Média geral 

 
24 74,40 a A 46,00 a B 30,00 b C 52,20 a B 50,65 

- 20 °C 30  72,40 a A 24,20 b C 42,60 a B 38,60 b B 44,45 

 
36  35,35 b A 7,29 c B 8,60 c B 11,86 c B 15,75 

Média geral 61,05 25,83 27,067 34,22  

  24  94,00 a A 60,80 b B 37,20 c C 88,00 a A 70,00 

- 80 °C 30 65,20 b A 51,80 b B 53,20 b B 61,40 b AB 57,90 

  36  94,71 a A 86,85 a AB 83,11 a B 90,60 a AB 88,82 

Média geral 84,64 66,48 57,84 80,00 
 As letras minúsculas iguais nas colunas e as letras maiúsculas iguais nas linhas não diferem         

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

  

TABELA 3. ÍNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAÇÃO (IVG) DE SEMENTES DE 
Hadrolaelia grandis, CULTIVADAS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA, APÓS 24, 30 E 

36 MESES DE ARMAZENAMENTO, EM TEMPERATURAS DE - 20 °C E - 80 °C. 

 IVG  

Armazenamento Meios de cultura   

Temperatura 
Período 
(meses) WPM VW MS KC Média geral 

 
24  11,40 b A 7,34 a BC 4,71 b C 8,12 a B 7,89 

- 20 °C 30  17,05 a A 5,95 a C 8,07 a BC 9,09 a B 10,04 

 
36  7,97 c A 1,74 b B 2,11 b B 3,69 b B 3,88 

Média geral 12,14 5,01 4,96 6,97  

  24  15,29 c A 9,76 c B 5,59 c C 12,64 c AB 10,82 

- 80 °C 30  18,84 b A 15,96 b A 12,76 b B 16,68 b A 16,06 

  36  25,33 a A 25,17 a A 19,40 a B 21,54 a B 22,86 

Média geral 19,82  16,94  12,58  16,95  
 As letras minúsculas iguais nas colunas e as letras maiúsculas iguais nas linhas não diferem         

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.    

 

A melhor resposta de germinação das sementes foi observada no meio 

de cultura WPM, sendo que após duas semanas de cultivo 51,4% das 

sementes apresentaram testa rompida (FIGURA 2A). No meio MS houve 

porcentagem de germinação inferior ao dos outros meios após quatro semanas 

de cultivo, com poucas sementes desenvolvendo ápices caulinares e rizóides 

(FIGURA 2B). As sementes dos meios KC e VW apresentaram maiores 

porcentagens de germinação, após seis semanas, enquanto nesse mesmo 
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período, as cultivadas nos meio WPM atingiam os estádios mais avançados (3 

e 4) (FIGURAS 2C, 2D). Após oito semanas de cultivo, 45,6% dos protocormos 

cultivados no meio WPM apresentavam folha (estádio 4 – FIGURA 2D). Nos 

demais meios de cultura (MS, KC e VW), o desenvolvimento foi mais lento com 

poucas sementes atingindo o estádio 4 (33,2%, 23,6% e 0,4%, 

respectivamente) (FIGURA 2D).  

O desenvolvimento dos protocormos não ocorreu de maneira uniforme 

nos meios de cultura, sendo observados diferentes estádios de 

desenvolvimento num mesmo período e nem sempre houve o aparecimento de 

rizóides. As primeiras raízes foram observadas a partir da 12a semana nos 

meios WPM (FIGURA 1H), MS (FIGURA 1I) e KC, enquanto que no meio VW 

só começaram a surgir após 16 semanas de cultivo.  

As sementes de H. grandis cultivadas no meio WPM apresentaram 

maior porcentagem de germinação, maior IVG e melhor desenvolvimento de 

plântulas. Diferentes meios de cultura geralmente são testados para a mesma 

espécie de orquídea e as suas formulações influenciam tanto a germinação 

quanto o desenvolvimento dos protocormos (DUTRA et al., 2009; SUZUKI et 

al., 2010). As formulações salinas e de compostos orgânicos dos meios de 

cultura variam não apenas na sua concentração, mas também nas suas formas 

disponíveis (ANEXOS 1, 2 e 3). Esses dois aspectos são espécie-específicos 

para as orquídeas e a determinação de uma composição nutricional ótima para 

cada espécie pode facilitar a produção em larga escala e contribuir para a 

conservação de espécies ameaçadas (SUZUKI et al., 2012).  
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FIGURA 1. TESTE DO TETRAZÒLIO (TZ) COM SEMENTES ARMAZENADAS POR 36 
MESES, GERMINAÇÃO IN VITRO E DESENVOLVIMENTO DE PLÂNTULAS DE Hadrolaelia 
grandis. A. TZ COM SEMENTES ARMAZENADAS A - 20 °C. B. TZ COM SEMENTES 
ARMAZENADAS A - 80 °C. V= SEMENTE VIÁVEL, I= SEMENTE INVIÁVEL, SE= SEMENTE 
SEM EMBRIÃO. C. SEMENTE COM EMBRIÃO. D. SEMENTE EM ESTÁDIO INICIAL DE 
DESENVOLVIMENTO. E. SEMENTE COM TESTA ROMPIDA. F. PROTOCORMO COM 
ÁPICE CAULINAR E RIZÓIDES. G. PROTOCORMO COM FOLHA. (FIGURAS A – G. Barra: 1 
mm). DESENVOLVIMENTO DE PLÂNTULAS EM MEIO DE CULTURA: H. WPM E I. MS, 
APÓS 24 SEMANAS DE CULTIVO (FIGURAS H – I Barra: 10 mm). J. WPM, ACRESCIDO DE 
CARVÃO ATIVADO. (Barra: 20 mm). K. PLÂNTULAS EM DIFERENTES SUBSTRATOS 
(Barra: 30 mm). 
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FIGURA 2. FREQUÊNCIA (%) DOS ESTÁDIOS DE DESENVOLVIMENTO DOS 
PROTOCORMOS DE Hadrolaelia grandis, ORIUNDOS DE SEMENTES ARMAZENADAS A - 
80 °C POR 30 MESES E CULTIVADOS IN VITRO POR DUAS, QUATRO, SEIS E OITO 
SEMANAS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA. ESTÁDIO 1: SEMENTE CONTENDO 
EMBRIÃO VIÁVEL, 2: SEMENTE COM TESTA ROMPIDA (GERMINAÇÃO), 3: 
PROTOCORMO COM ÁPICE E/OU RIZÓIDES, 4: PROTOCORMO COM FOLHA.  
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Baseando-se nas necessidades nutricionais apresentadas na 

propagação in vitro, Stewart (1989) classificou as orquídeas em dois grupos. 

No primeiro grupo foram incluídas as orquídeas que germinam facilmente em 

meios de cultura com composições nutricionais simples, como o KC e o VW e 

no segundo, as espécies que requerem meios de cultura mais ricos em macro 

e micronutrientes, como MS. Os resultados obtidos no presente trabalho 

indicaram que H. grandis não pode ser incluída nesses grupos, pois no meio 

WPM, que se caracteriza por baixa concentração de sais e suplementado de 

vitaminas, as porcentagens de germinação foram maiores e o desenvolvimento 

das plântulas foi mais rápido. Ao analisarmos as formulações de meios de 

cultura, a concentração de K+ no meio WPM é bem maior que nos meios KC e 

VW e menor que no MS. A baixa concentração deste elemento nos meio KC e 

VW pode ter prejudicado o desenvolvimento dos protocormos. As formulações 

dos meios KC e VW contêm a mesma concentração de amônio e sulfato e a de 

Fe é semelhante. Além disso, esses meios não contem vitaminas, glicina e 

mio-inositol e a falta desses componentes pode ter colaborado para os 

resultados obtidos na germinação e desenvolvimento dos protocormos de H. 

grandis. A adição de várias vitaminas no meio de cultura pode promover tanto a 

germinação quanto o desenvolvimento dos protocormos como também ocorreu 

em Cymbidium elegans e Coelogyne punctulata (SHARMA et al., 1991). 

Outro fator importante a ser considerado é a relação nitrato/amônio dos 

meios de cultura. Os protocormos de H. grandis, germinaram melhor nos meios 

MS e WPM, que apresentam menor relação nitrato/amônio (0,52 e 0,51 

respectivamente). Nos outros meios, essa relação é bem maior, 0,89 no KC e 

1,46 no VW. A espécie estudada parece ter preferência por baixa relação 
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nitrato/amônio. No entanto, se considerarmos a concentração de amônio e 

nitrato do meio MS é bem superior à do WPM e também do KC e VW. O meio 

MS foi eficiente na etapa inicial da germinação das sementes de H. grandis, no 

entanto, com o tempo de cultivo foi ocorrendo mortalidade que pode ter sido 

ocasionada pelas concentrações muito elevadas de amônio e nitrato.  

Ao contrário do que foi observado no presente trabalho, o meio WPM 

não se mostrou eficiente para a propagação in vitro de híbridos de orquídeas 

(Cattleya walkeriana, Cattleya intermedia e Brassolaeliacattleya), sendo 

recomendado meio com altas concentrações de sais, como o MS (MIYATA et 

al., 2014). Respostas similares foram obtidas para Cymbidium aloifolium, para 

a qual o meio MS foi melhor que KC tanto para a germinação, como para o 

desenvolvimento dos protocormos (PRADHAN et al., 2013) e para Vanda 

coerulea, o meio MS foi mais efetivo que KC e VW na germinação (ROY et al., 

2011). 

