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PROPAGAÇÃO IN VITRO DE ORQUÍDEAS Phalaenopsis POR SEGMENTOS DE 

INFLORESCÊNCIAS E EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA 

 

Autor: CESAR AUGUSTO ZANELLO 

Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO 

 

 

RESUMO 

 

As orquídeas do gênero Phalaenopsis são as mais importantes no segmento de flores 
de vaso na floricultura nacional, sendo atualmente líder em volume de produção e 
comercialização. No entanto, a obtenção de mudas de qualidade genética e 
fitossanitária por um preço competitivo tem sido um dos principais entraves para os 
produtores. Desse modo o estabelecimento de protocolos de aplicabilidade comercial 
e que visem a produção de mudas clonais de híbridos é de grande interesse para a 
autossuficiência desse setor. Para isso a micropropagação, por meio da produção de 
embriões somáticos (Protocorm like bodies - PLBs) ou gemas adventícias em 
segmentos de tecidos somáticos in vitro, pode ser uma alternativa viável para a 
produção de mudas de Phalaenopsis. Este trabalho teve como objetivo estabelecer 
protocolos de micropropagação eficientes para híbridos de Phalaenopsis utilizando 
técnicas de indução de brotações em segmentos de inflorescência e indução e 
regeneração de embriões somáticos (PLBs) in vitro a partir de segmentos foliares de 
híbridos comerciais. Em função dos resultados obtidos, conclui-se que o uso do meio 
de cultura NDM acrescido de 0,1 g L-1 de inositol, 20 g L-1 de sacarose, 0,1 mg L-1 de 
ANA, 1,0 mg L-1 de BA, 1,5 mg L-1 de GA3, pH 5,7, é o mais indicado para propagação 
de Phalaenopsis utilizando segmentos de inflorescência na indução de brotações in 
vitro, sendo capaz de gerar até 1,7 brotações/segmento e 71,5% de segmentos vivos. 
A contaminação dos segmentos de inflorescência por leveduras foi a principal 
dificuldade encontrada, chegando a média de 30% de segmentos contaminados. Já 
para a indução de PLBs a partir de segmentos foliares, o uso conjunto dos reguladores 
vegetais BA e TDZ na concentração de 1,5 mg L-1 cada se mostrou benéfica para a 
regeneração de PLBs, enquanto que as diferentes formulações salinas utilizadas (MS 
e NDM) tiveram pouca influência. Os melhores resultados obtidos foram de 41% de 
segmentos em regeneração e até 5,3 PLBs/ segmento com o uso de folhas com 20 
dias de subcultivo segmentadas em Thin Cell Layer. Nas condições de cultivo 
avaliadas, não foi possível obter embriões utilizando como explante segmentos de 
folhas jovens coletadas de plantas em condições de casa de vegetação.  De acordo 
com os resultados obtidos foi possível comprovar a influência do fator genótipo na 
indução e regeneração de PLBs. 
 
Palavras-chave: cultivo in vitro; propagação clonal; citocininas. 
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IN VITRO MICROPROPAGATION OF ORCHID Phalaenopsis BY 

INFLORESCENCE SEGMENTS AND SOMATIC EMBRYOGENESIS 

 

Author: CESAR AUGUSTO ZANELLO 

Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO 

 

 

ABSTRACT 

The orchids of the genus Phalaenopsis are the most important in the segment of potted 
flowers in the national floriculture, being currently leader in volume of production and 
commercialization. However, obtaining genetic and phytosanitary quality seedlings at 
a competitive price has been one of the main obstacles for producers. Thus, the 
establishment of protocols of commercial applicability and that aim the production of 
clonal seedlings of hybrids is of great interest for the self-sufficiency of this sector. For 
this, micropropagation, through the production of somatic embryos (PLBs) or 
adventitious buds in somatic tissue segments in vitro, may be a viable alternative for 
the production of Phalaenopsis seedlings. This work aimed to establish efficient 
micropropagation protocols for Phalaenopsis hybrids using shoot induction techniques 
in inflorescence segments and induction and regeneration of somatic embryos (PLBs) 
in vitro from leaf segments of commercial hybrids. Based on the results, it was 
concluded that the use of the NDM culture medium plus 0.1 g L-1 inositol, 20 g L-1 
sucrose, 0.1 mg L-1 NAA, 1.0 mg L-1 of BA, 1.5 mg L-1 of GA3, pH 5.7, is the most 
suitable for propagation of Phalaenopsis using inflorescence segments in the induction 
of shoots in vitro, being able to generate up to 1.7 shoots / segment and 71.5% of living 
segments. The contamination of the segments of inflorescence by yeast was the main 
difficulty found, reaching an average of 30% of contaminated segments. As for the 
induction of PLBs from leaf segments, the use of plant regulators BA and TDZ at a 
concentration of 1.5 mg L-1 each was beneficial for the regeneration of PLBs, whereas 
the different salt formulations used (MS and NDM) had little influence. The best results 
were 41% of regenerating segments and up to 5.3 PLBs / segment with the use of 
leaves with 20 days of subcultivation segmented in Thin Cell Layer. Under the culture 
conditions evaluated, it was not possible to obtain embryos using as explant segments 
of young leaves collected from plants under greenhouse conditions. According to the 
results, it was possible to prove the influence of the genotype factor on the induction 
and regeneration of PLBs. 
 
Keywords: in vitro culture; clonal propagation; cytokinins.  
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INTRODUÇÃO 

 

A família Orchidaceae representa uma das três maiores famílias de plantas com 

flores, com cerca de 28 mil espécies (CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016) e é considerada 

a maior em número de espécies dentre as monocotiledôneas (CHASE, 2004). 

Somente no Brasil, são reconhecidas mais de 2300 espécies em cerca de 200 gêneros 

(SOUZA; LORENZI, 2005). As plantas desta família são conhecidas também por 

apresentarem distribuição bastante ampla no globo terrestre (BATISTA et al., 2005). 

Dentre os mais de 700 gêneros reconhecidos atualmente dentro desta família 

(CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016) um deles, o gênero Phalaenopsis, tem apresentado 

grande destaque e importância comercial na floricultura brasileira e mundial devido a 

sua infinidade de cores, formato de flores (KHODDAMZADEH et al., 2011) e 

inflorescências, bem como a grande durabilidade de suas flores e capacidade de 

transporte a longas distâncias (CARDOSO et al., 2016).  

 O gênero Phalaenopsis é originário do sudeste asiático e é caracterizado por 

plantas monopodiais, alternifólias, terminando com um meristema vegetativo e sua 

principal característica atrativa para o comércio são suas longas inflorescências 

provenientes das axilas foliares, que formam conjuntos de flores arredondadas com 

grande variação de cores (MINAMIGUCHI; MACHADO NETO, 2007). 

 A formação de brotos laterais é algo incomum neste gênero e devido a isto, a 

propagação vegetativa convencional por estaquia ou emissão de brotações é inviável 

para fins comerciais. Além disso, por se tratar de uma planta de desenvolvimento 

monopodial, o uso de seu meristema apical para propagação in vitro é indesejável 
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pois para tanto seria necessário causar a morte das plantas matrizes (MINAMIGUCHI; 

MACHADO NETO, 2007). 

 Outro método possível de propagação é por meio  da germinação de sementes 

in vitro, porém sendo pouco desejável para produções de flores em larga escala, visto 

que esta técnica apresenta como grande desvantagem a desuniformidade genética 

das plantas obtidas (ISHII et al., 1998), gerando variações na morfologia, no 

desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das plantas, além da variabilidade de 

formas e cores das flores, o que pode ser interessante para o melhoramento genético, 

mas indesejável na produção comercial de flores, seja para vaso ou para corte. Isso 

porque a indução do florescimento na espécie é feita de forma artificial utilizando 

baixas temperaturas durante período determinado de tempo visando a produção de 

inflorescências (WANG, 1995). A variabilidade genética associada as plantas obtidas 

de sementes leva a uma desuniformidade na resposta a indução do florescimento, 

bem como no desenvolvimento das inflorescências e flores para o mercado. 

 Considerando o exposto acima, se faz necessário o desenvolvimento de 

métodos de propagação clonal desta espécie utilizando partes da planta matriz que 

não comprometam sua sobrevivência e que garantam a manutenção da uniformidade 

e das características genéticas obtidas nos híbridos comerciais e que são de interesse 

horticultural e ornamental. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

Este trabalho teve como principal objetivo estabelecer protocolos de micropropagação 

para híbridos de Phalaenopsis utilizando a indução de brotações em segmentos de 

inflorescências, além de indução e regeneração in vitro de PLBs a partir de segmentos 

foliares. 