Para H. grandis, os resultados obtidos do TZ e da germinação in vitro 

foram semelhantes, indicando que essa espécie apresentou um 

comportamento ortodoxo. Ao compararmos a viabilidade das sementes 

armazenadas a - 80 °C, independente do período de armazenamento, foram 

obtidas 80% de sementes viáveis, enquanto que a germinação in vitro no meio 

WPM foi de 94%, após 24 e 36 meses de armazenamento. Testes de 

viabilidade como o do TZ e a germinação in vitro são importantes para avaliar a 

qualidade das sementes de orquídeas armazenadas em diferentes períodos e 

temperaturas e pequenas alterações, muitas vezes, podem ocorrer ao longo do 

tempo de armazenamento (HOSOMI et al., 2012). No TZ, as sementes coram-

se parcial ou totalmente de vermelho, e apenas as células vivas do embrião 
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adquirem a coloração, dificultando a diferenciação entre viáveis e inviáveis, ou 

seja, é difícil saber se somente as sementes totalmente coradas germinam ou 

se as que apresentam coloração parcial também germinam. Na germinação in 

vitro, os meios de cultura têm importante influência no poder germinativo das 

sementes e a escolha do meio adequado é fundamental para que todas as 

sementes viáveis germinem. Por isso foram testados diversos meios na 

germinação de H. grandis e a taxas de viabilidade com o TZ foram 

semelhantes às de germinação em WPM, que foi o meio que apresentou as 

melhores respostas no cultivo in vitro. Isto indica que WPM é o meio mais 

indicado para a germinação e desenvolvimento de plântulas dessa espécie. Os 

resultados dos testes de viabilidade e germinação também foram semelhantes 

para espécies de Cattleya (HOSOMI et al., 2011), Hoffmannseggella 

cinnabarina (SUZUKI et al., 2012), Dendrobium formosum (KANANONT et al., 

2010), entre outras. 

                    

3.3 ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO 

As plântulas obtidas da germinação in vitro, cultivadas em meio de 

cultura WPM, acrescido de carvão ativado (1, 2 e 3 g L-1) apresentaram bom 

desenvolvimento, mas não houve diferenças significativas no número médio de 

raízes (8,0), comprimento das raízes (4,7 cm) e altura da parte aérea (1,6 cm) 

(FIGURA 1J e TABELA 4). Resultados semelhantes foram obtidos com 

Brasilidium forbesii, em que a presença de carvão ativado, nas mesmas 

concentrações testadas, proporcionou o desenvolvimento de plântulas mais 

vigorosas (GOMES et al., 2015). Segundo Moraes et al. (2005), o carvão 

ativado também melhorou a qualidade das plantas in vitro e a sobrevivência 
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após o transplantio, sendo recomendado o meio MS/2, acrescido de 2 g L-1 

para Miltonia flavescens e Laelia flava e 1 g L-1 de Oncidium trulliferum.  A 

concentração de 2 g L-1 também foi recomendada para híbridos de Dendrobium 

(MARTIN e MADASSERY, 2006) e de 1 g L-1 para Oncidium tigrinum (MATA-

ROSAS et al., 2011). No cultivo in vitro, o carvão ativado adsorve substâncias 

inibitórias produzidas pelo explante e liberadas no meio de cultura, assim como 

reguladores vegetais e outros compostos orgânicos que podem prejudicar o 

crescimento e o desenvolvimento das plantas (PAN e STADEN, 1998).  

 

TABELA 4. ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DE PLÂNTULAS DE Hadrolaelia grandis 
ORIUNDAS DA GERMINAÇÃO IN VITRO, COM 10 MESES DE IDADE, APÓS 120 DIAS DE 

CULTIVO EM MEIO DE CULTURA WPM, ACRESCIDO DE CARVÃO ATIVADO. 

Carvão ativado (g. L
-1

) 
Número médio  

de raízes  
Comprimento médio 

 das raízes 
Altura média  

da parte aérea 

1 7,88 0,55 4,80 0,53 1,61 0,20 

2 7,38 0,85 4,57 0,33 1,56 0,16 

3 8,74 1,13 4,80 0,23 1,67 0,16 

Média geral 8,00 4,72 1,61 

Os valores representam as médias ± desvio padrão. 

 

3.4 TRANSPLANTIO E ACLIMATIZAÇÃO 

Após 12 semanas de aclimatização em casa de vegetação, as plantas 

cultivadas nos diferentes substratos obtiveram porcentagens de sobrevivência 

elevadas (73,21% a 91,07%) e não apresentaram diferenças significativas para 

nenhuma das variáveis avaliadas (TABELA 5 e FIGURA 1K). Apesar de não 

haver diferenças estatísticas, as plantas de H. grandis aclimatizadas em 

vermiculita foram as que apresentaram as maiores porcentagens de 

sobrevivência, assim como ocorreu com Anselia africana (VASUDEVAN e 

STADEN (2010). Segundo FIGUEIREDO e KOLB (2013), a escolha de um 

substrato adequado para o transplantio de orquídeas deve considerar aspectos 
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econômicos, ecológicos, físicos e químicos. As orquídeas epífitas, como H. 

grandis, vivem em ambientes oligotróficos, onde a disponibilidade de água é 

precária, e com isso, precisam absorver água e nutrientes rapidamente, 

quando chove. Elas possuem diversas adaptações morfológicas, como o 

velame nas raízes, que auxiliam na absorção de água da chuva e da umidade 

do ar (ROTH-NEBELSICK, 2009). Sendo assim, o substrato ideal para 

orquídeas epífitas deve ter alta capacidade de retenção de água, alta 

porosidade, boa capacidade de drenagem e boa aeração para evitar o 

aprodrecimento da raízes (LA CROIX, 2008).  

 

TABELA 5. PLÂNTULAS DE Hadrolaelia grandis, ORIUNDAS DA GERMINAÇÃO IN VITRO, 
TRANSPLANTADAS EM DIFERENTES SUBSTRATOS E ACLIMATIZADAS POR 90 DIAS EM 
CASA DE VEGETAÇÃO. 

Substratos 

Altura 
média  

da parte 
aérea 
(cm) 

Número 
médio de 

raízes 

Comprimento 
médio das 
raízes (cm) 

Número 
médio de 

folhas 

Massa 
fresca 

(g) 

Sobrevivência 
(%) 

PC 1,51±0,20 4,91±0,81 3,47±0,54 3,00±0,32 0,47±0,13 76,79±8,63 
CPHM 1,41±0,13 4,96±0,92 3,39±0,60 2,92±0,45 0,48±0,13 73,21±24,40 

PC+CPHM 1,59±0,10 5,35±0,62 3,93±0,37 2,83±0,36 0,52±0,09 75,00±14,43 
PC+CPHM+V 1,55±0,19

 
4,73±1,07

 
3,43±0,46 2,98±0,26 0,49±0,11 89,29±13,36 

V 1,54±0,07 5,28±0,65 3,93±0,38 3,14±0,16 0,54±0,09 91,07±6,10 

Média geral 1,52 5,05 3,63 2,97 0,50 81,07 

Abreviaturas: PC - Pó de coco Vitaplan®; CPHM - Casca de pínus com húmus de minhoca 
Vitaplan®; PC+CPHM - Pó de coco + casca de pínus com húmus de minhoca (1:1); 
PC+CPHM+V - Pó de coco + casca de pínus com húmus de minhoca + vermiculita (1:1:1); V - 

Vermiculita Eucatex®. Os valores representam as médias ± desvio padrão. 

 

4 CONCLUSÃO 

Com os resultados obtidos nesse estudo foi possível estabelecer um 

protocolo de conservação e propagação in vitro de H. grandis. Recomenda-se 

a temperatura de - 80 °C para o armazenamento de sementes e o meio de 

WPM para a germinação in vitro e desenvolvimento dos protocormos. As 

plântulas apresentam crescimento e enraizamento vigoroso em meio WPM, 
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com adição de 1 g L-1 de carvão ativado e a vermiculita é o substrato mais 

indicado para transplantio e aclimatização. 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1. COMPOSIÇÃO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NA GERMINAÇÃO DE 
Hadrolaelia grandis. 

Componentes (mg L
-1

) KC MS VW* WPM 

(NH4)2SO4  500 - 500 - 
MgSO4.7H2O  250 370 122,09 370 
K2SO4  - - - 990 
CaCl2.2H2O  - 440 - 96 
KNO3  - 1900 525 - 
Ca(NO3)2.4H2O  1000 - - 556 
NH4NO3  - 1650 - 400 
KH2PO4  250 170 250 170 
FeSO4.7H2O  25 27,3 - 27,8 
FeC4H4O6·4H2O - - 26,3 - 
Na2EDTA  - 37,3 - 33,6 
MnSO4.4H20  - 22,3 - - 
MnSO4.H2O  7.5 - 5,68 22,3 
ZnSO4.7H2O  0,331 8,6 - 8,6 
MoO3  0,016 - - - 
CuSO4.5H2O  0,0624 0,025 - 0,25 
CoCl2.6H2O  - 0,025 - - 
KI  - 0,83 - - 
H3BO3  0,056 6,2 - 6,2 
NaMoO4.2H2O  - 0,25 - 0,25 

Mio-inositol  - 100 - 100 
Ácido Nicotínico  - 0,5 - 0,5 
Piridoxina HCl  - 0,5 - 0,5 
Tiamina HCl  - 0,1 0,4 1,0 
Glicina  - 2,0 - 2,0 

Sacarose  30000 30000 20000 30000 

Ágar  5600 5600 8000 5600 

*formulação comercial Himedia® 

 

ANEXO 2. COMPOSIÇÃO IÔNICA DOS MACRONUTRIENTES NOS MEIOS DE CULTURA 

UTILIZADOS PARA GERMINAÇÃO. 

Macronutriente (mM) 
Meio de cultura 

KC  MS VW WPM 

Potássio (K
+
) 1,8 20,0 6,9 12,6 

Cálcio (Ca
2+

) 4,2 3,0 1,9 3,0 
Magnésio (Mg

2+
) 1,0 1,5 1,0 1,5 

Amônio (NH
4+

) 7,6 20,6 7,6 4,9 
Nitrato (NO3

-
) 8,4 39,4 5,2 9,6 

Sulfato (SO4
2−

) 4,8 1,7 4,9 7,4 
Fosfato (PO4) 1,8 1,3 3,1 1,31 

Nitrogênio total 16,0 60,0 12,8 14,5 
Relação NH

4+
/NO3

-
 0,89 0,52 1,46 0,51 
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ANEXO 3. COMPOSIÇÃO DOS MICRONUTRIENTES NOS MEIOS DE CULTURA 

UTILIZADOS PARA GERMINAÇÃO 

Micronutriente (µM) 
Meio de cultura 

KC  MS VW WPM 

Ferro (Fe) 90,00 110,00 95,00 110,00 

Sódio (Na
+
) - 0,20 - 0,20 

Cloro (Cl
-
) - 6,00 - 0,10 

Manganês (Mn) 44,40 132,00 - 132,00 
Zinco (Zn) 1,15 29,00 - 30,00 

Iodo (I) - 5,00 - - 
Cobre (Cu) 0,25 0,10 - 1,00 

Cobalto (Co) - 0,10 - - 
Molibdênio (Mo) 0,11 1,00 - 1,10 

 

 

ANEXO 4. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO TESTE DO TETRAZÓLIO EM SEMENTES DE 
Hadrolaelia grandis, APÓS ARMAZENAMENTO EM TEMPERATURAS DE - 20 ° C E - 80 °C 
POR 24, 30 E 36 MESES. 