 

Objetivos específicos 

(1) Verificar o efeito de duas cultivares na indução de embriogênese somática 

(indução de PLBs) em híbridos de Phalaenopsis; 

(2) Avaliar o método mais eficiente de assepsia para segmentos foliares 

provenientes de plantas cultivadas em casa de vegetação; 

(3) Avaliar o efeito de diferentes meios de cultura e reguladores vegetais na 

indução de brotações e PLBs em Phalaenopsis; 

(4) Avaliar o efeito da quantidade de segmentos foliares introduzidos por frasco na 

sobrevivência e regeneração dos mesmos; 

(5) Avaliar o tipo de corte e a melhor idade para segmentos foliares na indução e 

regeneração de PLBs; 

(6) Avaliar o efeito da suplementação do meio de cultura com água de coco na 

indução e regeneração de PLBs a partir de segmentos foliares cultivados in 

vitro. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

 

1. Importância da floricultura no Brasil 

Ao longo das últimas décadas o aumento mundial no consumo de flores e 

plantas ornamentais tem sido acompanhado pela expansão da floricultura nacional, 

com aumento do consumo interno desses produtos (SOUSA et al., 2011). 

A floricultura brasileira é uma atividade de grande importância no agronegócio 

nacional, que apresenta desde 2006 taxas de crescimento anual entre 8 e 15% em 

volume de produção, e até 17% em valor. Somente entre os anos de 2012 e 2013 

houve aumento de 12% no faturamento, chegando a marca de 5,2 bilhões de reais 

(DUVAL, 2014).   

De acordo com o Instituto Brasileiro de Floricultura (Ibraflor), no ano de 2014 o 

faturamento do setor chegou a R$ 5,7 bilhões e em 2015 atingiu a marca de R$ 6 

bilhões com perspectiva de crescimento de 6 a 8% para 2016, o que mostra de fato a 

importância do setor no agronegócio brasileiro e sua capacidade de se manter em 

crescimento mesmo diante da atual crise econômica. 

A floricultura tem obtido grande destaque perante os demais segmentos do 

agronegócio nacional devido tanto aos altos investimentos, principalmente em 

tecnologia de produção como o cultivo protegido, substratos, condicionadores de solo 

e fertirrigação, além da propagação e produção de mudas (JUNQUEIRA; PEETZ, 

2008), como também pelo alto faturamento do setor, que se dá tanto no mercado 

interno quanto no mercado externo (GIACON, 2015).  
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Alguns fatores característicos do nosso país favorecem muito o 

desenvolvimento desta atividade, como a amplitude térmica, umidade, temperatura, 

solo, bem como a grande biodiversidade encontrada nas diferentes regiões do país, 

contribuindo para a produção de uma grande gama de espécies diferentes de flores e 

plantas ornamentais (GIACON, 2015).  

A produção se divide entre o cultivo de flores e plantas verdes envasadas 

(50%), flores e folhagens de corte (40%) e plantas ornamentais para o paisagismo 

(10%) (CORREA et al., 2007) e conta com cerca de 8 mil produtores divididos em 

cada um destes segmentos (DUVAL, 2014).  

Essa atividade, ligada ao setor de Horticultura, é caracterizada pela ampla 

necessidade de mão de obra, em quantidade e qualidade, e pela geração de renda, 

chegando ao montante de até 100 mil reais por hectare/ano, dependendo da espécie 

cultivada, o que desperta grande interesse em pequenos agricultores, visto que a área 

média cultivada das propriedades gira em torno de 3,5 a 6,5 ha (DUVAL, 2014). Além 

disso, dentre os segmentos da agricultura, a floricultura se destaca como a que 

apresenta retorno mais rápido dos investimentos aplicados (FAVA et al., 2014).  

A floricultura nacional é responsável por gerar mais de 215 mil empregos 

diretos, divididos entre a produção (36,3%), distribuição (3,9%), varejo (56%) e outras 

funções (3,8%), além de diversos outros que são gerados indiretamente pelo setor na 

fabricação de insumos (IBRAFLOR, 2016). 

 Por se tratar de um produto comercializado principalmente pelo seu valor visual 

e estético a exigência do mercado consumidor por estes atributos é de grande 

importância, o que faz da floricultura uma atividade que busca constantemente por 

melhoria dos padrões de qualidade como, longevidade e qualidade de folhas e flores 

no pós colheita, desenvolvimento de novas variedades de cores, arquitetura de planta 

e forma de flores, entre outros (CARVALHO et al., 2013). 

  

 

2. Importância da família Orchidaceae e do gênero Phalaenopsis na 

floricultura 

 

Dentre as plantas de maior representatividade na floricultura nacional e 

mundial, se encontram os híbridos do gênero Phalaenopsis. Trata-se de um dos 
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gêneros de maior importância econômica (LEE, 2011) dentre os mais de 700 gêneros 

pertencentes à família botânica Orchidaceae.  

A família Orchidaceae está entre as maiores dentre as angiospermas com 

cerca de 25 mil espécies (PRIDGEON et al., 2009; CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016) 

que podem ser encontradas em qualquer região vegetada do planeta, com 

predominância nas regiões tropicais; e podem crescer no solo, sobre pedras e de 

forma epífita (PAULA; SILVA, 2004) variando de acordo com a região de ocorrência.  

Uma característica comum é que as plantas normalmente possuem flores 

hermafroditas, simétricas, trímeras, com três sépalas e três pétalas sendo uma delas 

modificada, conhecida como labelo; podendo ocorrer com certa raridade flores 

unissexuais, a exemplo do gênero Catasetum, (BARROS et al., 2008). Uma outra 

característica comum é a diversidade de porte, desde plantas pequenas com flores 

medindo alguns milímetros até plantas de porte superior a três metros de altura com 

hastes florais igualmente grandes (CARDOSO; ISRAEL, 2005). 

Devido às suas características visuais, muitas espécies desta família têm 

grande valor comercial e por isso sofrem com o extrativismo, além da depredação e 

destruição do seu habitat pela expansão da agricultura (CARDOSO; ISRAEL, 2005) e 

juntos, esses problemas podem contribuir fortemente para a redução drástica na 

população de diversas espécies. Pensando nisso, o desenvolvimento de híbridos 

comerciais e de técnicas de propagação em laboratório tornam-se fundamentais para 

a conservação destes exemplares, permitindo a diminuição do extrativismo e a 

possibilidade de propagação visando a conservação de determinadas espécies. 

Dentre as orquídeas com grande impacto comercial estão as do gênero 

Phalaenopsis. Essas orquídeas são originárias da Índia, Filipinas, Nova Guiné e 

Austrália (PAULA; SILVA, 2004). Conhecida vulgarmente como ‘orquídea mariposa’, 

trata-se de uma planta com crescimento monopodial e geralmente epífita, com 63 

espécies, 7 híbridos naturais (AOS, 2016), além de outros milhares de híbridos 

artificiais. Suas folhas são carnosas, e a inflorescência pode apresentar grande 

variação, desde curta com poucas flores, até hastes ramificadas e com dezenas de 

flores, com floração de grande durabilidade e que em alguns casos apresentam 

fragrância (AOS, 2016). 

O gênero Phalaenopsis tem como grande diferencial ornamental e comercial, 

periodicidade de florescimento a cada seis meses, além de apresentar boa resposta 
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à indução artificial para floração, através do uso de frio, luz ou giberelinas, o que torna 

a planta muito mais atrativa para os produtores (LEE, 2011). 

A importância dos Phalaenopsis na floricultura europeia tem sido destaque, 

sendo esse segmento em expansão desde 2004, ano em que somou um crescimento 

de 30% em valor. Nos Estados Unidos, no mesmo ano, a comercialização de 

Phalaenopsis se tornou a segunda maior entre todas as flores de vaso (CHONE; 

OLIVEIRA, 2005). No Brasil, somente em 2014 foram produzidos cerca de 7,8 milhões 

de vasos de Phalaenopsis (FARIA; COLOMBO, 2015) e, de acordo com o Instituto 

Brasileiro de Floricultura, as plantas deste gênero já lideram as vendas no setor de 

flores de vaso, seguido por Kalanchoe, Anthurium, Crisântemo e Lírio. 