Fontes de variação 

 
Sementes viáveis (%) 

GL QM F 

Temperaturas de armazenamento 1 138,13990        8,1213 * 
Períodos de armazenamento 2 116,51125        6,8498 * 
Temperaturas de armazenamento x Períodos de 
armazenamento  2 175,06686       10,2923 ** 
Tratamentos 5 144,25923        8,4811 ** 
Erro experimental 12 17,00951                  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 5,35 

Fontes de variação 

 
Sementes inviáveis (%) 

GL QM F 

Temperaturas de armazenamento 1 139,55636       14,5213 ** 
Períodos de armazenamento 2 119,39684       12,4237 ** 
Temperaturas de armazenamento x Períodos de 
armazenamento  2 171,40741       17,8356 ** 
Tratamentos 5 144,23297       15,0080 ** 
Erro experimental 12 9,61043    

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 15,06 

Fontes de variação 

 
Sementes sem embrião (%) 

GL QM F 

Temperaturas de armazenamento 1 0,00436        0,0222
 ns

 
Períodos de armazenamento 2 0,59509        3,0299 

ns
 

Temperaturas de armazenamento x Períodos de 
armazenamento  2 0,18536        0,9437 

ns
 

Tratamentos 5 0,31305        1,5939 
ns

 
Erro experimental 12 0,19641  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 19,19 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)  
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)  
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
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ANEXO 5. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA GERMINAÇÃO IN VITRO DE SEMENTES DE 

Hadrolaelia grandis, EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA, APÓS ARMAZENAMENTO 

DAS SEMENTES EM TEMPERATURAS DE - 20 °C E - 80 °C, POR 24, 30 E 36 MESES, 

APÓS 60 DIAS DE CULTIVO. 

Fontes de variação 

 
Sementes armazenadas a - 20 °C 

GL QM F 

Períodos de armazenamento 2 4195,24750      344,3620 ** 
Meios de cultura 3 2428,69190      199,3563 ** 
Períodos de armazenamento x meios de cultura  6 192,48090       15,7996 ** 
Tratamentos 11 1530,13237      125,5991 ** 
Erro experimental 24 12,18267                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 9,42 

Fontes de variação 

 
Sementes armazenadas a - 80 °C 

GL QM F 

Períodos de armazenamento 2 2912,96601      137,1809 ** 
Meios de cultura 3 1363,57989       64,2154 ** 
Períodos de armazenamento x meios de cultura  6 448,06122       21,1006 ** 
Tratamentos 11 1145,91264       53,9647 ** 
Erro experimental 24 21,23448  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 6,38 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)  
 

 

ANEXO 6. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO ÍNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAÇÃO (IVG) 
DE SEMENTES DE Hadrolaelia grandis, CULTIVADAS EM DIFERENTES MEIOS DE 
CULTURA, APÓS 24, 30 E 36 MESES DE ARMAZENAMENTO, EM TEMPERATURAS DE - 
20 °C E - 80 °C. 

Fontes de variação 

 
Sementes armazenadas à - 20 °C 

GL QM F 

Períodos de armazenamento 2 117,41678       64,9618 ** 
Meios de cultura 3 102,71167       56,8261 ** 
Períodos de armazenamento x meios cultura  6 7,60224        4,2060 ** 
Tratamentos 11 53,50745       29,6034 ** 
Erro experimental 24 1,80747                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 18,49 

Fontes de variação 

 
Sementes armazenadas à - 80 °C 

GL QM F 

Períodos de armazenamento 2 437,26080      228,3721 ** 
Meios de cultura 3 80,27436       41,9256 ** 
Períodos de armazenamento x meios cultura  6 7,82609        4,0874 ** 
Tratamentos 11 105,66375       55,1859 ** 
Erro experimental 24 1,91469  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 8,35 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)  
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ANEXO 7. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA FREQUÊNCIA (%) DOS ESTÁDIOS DE 
DESENVOLVIMENTO DOS PROTOCORMOS DE Hadrolaelia grandis, ORIUNDOS DE 
SEMENTES ARMAZENADAS A - 80 °C POR 30 MESES E CULTIVADOS IN VITRO POR 

DUAS, QUATRO, SEIS E OITO SEMANAS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA.  

Fontes de variação 

 
Duas semanas 

GL QM F 

Estádios de desenvolvimento 3 0,00000        0,0000 ** 
Meios de cultura 3 10557,78000     5824,9821 ** 
Estádios de desenvolvimento x meios cultura  9 211,27333      116,5646 ** 
Tratamentos 15 2238,32000  1234,9352 ** 
Erro experimental 32 1,81250   

Total 47     
Coeficiente de variação (%) 5,39 

Fontes de variação 

 
Quatro semanas 

GL QM F 

Estádios de desenvolvimento 3 0,00000        0,0000 ** 
Meios de cultura 3 7810,42000     2829,2216 ** 
Estádios de desenvolvimento x meios cultura  9 93,96667       34,0382 ** 
Tratamentos 15 1618,46400      586,2672 ** 
Erro experimental 32 2,76062  

Total 47     
Coeficiente de variação (%) 6,65 

Fontes de variação 

 
Seis semanas 

GL QM F 

Estádios de desenvolvimento 3 0,00255        0,0009 ** 
Meios de cultura 3 5491,08755     1867,4853 ** 
Estádios de desenvolvimento x meios cultura  9 267,78089       91,0706 ** 
Tratamentos 15 1258,88655      428,1396 ** 
Erro experimental 32 2,94036  

Total 47     
Coeficiente de variação (%) 6,86 

Fontes de variação 

 
Oito semanas 

GL QM F 

Estádios de desenvolvimento 3 0,00000        0,0000 ** 
Meios de cultura 3 3178,16000  1147,8682 ** 
Estádios de desenvolvimento x meios cultura  9 655,09333      236,6026 ** 
Tratamentos 15 1028,68800      371,5352 ** 
Erro experimental 32 2,76875   

Total 47     
Coeficiente de variação (%) 6,66 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)  
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ANEXO 8. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DE 

PLÂNTULAS DE Hadrolaelia grandis ORIUNDAS DA GERMINAÇÃO IN VITRO EM WPM 

(CONTROLE) E WPM ACRESCIDO DE CARVÃO ATIVADO(1; 2 E 3 g. L
-1

) APÓS 120 DIAS 

DE CULTIVO. 

 

Fonte de variação 

Número médio de raízes 

GL QM F 

Tratamentos 2 2,36600        3,0901 
ns

 
Erro experimental 12 0,76567                 

 Total 14 
  Coeficiente de variação (%) 10,94 

 

Fonte de variação 

Comprimento médio das raízes (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 2 0,08515        0,5794 
ns

 
Erro experimental 12 0,14697 

 Total 14 
  Coeficiente de variação (%) 8,12 

 

Fonte de variação 

Altura média da parte aérea (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 2 0,01353        0,4379 
ns

 
Erro experimental 12 0,03089                 

 Total 14 
  Coeficiente de variação (%) 10,89 

ns
 não significativo (p >= 0,05)       
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9. ANÁLISE DE VARIÂNCIA  DE PLANTAS DE Hadrolaelia grandis ORIUNDAS DA 
GERMINAÇÃO IN VITRO TRANSPLANTADAS EM DIFERENTES SUBSTRATOS E 
ACLIMATIZADAS EM CASA DE VEGETAÇÃO APÓS 12 SEMANAS DE CULTIVO. 

Fontes de variação 

 
Altura média da parte aérea (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,03134        1,4083
 ns

 
Erro experimental 30 0,02225      

Total 34     
Coeficiente de variação (%) 9,81 

Fontes de variação 

 
Número médio de raízes 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,48514        0,7044 
ns

 
Erro experimental 30 0,68870                  

Total 34     
Coeficiente de variação (%) 16,44 

Fontes de variação 

 
Comprimento médio das raízes (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,53434        2,3189 
ns

 
Erro experimental 30 0,23042  

Total 34     
Coeficiente de variação (%) 13,22 

Fontes de variação 

Número médio de folhas 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,08848        0,8403 
ns

 
Erro experimental 30 0,10530  

Total 34     
Coeficiente de variação (%) 10,9 

Fontes de variação 

 
Massa fresca (g) 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,00730        0,5877 
ns

 
Erro experimental 30 0,01243  

Total 34     
Coeficiente de variação (%) 22,26 

Fontes de variação 

 
Sobrevivência (%) 

GL QM F 

Tratamentos 4 517,85714        3,6250 * 
Erro experimental 30 142,85714                  

Total 34     
Coeficiente de variação (%) 14,18 

* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)  
ns

 não significativo (p >= 0,05)       
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Capítulo II 

 

Micropropagação de Hadrolaelia grandis (Lindley & Paxton) Chiron & V. P. 
Castro pela técnica “thin cell layer” (TCL) 

 

RESUMO 

Hadrolaelia grandis encontra-se ameaçada de extinção e sua população está 
em declínio devido às coletas para fins ornamentais e destruição do habitat. O 
objetivo desse trabalho foi estabelecer um protocolo de propagação massal de 
mudas de H. grandis utilizando a técnica TCL. Secções transversais (TCLts) e 
longitudinais (TCLls) foram realizadas em protocormos com 60 e 90 dias de 
idade. Os explantes foram cultivados em meio Woody Plant Medium (WPM), 
acrescido de 6-benzilaminopurina (BAP): 1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM, além do 
controle, sem regulador vegetal. O alongamento e enraizamento de estruturas 
semelhantes a protocormos (“protocorm-like bodies” – PLBs) foi  induzido em 
meio contendo carvão ativado (0; 1; 2 e 3 g L-1) ou ácido indol-3-butírico (AIB) 

(0,0; 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 M). As mudas foram transplantadas em bandejas 
contendo: pó de coco, casca de pínus com húmus de minhoca e vermiculita. A 
idade do protocormo e concentração de BAP influenciaram as respostas de 
regeneração de PLBs. Para a técnica TCLt recomendou-se secções de 

protocormos de 60 dias cultivadas em meio WPM, acrescido de 2,2 M de BAP 
(70,8% de regeneração de PLBs e 30,1 PLBs por explante). A técnica TCLl foi 

mais eficiente com secções de protocormos de 90 dias e adição de 8,8 M de 
BAP (83,3% de regeneração de PLBs e 34,4 PLBs por explante. O carvão 
ativado foi eficiente no alongamento e enraizamento, sendo recomendada a 
concentração de 1 g L-1. As mudas foram aclimatizadas com sucesso em casa 
de vegetação (98,21% de sobrevivência) utilizando vermiculita como substrato. 

 

Palavras chave: protocormo, “protocorm-like bodies” (PLBs),  
6-benzilaminopurina (BAP), carvão ativado, ácido  
indol-3-butírico (AIB). 
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CHAPTER II 

 

Micropropagation of Hadrolaelia grandis (Lindley & Paxton) Chiron & V. P. 
Castro through thin cell layer (TCL) 

 

ABSTRACT 

Hadrolaelia grandis is an endangered species and its population is declining 
due to collection for ornamental purposes and habitat destruction. The aim of 
this study was to establish a protocol for mass propagation of seedlings H. 
grandis using the TCL technique. Transverse (TCLts) and longitudinal (TCLls) 
sections were held in protocorm 60 and 90 days after germination. The explants 
were cultured in Woody Plant Medium (WPM), supplemented with  
6-benzylaminopurine (BAP): 1.1, 2.2, 4.4, 8.8 and 17.6 µM, and in the control 
medium, without plant growth regulator. The elongation and rooting of PLBs 
were induced in medium containing activated charcoal (0, 1, 2 and 3 gL-1) or 
indole-3-butyric acid (AIB) (0.0, 1.25, 2.5, 5.0 and 10.0 µM). The seedlings were 
transplanted in trays containing: coconut powder, pine bark with humus worm 
and vermiculite. The age of protocorm and concentration of BAP influenced 
PLBs regeneration responses. For tTCL technique protocorm sections from 60 

day-old plant cultured in WPM, supplemented with 2.2 M BAP (70.8% of PLBs 
regeneration and 30.1 PLBs per explant). The lTCL technique was more 

efficient with sections from 90 day-old protocorms in medium containing 8.8 M 
BAP (83.3% of PLBs and 34.4 regeneration PLBs per explant). The activated 
charcoal was effective for elongation and rooting, and we recommended the 
concentration of 1 g L-1. The seedlings were acclimatized in a greenhouse 
(98.21% survival) using vermiculite as substrate. 

 

Keywords: protocorm, protocorm-like bodies (PLBs), 6-benzylaminopurine 
(BAP), activated charcoal, indole-3-butyric acid (IBA). 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Hadrolaelia grandis é uma orquídea epífita, muito apreciada como planta 

ornamental pela beleza de suas flores, que são grandes, com pétalas e sépalas 

de coloração amarela-bronze, com lobo central do labelo rosa e lobos laterais 

brancos (ARAÚJO e ARAÚJO, 2008). É uma espécie endêmica da Mata 

Atlântica, dos estados da Bahia e Espírito Santo (BARROS et al., 2010) e 

consta no Livro Vermelho da Flora do Brasil como vulnerável devido ao declínio 

populacional decorrente de coletas para fins ornamentais e da destruição do 

habitat (MARTINELLI e MORAES, 2013). A eminente extinção de várias 

espécies de orquídeas não se deve apenas à crescente exploração, mas 

também à dificuldade e lentidão de propagação na natureza (JUNGHANS e 

SOUZA, 2009).  

Como as orquídeas, em geral, produzem sementes muito pequenas e 

desprovidas de endosperma, a propagação pelos métodos tradicionais resulta 

em pouco sucesso, visto que a germinação em condições naturais é menor que 

5% e todas as espécies dependem de associações micorrízicas para a 

germinação das sementes e o estabelecimento do protocormo em seu 

ambiente natural (ARDITTI e ERNEST, 1993). As técnicas de cultura de tecidos 

in vitro têm sido uma alternativa de sucesso amplamente utilizada na 

propagação de diversas espécies de orquídeas tanto terrestres quanto epífitas 

(DIAZ e ALVAREZ, 2009). Essas técnicas possibilitam a propagação massal de 

orquídeas de interesse econômico, produzindo mais rapidamente plantas com 

maior vigor, melhor qualidade fitossanitária e com boa adaptação ao cultivo ex 

vitro (NHUT et al., 2003; TEIXEIRA DA SILVA, 2003).  
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A técnica “thin cell layer” (TCL) vem sendo utilizada com sucesso na 

propagação massal de orquídeas. Essa técnica consiste de finos cortes com 

poucas camadas de células contendo um ou mais tipos de tecidos. Os cortes 

podem ser feitos em sentido longitudinal (TCLl) ou transversal (TCLt) e 

diferentes órgãos da planta podem ser utilizados como fonte de explantes 

(TEIXEIRA DA SILVA, 2010). Em orquídeas, os protocormos têm sido 

utilizados com sucesso como fonte de explantes de TCL para Dendrobium 

gratiosissimum (JAIPHET e RANGSAYATORN, 2010), Epidendrum secundum 

(FERREIRA et al., 2015) e Brasilidium forbesii (GOMES et al., 2015). Esses 

explantes têm alta capacidade de regenerar estruturas com características 

gerais de crescimento e estrutura semelhantes à protocormos (“protocorm-like 

bodies”- PLBs). Lee et al. (2013) realizaram estudos ontogenéticos detalhados  

e observaram que durante os primeiros estádios de formação dos PLBs, as 

células apresentaram características citológicas e marcadores da parede 

celular semelhantes às do embriões zigóticos, comprovando com isso, que os 

PLBs são embriões somáticos em orquídeas. 

Citocininas isoladas ou combinadas com auxinas têm importante papel 

na indução e regeneração de PLBs (NOVAK et al., 2014).  Entre as citocininas, 

a 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido eficiente para diversas espécies de 

orquídeas como: Dendrobium candidum (ZHAO et al., 2007), Dendrobium 

draconis (RANGSAYATORN, 2009), Coelogyne cristata (NAING et al., 2011), 

Dendrobium primolimun (PANT e THAPA, 2012), Eclipta alba (SINGH et al., 

2012), Vanda coerulea (ROY et al., 2011), Brasilidium forbesii (GOMES et al., 

2015), entre outras.  
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Os PLBs regenerados são separados e cultivados em meio de cultura 

com adição de carvão ativado ou auxinas para estimular o alongamento e 

desenvolvimento de raízes. O carvão ativado foi eficiente para induzir o 

enraizamento de Dendrobium sp. (MARTIN e MADASSERY, 2006), Cattleya 

harrisoniana (SCHNEIDERS et al., 2012) e Brasilidium forbesii (GOMES et al., 

2015),  enquanto que o  ácido indol-3-butírico (AIB) induziu raízes de diversas 

espécies de orquídeas, como Satyrium nepalense (MAHENDRAN e BAI, 2009), 

Cymbidium faberi (TAO et al., 2011), Dendrobium sabin (RAFIQUE et al., 

2012), Dendrobium nobile (MOHANTI et al., 2012a), Cymbidium mastersii  

(MOHANTI et al., 2012b), Vanda testacea (SEBASTINRAJ et al., 2014) e 

Cattleya sp. (DEWIR et al., 2015). 

As mudas enraizadas são transplantadas e aclimatizadas em casa de 

vegetação. O xaxim foi muito utilizado como substrato para o transplantio de 

orquídeas, mas devido ao extrativismo desenfreado, está ameaçado de 

extinção (FIGUEIREDO e KOLB, 2013), sendo substituído por substratos 

alternativos, como fibra e pó de coco, casca de pínus e vermiculita (COLOMBO 

et al., 2005; LAUZER et al., 2007; LONE et al., 2008 e ANTONIETTI et al., 

2014).  

O objetivo desse trabalho foi estabelecer um protocolo de propagação 

massal de mudas de Hadrolaelia grandis utilizando a técnica TCL, a partir de 

protocormos. 

 
 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 LOCAL DE ESTUDO  
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Os experimentos foram realizados no Laboratório de Micropropagação 

Vegetal do Departamento de Botânica, Setor de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Paraná.  

 

2.2 MATERIAL VEGETAL 

Protocormos cultivados in vitro com espessura de aproximadamente 1 

mm, obtidos após 60 e 90 dias da germinação em meio de cultura WPM foram 

utilizados como fonte de explantes. Os ápices dos protocormos foram 

removidos e foram realizadas duas secções transversais (TCLt) e longitudinais 

(TCLl) com espessura de 0,5 mm.  

 

2.3 TCLts E TCLls DE PROTOCORMOS 

             Os protocormos foram seccionados transversalmente (TCLts) 

dividindo-os em região apical e basal, sendo que a basal foi colocada com o 

corte para cima, devido à polaridade do material vegetal e a apical com o corte 

em contato com o meio de cultura. Os protocormos foram divididos ao meio 

(TCLls) em duas partes iguais e ambas foram colocadas com a região do corte 

em contato com o meio de cultura. Os TCLs foram inoculados em placas de 

Petri (150 mm de diâmetro e 20 mm de altura) contendo 40 mL do meio de 

cultura WPM, acrescido de: 1,1; 2,2; 4,4; 8,8; 17,6 µM de BAP e um controle, 

sem regulador vegetal. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado, sendo que em cada placa de Petri foram cultivados 20 TCLts de 

cada região (apical e basal), com três repetições, totalizando 60 explantes por 

tratamento. Para TCLl foram cultivados 20 explantes por placa e três 

repetições. 
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Para os experimentos de TCL foram realizados dois subcultivos no meio 

de cultura WPM, contendo a mesma concentração de BAP do cultivo inicial. As 

avaliações foram realizadas após 60 dias do cultivo inicial e dos dois 

subcultivos consecutivos. As variáveis analisadas foram: porcentagem de 

explantes com regeneração de PLBs e número médio de PLBs formados por 

explante.  