Uma das maiores dificuldades enfrentadas atualmente pelos produtores tem 

sido a aquisição de mudas de boa qualidade por preços competitivos. De forma geral, 

a muda nacional é mais viável economicamente, mas apresenta riscos quanto à 

fitossanidade e qualidade genética do material, uma vez que comumente tratam-se 

de mudas não certificadas (LINS; COELHO, 2004), enquanto que a importação de 

mudas certificadas tem como principal entrave o aumento significativo nos custos de 

produção (CHONE; OLIVEIRA, 2005; SUZUKI, 2014) devido ao pagamento de 

royalties (CARDOSO, 2013) e custos de importação. 

De fato, os produtores demonstram maior confiança nas mudas importadas, 

produzidas por multinacionais comumente chamadas de Breeders, em geral 

localizadas em países desenvolvidos como Holanda e Estados Unidos. Somente entre 

2010 e 2012 a importação de mudas de orquídeas e outras espécies teve um salto de 

U$ 7,3 milhões para U$ 13 milhões. Normalmente, esses materiais importados são 

cultivares protegidas, tornando o produtor dependente da importação das mudas e 

ocasionando um aumento nos custos de produção através do pagamento dos royalties 

a estas empresas. Dessa maneira, o estabelecimento de programas de melhoramento 

genético e tecnologias de propagação de flores nacionais é condição essencial para 

a autossuficiência do setor (CARDOSO, 2013). 

 Baseado nisto, o desenvolvimento de técnicas eficientes de propagação in vitro 

com a produção de mudas de alta qualidade fitossanitária e genética torna-se 

fundamental e indispensável para reduzir os custos de produção e aumentar a 

competitividade do produtor brasileiro, inclusive no mercado internacional, reduzindo 

a dependência do mercado externo e da evasão de divisas que afetam a balança 

comercial, seja por diminuir o pagamento de royalties, pela variação do câmbio que 
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atualmente tem sido a maior limitação da importação das mudas, pois são 

comercializadas em dólar, ou mesmo pelos altos custos de importação das mudas. 

 

 

3. Propagação in vitro e embriogênese somática 

 

De forma resumida, a cultura de tecidos pode ser definida como o cultivo de 

diferentes tipos de tecidos, órgãos ou células vegetais, denominado explante, em meio 

nutritivo sob condições assépticas e controladas de fotoperíodo, temperatura, 

umidade, densidade de fluxo de fótons, entre outros (FUZITANI; NOMURA, 2004).   

A cultura de tecidos pode ser utilizada para diversas finalidades onde se 

destacam a propagação comercial de plantas, melhoramento genético, conservação 

de germoplasma (CARVALHO et al., 2013) e recuperação de plantas livres de vírus e 

doenças (PAIVA et al., 1993; MENEZES JUNIOR, 2011).  

Mesmo sendo uma técnica em que normalmente se dispende de maiores 

custos com mão de obra e infraestrutura quando comparada às técnicas de 

propagação convencionais, na maioria dos casos apresenta relação custo-benefício 

melhor, uma vez que permite a produção, em escala comercial, de material 

selecionado e uniforme, em espaço relativamente pequeno e com bom rendimento 

(CID; TEIXEIRA, 2014). 

 Dentre os diversos grupos de plantas produzidas através das técnicas de 

propagação in vitro, as plantas ornamentais são as que tem maior destaque, 

provavelmente devido ao alto valor agregado do produto final (BOSA et al., 2003). 

Nesse sentido, as espécies da família Orchidaceae tem maior destaque, sendo 

responsável por cerca de 60% do total das plantas produzidas (CARVALHO; SILVA, 

2012). 

 Apesar da técnica ser bem estabelecida e com bom rendimento para algumas 

espécies, um dos maiores problemas enfrentados por laboratórios no estabelecimento 

de protocolos de propagação in vitro de novas espécies está na contaminação de 

origem fúngica e/ou bacteriana (DONATO et al. 2005; DINIZ et al., 2008), visto que o 

cultivo in vitro proporciona ambiente favorável ao desenvolvimento destes 

microrganismos, que irão competir com as plantas por nutrientes, luz, umidade, entre 

outros e podendo ainda liberar compostos tóxicos, ocasionando a morte do material 

vegetal (SOUSA et al., 2007). 
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Devido ao material de propagação ser proveniente normalmente de plantas 

matrizes em condições de campo, a fase de assepsia desses materiais muitas vezes 

pode ser um entrave no sucesso da micropropagação, sendo necessários testes com 

diferentes produtos e tempos de exposição a fim de buscar a melhor condição de 

assepsia sem causar a morte do explante (DINIZ et al., 2008). Além do explante, o 

meio nutritivo, o ambiente e o operador também são fontes comuns de contaminação 

(SOUSA et al., 2007). 