  

2.4 ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO 

PLBs obtidos de TCLs dos protocormos, medindo aproximadamente 0,5 

cm de comprimento foram inoculados em frascos (6,2 cm de diâmetro e 12,5 

cm de altura) contendo 40 mL do meio de cultura WPM, acrescido de: 1; 2 e 3 

g L-1 de carvão ativado ou de 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 µM de AIB, além do controle 

(WPM sem carvão ativado e sem AIB). Foram inoculados seis PLBs por frasco 

e 10 repetições, totalizando 60 PLBs por tratamento. Após 60 dias do cultivo 

inicial foi realizado um subcultivo (60 dias) para meio com a mesma 

concentração de carvão ativado e AIB. Após o subcultivo foram avaliadas as 

seguintes variáveis: massa fresca (g), número médio de raízes, comprimento 

médio das três maiores raízes (cm) e altura média da parte da aérea das 

plantas (cm).  

 

2.5 MEIO DE CULTURA E CONDIÇÕES DE CULTIVO  

O meio de cultura WPM (LLOYD e MC COWN, 1980) foi suplementado 

com 5,6 g L-1 de ágar Himedia® e 30 g L-1 de sacarose. O pH foi ajustado para 

5,8 com NaOH ou HCl 0,1 N, antes da adição do ágar e os meios de cultura 

foram esterilizados a 121 °C por 20 minutos.  
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As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 

25 ± 2 °C/18± 2 °C (dia/noite), fotoperíodo de 16 horas e luminosidade de 40 

µmol.mˉ².sˉ¹. 

 

2.6 TRANSPLANTIO E ACLIMATIZAÇÃO 

As mudas, com altura da parte aérea de aproximadamente 1 cm, foram 

transplantadas para bandejas de poliestireno com 108 células (3 cm de largura 

e 7 cm de altura) contendo aproximadamente 30 g de substrato. Os substratos 

utilizados foram: 1 - pó de coco; 2 - casca de pínus com húmus de minhoca;  

3 - pó de coco + casca de pínus com húmus de minhoca + vermiculita (1:1:1) e 

4 - vermiculita. Foram plantadas oito plantas e sete repetições, totalizando 56 

plantas por substrato. A irrigação foi realizada manualmente a cada dois dias e 

após 60 dias de aclimatização em casa de vegetação foi avaliada a 

porcentagem de sobrevivência. As plantas foram mantidas em casa de 

vegetação com iluminação artificial (intensidade luminosa de 13 μmol.m-2.s-1), 

fotoperíodo de 12 horas e temperatura de 24 ± 5 °C durante o dia e 20 ± 5 °C 

durante a noite. 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados 

obtidos foram submetidos ao teste de Bartlett e análise de variância (ANOVA).  

As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 

5% de probabilidade, utilizando o programa estatístico ASSISTAT versão 7.7 

beta. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 TCLts DE PROTOCORMOS COM 60 DIAS DE IDADE 

A região do protocormo e a concentração de BAP influenciaram as 

respostas de regeneração de PLBs (TABELA 1, ANEXOS 1, 2 e 3). A 

porcentagem de regeneração da região apical do protocormo foi maior do que 

a basal somente no cultivo inicial (FIGURA 1A). Os explantes cultivados em  

 

TABELA 1. PORCENTAGEM DE EXPLANTES QUE REGENERARAM PLBs E NÚMERO 
MÉDIO DE PLBs EM TCLts ORIUNDAS DE PROTOCORMOS DE Hadrolaelia grandis COM 60 
DIAS DE IDADE, APÓS UM CULTIVO INICIAL (60 DIAS), PRIMEIRO SUBCULTIVO (60 DIAS) 
E SEGUNDO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO DE CULTURA WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM) . 

Cultivo inicial (60 dias)  

Tratamentos Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs 

BAP (µM) Apical Basal Média geral Apical Basal Média geral 

0 76,7  50,0  63,3 a 3,4 7,1  5,2 a 

1,1 38,33  46,7  42,5 ab 5,7  9,0  7,3 a 

2,2 71,7  45,0  58,3 ab 5,2  9,5  7,3 a 

4,4 47,5  33,3  40,4 ab 3,8  4,5  4,1 a  
8,8 35,0  33,3  34,1 b 3,0  5,6  4,3 a 

17,6 38,3  31,7  35,0 b 2,9  5,2  4,0 a 

Média geral 51,2 A 40,0 B   4,0 B 6,8 A  

1
º
 subcultivo (60 dias) 

Tratamentos Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs 

BAP (µM) Apical Basal Média geral Apical Basal Média geral 

0 76,7  50,0  63,3 ab 4,2  9,5    6,9   bc 

1,1 55,0  48,3  51,7 ab 11,3  14,1  12,7 a 
2,2 81,6  60,0       70,8  a 11,3  12,3  11,8 ab 

4,4 47,5  43,3  45,4 ab 8,7  6,3    7,5   bc 

8,8 35,0  40,0       37,5   b 5,0  7,2    6,1      c 

17,6 43,3  36,7       40,0   b 5,3  8,2    6,7   bc 

Média geral 56,5 A 46,4 A   7,6 B 9,6 A  

2
º
 subcultivo (60 dias) 

Tratamentos Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs 

BAP (µM) Apical Basal Média geral Apical Basal Média geral 

0 76,7  50,0  63,3 ab 4,9  11,5     8,2   b 

1,1 56,7  51,7  54,2 ab 16,1  19,2   17,7 a 

2,2 81,67  60,0       70,8  a 13,4  16,7   15,1 ab 
4,4 47,5  43,3  45,4 ab 11,3  9,4   10,3 ab 
8,8 35,0  40,0  37,5 b 7,4  11,3     9,3   b 

17,6 43,3  36,7  40,0 b 8,40  13,4  10,9 ab 

Média geral 56,8 A 46,9 A   10,3 B 13,6 A 

 Letras minúsculas iguais nas colunas e letras maiúsculas iguais nas linhas não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
PLBs= “protocorm like bodies” 
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meio sem regulador apresentaram porcentagem de regeneração 

significativamente superior à dos inoculados em meios com concentrações 

mais elevadas de BAP (8,8 e 17,6 M), no cultivo inicial. No entanto, no 

primeiro e segundo subcultivo, os TCLs do meio contendo 2,2 M 

apresentaram porcentagem de regeneração superior à dos mantidos em meios 

com as maiores concentrações de BAP (TABELA 1). Em relação ao número 

médio de PLBs, os explantes da região basal apresentaram números maiores 

quando comparados ao da apical para todos os subcultivos testados (FIGURA 

1B). As análises das concentrações de BAP indicaram que as melhores 

respostas de regeneração de PLBs foram obtidas com 2,2 µM e as piores com 

as concentrações mais elevadas de BAP (8,8 e 17,6 M). O número médio de 

PLBs aumentou com os subcultivos (TABELA 1). 

 

3.2 TCLts DE PROTOCORMOS COM 90 DIAS DE IDADE 

Nas TCLts de protocormos com 90 dias, a porcentagem de explantes 

regenerando PLBs foi maior para as secções basais do que à das apicais em 

todos os subcultivos testados (TABELA 2, ANEXOS 4, 5 e 6). Não houve 

diferença nas respostas de regeneração de PLBs nos explantes cultivados em 

meio na ausência ou presença de BAP, em nenhum dos cultivos (TABELA 2).  

Os números médios de PLBs da região basal foram superiores ao da 

apical nos explantes cultivados em meio sem regulador e nas concentrações 

mais baixas de BAP (1,1 e 2,2 µM) e houve um aumento com o aumento dos 

subcultivos. Nas TCLts apicais, os números médios obtidos com a 

concentração de 8,8 µM foram superiores aos das testemunhas, no primeiro e 

segundo subcultivo (TABELA 2). No entanto, para as TCLts basais, só ocorreu 
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diferença de resposta no segundo subcultivo, com o maior número médio de 

PLBs formado nos explantes cultivados em meio contendo 17,6 µM, sendo 

superior ao obtido na concentração de 4,4 µM de BAP (TABELA 2, FIGURA 

1C). 

 

TABELA 2. PORCENTAGEM DE EXPLANTES QUE REGENERARAM PLBs E NÚMERO 
MÉDIO DE PLBs EM TCLts ORIUNDAS DE PROTOCORMOS DE Hadrolaelia grandis COM 90 
DIAS DE IDADE, APÓS CULTIVO INICIAL (60 DIAS), PRIMEIRO SUBCULTIVO (60 DIAS) E 
SEGUNDO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO DE CULTURA WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM) . 

Cultivo inicial (60 dias) 

Tratamentos Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs 

BAP (µM) Apical Basal Média geral Apical Basal Média geral 

0 21,7  65,0  43,3 a 1,3 a B 6,5 a A 3,9   

1,1   8,3  48,3  25,8 a 1,7 a B 7,0 a A 4,3  

2,2   8,3  56,7  30,0 a 1,4 a B 7,2 a A 4,3  

4,4 48,3  43,3  45,8 a 7,0 a A 4,1 a A 5,5  

8,8 27,5  35,0  31,2 a 5,7 a A  7,5 a A 6,6  

17,6 11,7  36,7  24,1 a 1,0 a A 8,8 a A 4,9  

Média geral 21,0 B 45,8  A  3,0  6,9   

 
1

º
 subcultivo (60 dias) 

Tratamentos Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs 

BAP (µM) Apical Basal Média geral Apical Basal Média geral 

0 23,3  66,7  45,0 a   1,8   b B 10,1 a A 5,9  

1,1 11,7  48,3  30,0 a   3,9 ab B 10,6 a A 7,2  

2,2   8,3  56,7  32,5 a   4,1 ab B 11,2 a A 7,6  

4,4 50,0  50,0  50,0 a   9,1 ab A    7,6 a A 8,3  

8,8 37,5  38,3  37,9 a   10,5 a   A  11,2 a A      10,8  

17,6 20,0  43,3  31,7 a    3,6 ab B  13,0 a A 8,3  

Média geral 25,1 B 50,6  A  5,5  10,6   

 
2

º
 subcultivo (60 dias) 

Tratamentos Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs 

BAP (µM) Apical Basal Média geral Apical Basal Média geral 

0 23,3  68,3  45,8 a 2,6   b B 11,4 ab A 7,0  

1,1 11,7  48,3  30,0 a 8,1 ab A 12,4 ab A        10,2 

2,2   8,3  56,7  32,5 a 6,2 ab A 12,8 ab A 9,5  

4,4 50,0  50,0  50,0 a  11,7 ab A   9,6   b A        10,7  

8,8 37,5  38,3  37,9 a 16,5 a   A 18,0 ab A        17,2  

17,6 21,7  43,3  32,5 a  5,8 ab B  20,7 a   A        13,2  

Média geral 25,4 B 50,8 A   8,5  14,1    

Letras minúsculas iguais nas colunas e letras maiúsculas iguais nas linhas não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
PLBs= “protocorm like bodies”   
 
       

         

3.3 TCLls DE PROTOCORMOS COM 60 DIAS DE IDADE 
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A concentração de BAP influenciou as respostas de regeneração de 

PLBs em todos os cultivos testados (TABELA 3, ANEXOS 7, 8 e 9). A técnica 

TCLl foi eficiente para os protocormos com elevada porcentagem de explantes 

regenerando PLBs, sendo que porcentagem menor de resposta foi observada 

apenas nas TCLls cultivadas no meio de cultura com 4,4 M de BAP, onde 

apenas a metade dos explantes formaram PLBs (TABELA 3).  

TABELA 3. PORCENTAGEM DE EXPLANTES QUE REGENERARAM PLBs E NÚMERO 
MÉDIO DE PLBs EM TCLls ORIUNDAS DE PROTOCORMOS DE Hadrolaelia grandis  COM 
DIFERENTES IDADES, APÓS CULTIVO INICIAL (60 DIAS), PRIMEIRO SUBCULTIVO (60 
DIAS) E SEGUNDO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO DE CULTURA WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Cultivo inicial (60 dias) 

BAP (M) Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs por explante 

 Idade dos protocormos Idade dos protocormos 

 60 dias 90 dias 60 dias 90 dias 

0 93,3 a  77,5 a           2,9   bc          4,7   b  

1,1 97,5 a  58,3 a  3,2 abc          8,1 a  

2,2 83,3 a  71,7 a          3,7 ab         8,2 a  

4,4 65,0 b  76,7 a           3,8 a          7,9 a  

8,8 86,7 a  81,7 a  3,4 abc          7,1 ab  

17,6 85,0 a  58,3 a          2,7     c          9,3 a  

Média geral 85,1  70,7           3,3          7,5  

1º Subcultivo (60 dias) 

BAP (µM) Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs por explante 

 Idade dos protocormos Idade dos protocormos 

90 dias 60 dias 90 dias 60 dias 90 dias 

0 96,7 a 77,5 a           3,7     c      6,0   b  

1,1 97,5 a  58,3 a   4,3   bc 10,9 a  

2,2    88,3  a b 73,3 a  5,3 ab 10,6 a  

4,4           70,0     b  78,3 a 5,3 ab  11,4 a  

8,8    88,3 a  b 83,3 a           5,6 a  10,9 a  

17,6           93,3 a  65,0 a    4,7 abc 13,2 a  

Média geral 89,0  72,6  4,8  10,5  

 2º Subcultivo (60 dias)   

BAP (µM) Explantes que regeneraram PLBs (%) Número médio de PLBs por explante 

 Idade dos protocormos Idade dos protocormos 

 60 dias 90 dias 60 dias 90 dias 

0 98,3 a  80,0 a          4,0   b      7,0      d  

1,1 97,5 a  58,3 a          6,1 ab     11,7     c  

2,2 88,3 a  73,3 a          6,6 ab     14,3   bc  

4,4 70,0 b  78,3 a           6,2 ab    15,8 abc  

8,8 90,0 a  83,3 a          9,1 a     17,2 ab  

17,6 93,3 a  70,0 a          8,4 a     19,1 a  

Média geral 89,6  73,9  6,7  14,2  

Letras iguais nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 
5% de probabilidade.  
PLBs= “protocorm-like bodies” 
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O número médio de PLBs nas TCLls de protocormos com 60 dias de 

idade aumentou com os subcultivos (FIGURA 1D). O menor número médio foi 

obtido no meio sem regulador vegetal após o primeiro e segundo subcultivos. 

As melhores respostas obtidas após primeiro e segundo subcultivos ocorreram 

em meio com 8,8 M de BAP (TABELA 3). 

 

3.4 TCLl DE PROTOCORMOS DE 90 DIAS DE IDADE 

De maneira geral, a porcentagem de regeneração de PLBs foi de 

aproximadamente 70%, tanto no cultivo inicial, como também nos subcultivos, 

sendo que a concentração de BAP não influenciou as respostas (TABELA 3, 

ANEXOS 10, 11 e 12). O número médio de PLBs aumentou com os subcultivos 

e o tratamento controle foi o que apresentou a menor média de PLBs por 

explante (TABELA 3). A melhor resposta dos TCLls de 90 dias de idade foi 

obtida após o segundo subcultivo em meio WPM, contendo 8,8 M de BAP 

(83,3% de regeneração de PLBs e 17,2 PLBs) (FIGURA 1E) . 

 

3.5 ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO 

Os PLBs cultivados em meio sem regulador vegetal, na ausência ou 

presença de carvão ativado ou AIB apresentaram 100% de enraizamento. Os 

explantes se desenvolvendo em meio WPM com carvão ativado foram os que 

apresentaram as melhores respostas para massa fresca, número e 

comprimento médio de raízes e altura da parte aérea quando comparados ao 

tratamento controle (WPM, sem carvão ativado). No entanto, não houve 

diferenças significativas entre as três concentrações de carvão ativado testadas 

(1, 2 e 3 g L-1) para as variáveis analisadas (ANEXO 13, TABELA 4 e FIGURA 

1 F). A adição de AIB não é recomendada para promover alongamento e 
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enraizamento dos PLBs de H. grandis, pois não houve diferença significativa 

entre o controle e nenhuma das concentrações testadas para todas as 

variáveis avaliadas, além das plantas serem menos vigorosas quando 

comparadas com as cultivadas em meio contendo carvão ativado (TABELA 4, 

ANEXO 14). 

 

TABELA 4. ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DE PLBs ORIUNDOS DA TCL de 
PROTOCORMOS DE Hadrolaelia grandis CULTIVADOS POR 120 DIAS EM MEIO WPM 
(CONTROLE) E ACRESCIDO DE CARVÃO ATIVADO OU ÁCIDO INDOL-3- BUTÍRICO (AIB) 
EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES. 

 
Massa fresca (g) 

Número médio 
de raízes 

Comprimento 
médio das 
raízes (cm) 

Altura média 
da parte érea 

(cm) 

 
 

Carvão ativado (g L
-1

) 

Controle (0) 0,1068±0,0700 b 2,57±0,37 b   2,44±0,60    b 0,44±0,03 b 
1,00 0,3771±0,0665 a 5,32±0,30 a   3,70±0,55  a 1,13±0,15 a 
2,00 0,3480±0,1130 a 5,16±0,15 a 3,15±0,85 ab 1,22±0,34 a 
3,00 0,3523±0,0564 a 5,27±0,80 a   3,57±0,40 a 1,24±0,32 a 

Média geral  0.29605 4,58 3,21 1,01 

 
       AIB (µM) 

Controle (0) 0,1068±0,0700 a 2,57±0,37 a 2,44±0,60 a 0,44±0,03 a 
1,25 0,1178±0,0633 a 3,26±0,90 a 2,22±0,83 a 0,52±0,17 a 
2,50 0,0977±0,0275 a 3,10±0,57 a 2,30±0,87 a 0,53±0,13 a 
5,00 0,1276±0,0299 a 3,28±0,83 a 2,75±0,80 a 0,55±0,11 a 

10,00 0,1364±0,0468 a 3,62±1,10 a 2,26±0,94 a 0,51±0,15 a 

Média geral 0,1172 3,16                       2,39 0,51 

As médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si pelo 
teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade Os valores representam as médias ± desvio 
padrão.  
PLBs= “protocorm-like bodies”, TCL= “thin cell layer” 

 

3.6 TRANSPLANTIO E ACLIMATIZAÇÃO 

Os resultados dos substratos testados indicaram que as mudas 

plantadas em vermiculita apresentaram porcentagem de sobrevivência superior 

(98,21%) quando comparada com casca de pinus com húmus de minhoca 

(76,79%), após 60 dias de aclimatização em casa de vegetação (TABELA 5, 

FIGURA 1G, ANEXO 15).  
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FIGURA 1. REGENERAÇÃO DE ESTRUTURAS SEMELHANTES À PROTOCORMOS (PLBs) 
DE Hadrolaelia grandis, APÓS 60 DIAS DE CULTIVO EM MEIO WPM. A- TCLt  APICAL DE 
PROTOCORMO COM 60 DIAS DE IDADE, CULTIVADO EM MEIO ACRESCIDO DE 4,4 µM 
DE BAP. B- TCLt BASAL DE PROTOCORMO COM 60 DIAS DE IDADE CULTIVADO EM 
MEIO ACRESCIDO DE 1,1 µM DE BAP. C- TCLt BASAL DE PROTOCORMO COM 90 DIAS 
DE IDADE CULTIVADO EM MEIO ACRESCIDO DE 8,8 µM DE BAP. D- TCLl DE 
PROTOCORMO COM 60 DIAS DE IDADE APÓS O PRIMEIRO SUBCULTIVO EM MEIO 
ACRESCIDO DE 17,6 µM DE BAP. E- TCLl DE PROTOCORMO COM 90 DIAS DE IDADE 
APÓS O SEGUNDO SUBCULTIVO EM MEIO WPM ACRESCIDO DE 8,8 µM DE BAP. 
FIGURAS 1A A 1E (BARRAS= 3 mm). F- ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DE PLBs 
ORIUNDOS DE TCL CULTIVADOS POR 120 DIAS EM MEIO WPM ACRESCIDO DE 2 g L

-1
 

DE CARVÃO ATIVADO. G- ACLIMATIZAÇÃO DE PLANTAS EM DIFERENTES SUBSTRATOS 
APÓS 60 DIAS DE CULTIVO EM CASA DE VEGETAÇÃO. FIGURAS 1F e 1G (BARRAS= 30 
mm). 
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TABELA 5. SOBREVIVÊNCIA DE PLANTAS DE Hadrolaelia grandis ORIUNDAS DE TCLls 
TRANSPLANTADAS EM DIFERENTES SUBSTRATOS E ACLIMATIZADAS EM CASA DE 
VEGETAÇÃO POR 60 DIAS. 