De forma geral, os compostos mais utilizados na desinfestação dos explantes 

são o etanol (HIRATA; MANCINI-FILHO, 2002) em concentrações entre 70% e 80% 

e o hipoclorito de sódio ou outras substâncias a base de cloro (GRATTAPALIA; 

MACHADO, 1998). Ambos possuem ação germicida, além da ação surfactante do 

etanol, o que facilita a ação de outros produtos usados posteriormente (SOUSA et al., 

2007). 

 Após o estabelecimento, as fases seguintes de indução e multiplicação de 

brotos também são de grande importância para o sucesso do protocolo de 

micropropagação. Nestas etapas a escolha do meio nutritivo e dos reguladores 

vegetais e outros suplementos são bastante específicos de acordo com o tipo de 

planta que se deseja propagar, bem como o tipo de material vegetal utilizado, já que 

cada uma delas apresenta necessidades diferentes de nutrição, assim como no 

campo (SARASAN et al. 2006). 

A propagação de orquídeas pode ser feita por meio de divisão de bulbos, 

brotações ou germinação de sementes (FRÁGUAS et al., 2003) até técnicas 

avançadas e eficientes com a utilização do cultivo in vitro, no qual é possível obter 

milhões de mudas ao longo de um ano de cultivo. 

A produção de sementes é uma técnica eficiente para obtenção de mudas em 

alta quantidade, devido a capacidade de um único fruto de orquídea conter mais de 

um milhão de sementes viáveis, a depender da espécie. Associado a isso, a 

semeadura in vitro destas sementes para produção de mudas é possível e 

economicamente viável (STANCATO et al., 2001). Apesar disso, o método de 

semeadura traz algumas desvantagens como a desuniformidade das mudas e a 

segregação da cor das flores, que embora seja de interesse no melhoramento 

genético, é pouco desejável por produtores de flores (YOUNG et al., 2000), quando 

considera-se a propagação de híbridos comerciais.  
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Por outro lado, as técnicas de cultura de tecidos visando a produção de mudas 

através de clonagem apresentam outras vantagens como plantas com alta 

uniformidade e velocidade de crescimento, fixação de ganhos genéticos em 

populações clonais e produção de plantas sadias e livres de vírus (FRÁGUAS et al., 

2003; COSTA et al., 2013). 

Uma técnica de micropropagação bastante eficiente dentre a cultura de tecidos é 

a embriogênese somática, que já é utilizada com sucesso para orquídeas 

(KHODDAMZADEH et al., 2011), onde é também conhecida por indução de PLBs, do 

inglês Protocorm-Like Bodies. Essa denominação se deve ao fato da similaridade 

morfológica e anatômica dos embriões somáticos obtidos com a embriogênese 

zigótica em orquídeas (LEE et al., 2013), que envolve a formação de protocormos 

previamente à emissão de folhas e raízes (FANG et al., 2016). 

De modo geral, a embriogênese somática pode ser definida como a formação e o 

desenvolvimento de embriões a partir de células não gaméticas, ou seja, tecidos 

somáticos, e que permite a reprodução massal de plantas (TOKUHARA; MII, 1993; 

CARVALHO et al., 2011), reprodução de plantas elites e de plantas transgênicas 

(LAMB, et al., 2002), além da produção de sementes sintéticas através do 

armazenamento de embriões maduros por encapsulamento em alginato 

(ZIMMERMANNN, 2014).  