Substratos Sobrevivência (%) 

Pó de coco 87,50±17,68 ab 

Casca de pínus com húmus de minhoca   76,79±13,36    b 

Pó de coco + casca de pínus com húmus de minhoca + vermicultita 83,93±11,89 ab 

Vermiculita   98,21± 04,72 a 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem estatisticamente entre si pelo teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Os valores representam as médias ± desvio padrão. 
TCLl= “thin cell layer” longitudinal 

 

 

4 DISCUSSÃO 

O protocormo demonstrou ser um explante eficiente para a propagação 

in vitro de H. grandis respondendo mesmo na ausência de regulador vegetal. 

Os protocormos, resultantes da germinação das orquídeas, são uma fase 

intermediária entre o embrião e a planta, sendo uma excelente fonte de 

explante para a regeneração de PLBs (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2006). As 

células dos protocormos são potencialmente meristemáticas, principalmente as 

do pólo superior que origina o meristema apical caulinar e são capazes de 

regenerar número elevado de PLBs (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2005; 

FERREIRA et al., 2015). Segundo Ferreira et al. (2015), a retirada do ápice 

caulinar causa a quebra da dominância apical e a adição de citocinina no meio 

de cultura promove a regeneração de PLBs. 

A idade do protocormo e tipo de secção influenciou as respostas de 

indução e regeneração de PLBs, sendo que protocormos de 60 dias podem ser 

recomendados para a técnica de TCLt e de 90 dias para a de TCLl.  

Resultados semelhantes ocorreram com protocormos mais jovens (quatro 

semanas de idade), que os utilizados no presente estudo, com elevadas 

porcentagens de regeneração de PLBs em Aerides crispum (100%) 

(SHEELAVANTHMATH, et al., 2005) e Dendrobium gratiosissimum (83%) 
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(JAIPHET e RANGAYATORN, 2010). Para Epidendrum secundum, 95% dos 

protocormos com 60 dias de idade responderam regenerando PLBs 

(FERREIRA et al., 2015). Gomes et al. (2015) também obtiveram boas 

respostas com protocormos de 240 dias de Brasilidium forbesii utilizando a 

técnica TCLt e TCLl. Isso tem demonstrado que o protocormo é um explante 

responsivo e que a juvenilidade dos tecidos é um fator importante no controle 

da proliferação de células em orquídeas (ARDITTI e ERNST, 1993).  

Para a técnica TCLt, além da idade, o tipo de secção e concentração de 

BAP influenciaram as respostas de regeneração de PLBs. De uma maneira 

geral, as secções basais foram mais responsivas e a concentração de 2,2 M 

foi recomendada para TCLt de protocormo de 60 dias e de 4,4 M para 90 dias. 

Murdad et al. (2006) também recomendaram as secções basais dos 

protocormos para a propagação in vitro de Phalaenopsis gigantea, sendo que o 

ferimento causado pela secção pode ter exercido um papel importante na 

proliferação de PLBs. Em Brasilidium forbesii, as TCLts basais e apicais não 

apresentaram diferença na porcentagem de regeneração, porém o número 

médio de PLBs foi maior nas TLCts da região basal após o primeiro subcultivo 

(GOMES et al., 2015). 

Os TCLts de  protocormos de 60 dias de H. grandis, cultivados em meio 

WPM, contendo 2,2 M de BAP, apresentaram as melhores respostas de 

regeneração de PLBs, após o segundo subcultivo (70,8%, 15,1 PLBs por 

secção e 30,1 PLBs por explante), sendo produzidos 2131 PLBs, após 180 

dias. No entanto, para os TCLts de protocormos de 90 dias, o meio acrescido 

de 4,4 M de BAP foi mais eficiente (50% de regeneração de PLB, 10,7 PLBs 

por secção e 21,3 PLBs por explante, sendo obtidos 1065 PLBs, após 180 dias. 
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Teng et al. (1997) também constataram que a resposta dos explantes na 

formação PLBs varia de espécie para espécie, de explante para explante  e 

com a concentração de citocinina. Resultado semelhante foi obtido para 

Aerides crispum, em que protocormos de quatro semanas, seccionados ao 

meio e cultivados em meio MS, com 2 M de BAP também produziram 30,1 

PLBs por explante, no entanto a porcentagem de regeneração de PLBs foi 

mais elevada (100%) (SHEELAVANTHMATH et al.,2005). Nayak et al. (2002) 

obtiveram melhor resposta com TCLt de Dendrobium nobile, utilizando 

concentração mais elevada (11 M de BAP), com 87,85 % de regeneração de 

PLBs e 34 protocormos por explante. 

Ao compararmos as respostas de regeneração de PLBs observamos 

maiores porcentagens com a técnica TCLl. Os TCLls de protocormos de 60 

dias, cultivados em meio WPM, contendo 8,8 M de BAP apresentaram 90% 

de regeneração de PLBs, 9,1 PLbs por secção e 18,2 PLBs por explante, após 

o segundo subcultivo. No entanto, para os TCLls de protocormos de 90 dias, a 

porcentagem de regeneração de PLBs foi inferior (83,3%), mas o número 

médio foi quase o dobro (17,2 PLBs por secção e 34,4 por explante). Se 

fizermos uma estimativa de produção de PLBs, com TCLls de protocormos de 

90 dias, cultivados em meio WPM com 8,8 M de BAP, após o segundo 

subcultivo serão produzidos 2866 PLBs, enquanto que utilizando o mesmo 

meio com protocormos de 60 dias serão produzidos 1638 PLBs, após 180 dias. 

Gomes et al. (2015) também constataram que a técnica TCLl foi mais eficiente 

que a TCLt para protocormos de seis meses de idade de Brasilidium forbesii. 

Para essa espécie também foi utilizado o meio WPM, sendo que a 

concentração de BAP recomendada foi inferior (2 M de BAP), com 77% de 



75 

 

regeneração de PLBs e 22,7 PLBs por explante, após o primeiro subcultivo. 

Existem poucos estudos utilizando a técnica de TCLl e ao contrário do que foi 

obtido no presente trabalho, as secções longitudinais de Oncidium tigrinum 

apresentaram danos severos e estresse, com pouca resposta, sendo 

recomendado o uso de protocormos inteiros (MATA-ROSAS et al., 2011). 

Os PLBs de H. grandis não necessitam de auxina para enraizar, pois em 

todos os meios testados, na ausência ou presença de carvão ativado e AIB 

todos os explantes enraizaram. No entanto, a adição do carvão ativado no meio 

WPM foi eficiente no alongamento e desenvolvimento das plântulas, com maior 

massa fresca, altura da parte aérea, comprimento e número de raízes. Como 

não houve diferença estatística para todas as variáveis analisadas em meio 

com as três concentrações de carvão ativado, recomendamos a adição de  

1 g L-1 para reduzir o custo do protocolo de produção de mudas. Da mesma 

forma, Gomes et al. (2015) também constataram que AIB não é necessário 

para alongamento e desenvolvimento de raízes de Brasilidium forbesii e que a 

adição do carvão ativado proporcionou a formação de plantas mais vigorosas. 

Resultados similares também foram obtidos por Martin e Madassery (2006), 

que observaram maior número de raízes em híbridos de Dendrobium 

adicionando 2 g L-1 de carvão ativado ao meio de cultura e para Cattleya 

harrisoniana, com melhores respostas para o comprimento e número de raízes 

com a adição de 2,5 g L-1 de carvão ativado (SCHNEIDERS et al., 2012). Para 

outras espécies como Anoectochilus formosanus (KET et al., 2004) e Vanda 

coerulea (ROY et al., 2011), o carvão ativado foi benéfico não apenas para o 

enraizamento, mas também para o desenvolvimento da parte aérea, como foi 

observado nesse estudo com H. grandis. O carvão ativado adicionado ao meio 
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de cultura adsorve metabólitos produzidos pelo explante e liberados no meio de 

cultura, assim como compostos orgânicos que podem prejudicar o crescimento 

e o desenvolvimento das plantas (PAN e STADEN, 1998).  

As plantas de H. grandis apresentaram elevada porcentagem de 

sobrevivência em casa de vegetação e quando foi utilizado vermiculita como 

substrato, a porcentagem foi superior (98,21%) à da casca de pinus com 

húmus de minhoca (76,79%). As orquídeas epífitas, como H. grandis, que 

vivem em ambientes oligotróficos, onde a disponibilidade de água é sazonal, 

possuem adaptações visando à máxima absorção e mínima perda de água 

(HELBSING et al., 2000). O velame presente nas raízes das orquídeas epífitas 

é extremamente especializado na absorção de água da chuva e da umidade do 

ar. O substrato ideal para o cultivo ex vitro deve ter alta capacidade de 

absorção de água, alta porosidade, boa capacidade de drenagem e permitir 

boa aeração simulando as condições do habitat de orquídeas epífitas, evitando 

assim o apodrecimento das raízes e a morte da planta (DEBERGH e 

ZIMMERMAN, 1991). A vermiculita parece possuir essas características, pois 

foi o substrato que apresentou a maior porcentagem de sobrevivência das 

mudas de H. grandis, assim como Anselia africana (VASUDEVAN e VAN 

STADEN, 2010) e Brasilidium forbesii (GOMES et al., 2015). 

 

5 CONCLUSÕES 

Foi estabelecido um protocolo de micropropagação para  

H. grandis utilizando a técnica TCL. A idade do protocormo, tipo de secção e 

concentração da citocinina BAP influenciam as respostas de regeneração de 

PLBs. Secções de protocormos de 60 dias são eficientes para a técnica TCLt e 
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devem ser utilizadas em meio de cultura WPM acrescido de 2,2 M de BAP. A 

técnica TCLl é recomendada para a regeneração de PLBs utilizando secções 

de protocormos de 90 dias de idade, cultivados em meio suplementado com  

8,8 M de BAP. Os PLBs alongam e desenvolvem raízes em meio WPM, sem 

auxina e com a presença de carvão ativado (1 g L-1). As plantas podem ser 

aclimatizadas com sucesso utilizando vermiculita como substrato.  
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ANEXOS 

 
ANEXO 1. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLts ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 60 
DIAS DE IDADE APÓS CULTIVO INICIAL (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E WPM 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 14,68595        3,7805 * 
Região do protocormo 1 71,85388       18,4966 ** 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 2,43091        0,6258 ns 
Tratamentos 11 14,31256        3,6843 ** 
Erro experimental 24 3,88471                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 36,39 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraramPLBs (%) 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 907,39583        4,4941 ** 
Região do protocormo 1 1139,06250        5,6414 * 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 294,06250        1,4564 

ns
 

Tratamentos 11 649,66856        3,2176 ** 
Erro experimental 24 201,90972                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 31,14 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)  
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05) 
ns

 não significativo (p >= 0,05)  

 

ANEXO 2. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLts ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 60 
DIAS DE IDADE APÓS PRIMEIRO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM, SEM 
REGULADOR VEGETAL  E ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 49,23481        6,1451 ** 
Região do protocormo 1 34,73138        4,3349 * 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 9,73002        1,2144 

ns
 

Tratamentos 11 29,95959        3,7393 ** 
Erro experimental 24 8,01209                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 32,84 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 1054,89583        4,6776 ** 
Região do protocormo 1 925,17361        4,1024 

ns
 

Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 208,50694        0,9246 
ns

 
Tratamentos 11 658,38068        2,9194 * 
Erro experimental 24 225,52083                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 29,18 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)  
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)  
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
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ANEXO 3. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLts ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 60 
DIAS DE IDADE APÓS SEGUNDO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 80,32748        4,4041 ** 
Região do protocormo 1 98,73734        5,4135 * 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 12,56451        0,6889 

ns
 

Tratamentos 11 51,19975        2,8071 * 
Erro experimental 24 18,23923                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 35,83 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 1062,39583        4,6115 ** 
Região do protocormo 1 875,17361        3,7988 

ns
 

Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 212,67361        0,9231 
ns

 
Tratamentos 11 659,13826       2,8611 * 
Erro experimental 24 230,38194                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 29,26 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)  
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)  
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
 

 

ANEXO 4. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLts ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 90 
DIAS DE IDADE APÓS CULTIVO INICIAL (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 6,05829        0,7414 
ns

 
Região do protocormo 1 133,40250       16,3263 ** 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 21,89519        2,6796 * 
Tratamentos 11 24,83363       3,0392 * 
Erro experimental 24 8,17100                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 57,81 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 494,34028        2,1719 
ns

 
Região do protocormo 1 5562,67361       24,4401 ** 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 593,50694        2,6076

 ns
 

Tratamentos 11 1000,17361        4,3944 ** 
Erro experimental 24 227,60417                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 45,17 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)   
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)   
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
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ANEXO 5. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLts ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 90 
DIAS DE IDADE APÓS PRIMEIRO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 15,96794        1,8040 
ns

 
Região do protocormo 1 236,03201       26,6655 ** 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 29,38011        3,3192 * 
Tratamentos 11 42,07021        4,7528 ** 
Erro experimental 24 8,85157                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 36,94 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 392,67361        1,1360
 ns

 
Região do protocormo 1 5814,06250       16,8202 ** 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 668,22917        1,9332

 ns
 

Tratamentos 11 1010,77967        2,9242 * 
Erro experimental 24 345,65972                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 49,12 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01)   
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)   
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
 

 

ANEXO 6. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLts ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 90 
DIAS DE IDADE APÓS SEGUNDO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 74,83390        3,9310 ** 
Região do protocormo 1 289,56694       15,2108 ** 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 52,96556        2,7823 * 
Tratamentos 11 84,41494        4,4343 ** 
Erro experimental 24 19,03692                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 38,55 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Concentrações de BAP 5 395,72917        1,1357 
ns

 
Região do protocormo 1 5814,06250       16,6861 ** 
Concentrações de BAP x Região do protocormo 5 689,89583        1,9800 

ns
 

Tratamentos 11 1022,01705        2,9331 * 
Erro experimental 24 348,43750                  

Total 35     
Coeficiente de variação (%) 48,96 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)  
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
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ANEXO 7. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLls ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 60 
DIAS DE IDADE APÓS UM CULTIVO INICIAL (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

Número médio de PLBs 

GL QM F 

Tratamentos 5 0,50489        5,8632 ** 
Erro experimental 12 0,08611                  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 8,92 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Tratamentos 5 380,34722        8,1141 ** 
Erro experimental 12 46,87500                  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 7,96 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
 
 
 
ANEXO 8. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLls ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 60 
DIAS DE IDADE APÓS PRIMEIRO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Tratamentos 5 1,60889        8,4927 ** 
Erro experimental 12 0,18944                  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 9,05 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Tratamentos 5 307,01389        6,3612 ** 
Erro experimental 12 48,26389                  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 7,80 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
 
 
 
ANEXO 9. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLls ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 60 
DIAS DE IDADE APÓS SEGUNDO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

Fontes de variação 

Número médio de PLBs 

GL QM F 

Tratamentos 5 9,89956        6,4539 ** 
Erro experimental 12 1,53389                  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 18,36 

Fontes de variação 

Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Tratamentos 5 323,12500        7,5659 ** 
Erro experimental 12 42,70833                  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 7,30 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
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ANEXO 10. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLls ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 90 
DIAS DE IDADE APÓS CULTIVO INICIAL (60 DIAS)  EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

 
 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Tratamentos 5 7,42367        7,4819 ** 
Erro experimental 12 0,99222     

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 13,19 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Tratamentos 5 305,34722        2,6251 
ns

 
Erro experimental 12 116,31944  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 15,26 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
 
 
 
ANEXO 11. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLls ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 90 
DIAS DE IDADE APÓS PRIMEIRO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM). 

 
 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Tratamentos 5 17,20800       14,7077 ** 
Erro experimental 12 1,17000         

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 10,27 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Tratamentos 5 260,34722        2,1121
 ns

 
Erro experimental 12 123,26389  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 15,28 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
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ANEXO 12. ANÁLISE DE VARIÂNCIA EM TCLls ORIUNDOS DE PROTOCORMOS COM 90 
DIAS DE IDADE, APÓS  SEGUNDO SUBCULTIVO (60 DIAS) EM MEIO WPM (CONTROLE) E 
ACRESCIDO DE BAP (1,1; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 µM).  

 
 

Fontes de variação 

 
Número médio de PLBs 

GL QM F 

Tratamentos 5 55,96767       24,6493 ** 
Erro experimental 12 2,27056     

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 10,62 

Fontes de variação 

 
Explantes que regeneraram PLBs (%) 

GL QM F 

Tratamentos 5 242,22222        2,3890 
ns

 
Erro experimental 12 101,38889  

Total 17     
Coeficiente de variação (%) 13,63 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
ns

 não significativo (p >= 0,05)  
 

 

ANEXO 13. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DE PLBs DE 

EM WPM (CONTROLE) E WPM ACRESCIDO DE CARVÃO ATIVADO (1, 2 E 3 g. L
-1

 ). 

Fonte de variação 

Massa fresca (g) 

GL QM F 

Tratamentos 3 0,08045       12,7310 ** 
Erro experimental 16 0,00632                 

 Total 19     
Coeficiente de variação (%) 26,85 

 

Fonte de variação 

Número médio de raízes 

GL QM F 

Tratamentos 3 8,99361       40,4243 ** 
Erro experimental 16 0,22248                 

 Total 19 
  Coeficiente de variação (%) 10,30 

 

Fonte de variação 

Comprimento médio das raízes (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 3 1,59656        4,1412 * 
Erro experimental 16 0,38553                 

 Total 19 
  Coeficiente de variação (%) 19,32 

 

Fonte de variação 

Altura média da parte aérea (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 3 0,72313       11,9272 ** 
Erro experimental 16 0,06063             

 Total 19 
  Coeficiente de variação (%) 24,42 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01) 
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05)  
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ANEXO 14. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO ALONGAMENTO E ENRAIZAMENTO DE PLBs EM  

MEIO WPM (CONTROLE) E ACRESCIDO DE AIB (1,25; 2,5; 5,0 E 10,0 µM). 

Fonte de variação 

Massa fresca (g) 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,00121 0,4747 
ns

  
Erro experimental 20 0,00255 

 Total 24     
Coeficiente de variação (%) 4,07 

 

Fonte de variação 

Número médio de raízes 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,73042 1,1531 
ns

 
Erro experimental 20 0,63344 

 Total 24 
  Coeficiente de variação (%) 25,15 

 

Fonte de variação 

Comprimento médio das raízes (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,23015 0,3487
 ns

 
Erro experimental 20 0,65993 

 Total 24 
  Coeficiente de variação (%) 33,93 

 

Fonte de variação 

Altura média da parte aérea (cm) 

GL QM F 

Tratamentos 4 0,00850 0,5071
 ns

 
Erro experimental 20 0,01676 

 Total 24 
  Coeficiente de variação (%) 25,35 

ns
 não significativo (p >= 0,05)                                

 

ANEXO 15. ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA SOBREVIVÊNCIA DE PLANTAS DE Hadrolaelia 
grandis ORIUNDAS DE TCLs TRANSPLANTADAS EM DIFERENTES SUBSTRATOS E 

ACLIMATIZADAS EM CASA DE VEGETAÇÃO POR 60 DIAS. 

Fontes de variação 

 
Sobrevivência (%) 

GL QM F 

Tratamentos 3 260,41667        1,8421
 ns

 
Erro experimental 24 141,36905                  

Total 27     
Coeficiente de variação (%) 13,18 

ns
 não significativo (p >= 0,05)                                
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O banco de sementes é viável para H. grandis, porém, testes de 

viabilidade, como o TZ e germinação in vitro, com sementes armazenadas por 

períodos superiores aos 36 meses devem ser realizados para verificar por 

quanto tempo é possível manter sua viabilidade.  

O meio WPM foi eficiente não só para a germinação, como também para 

o desenvolvimento dos protocormos. No entanto, é necessário fazer avaliações 

do desenvolvimento dos protocormos até que eles apresentem a primeira raiz e 

isso ocorre geralmente após 120 dias de cultivo.  

A regeneração de plantas por meio da técnica TCL foi eficiente para a 

espécie estudada e com a adição de BAP ao meio de cultura foi possível 

aumentar o número de PLBs formados por explante. Constatou-se que o 

aumento de subcultivos aumentou o número médio de PLBs, com isso 

poderiam ser testados mais subcultivos para avaliar a produção total de PLBs. 

Essa citocinina, combinada com auxina (AIB ou ANA) poderia ser testada 

visando induzir um maior alongamento das plantas. 

Como as orquídeas apresentam desenvolvimento lento, novos estudos 

que possibilitem a produção de mudas de maneira mais rápida, são 

necessários. Recomenda-se também fazer a reintrodução da espécie em seu 

habitat natural e isso irá contribuir para a conservação de H. grandis.  

 