O processo de embriogênese somática envolve diferentes estádios, e pode ocorrer 

basicamente de duas formas, a embriogênese somática direta ou a embriogênese 

somática indireta. Na embriogênese somática direta, ocorre no explante a 

diferenciação e a formação de embriões somáticos sem que haja outros processos 

intermediários, como por exemplo a formação de calos. Enquanto que na 

embriogênese somática indireta, anteriormente à formação dos embriões existem os 

processos de desdiferenciação celular, seguido da formação de calos e 

posteriormente da diferenciação de células embriogênicas (GUERRA et al., 1999). 

Tanto na forma direta quanto na indireta, a formação do embrião somático segue o 

mesmo padrão de desenvolvimento, passando pelos estádios globular, torpedo e 

cotiledonar, ou seja, mesmo padrão de desenvolvimento observado em embriões 

zigóticos (ZIMMERMANN, 1993; GUERRA et al., 1999). 

A indução da embriogênese somática ocorre normalmente através da adição de 

reguladores vegetais da classe das auxinas como o 2,4-D (ácido 2,4- 

diclorofenoxiacético) (FÉHER et al., 2003), Picloram (ácido 4-amino-3,5,6-
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tricloropicolínico) e Dicamba (ácido 2,4- diclorofenoxiacético) (TITON et al., 2007), 

com intuito de fazer com que as células somáticas adquiram competência para 

originar embriões (NAMASIVAYAM, 2007; ZIMMERMANNN, 2014). 

Dentre os principais fatores que afetam a embriogênese somática estão o 

genótipo, o tipo e origem do explante, o meio de cultura e os reguladores vegetais. Ou 

seja, o uso de explante em estádio correto de desenvolvimento, as formulações 

salinas do meio de cultura, utilização de reguladores vegetais, e as condições de 

desenvolvimento dos explantes, como temperatura e luminosidade, são fatores 

importantes que influenciam diretamente no sucesso da técnica, principalmente no 

estádio inicial de indução à competência embriogênica (BALZON et al., 2013). 

 Trabalhos como o de Chen e Chang (2006), Gow et al. (2008) e Gow et al. 

(2010) mostram que a embriogênese somática em Phalaenopsis é possível, gerando 

até 19 embriões somáticos por explante, e parece estar ligada, entre outros fatores, 

ao uso do regulador vegetal TDZ (thidiazuron), pertencente a classe das citocininas. 

Nos trabalhos observados, os explantes foram originados de plantas germinadas e 

cultivadas in vitro, tendo como uma das vantagens já estarem em condição asséptica. 

Entretanto, essa é uma desvantagem para a produção de mudas clonais pois in vitro 

não se conhece a qualidade de um genótipo germinado de sementes, devido a 

segregação genética e alta heterozigosidade da maioria dos genótipos disponíveis no 

mercado. Nesse sentido, a obtenção da embriogênese e regeneração de tecidos 

somáticos provenientes de plantas adultas comerciais são de extremo interesse 

comercial. 
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CAPÍTULO 1.  EFEITO DE REGULADORES VEGETAIS EM SEGMENTOS DE 

INFLORESCÊNCIAS DE DOIS HÍBRIDOS COMERCIAIS DE Phalaenopsis 

 

 

1. Resumo 

 

 O gênero Phalaenopsis, recentemente, tornou-se a orquídea de maior valor 

econômico na floricultura mundial, devido à alta durabilidade e grande diversidade de 

cores de suas flores. A propagação clonal in vitro de híbridos de Phalaenopsis é 

aquela de maior interesse na cultura, porém é dificultada pelo hábito de crescimento 

monopodial. Nesse sentido, as inflorescências são uma alternativa a produção de 

mudas clonais. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a propagação de dois 

híbridos comerciais de Phalaenopsis sob o efeito de tipos e concentrações de 

Benziladenina (BA) e Ácido giberélico (GA3) utilizando como explantes segmentos de 

inflorescência in vitro. Inflorescências jovens com 10-15 cm de comprimento foram 

submetidas a assepsia e na sequência os segmentos nodais contendo uma gema 

lateral cada foram inoculados em meio de cultura New Dogashima Medium com 

adição dos reguladores: T1, sem reguladores vegetais; T2, 0,1 mg L-1 de ácido 

naftalenoacético (ANA), 1,0 mg L-1 de 6-benziladenina (BA) e 1,5 mg L-1 de ácido 

giberélico (GA3); T3, 0,1 mg L-1 de ANA + 0,1 mg L-1 de BA e 1,5 mg L-1 de GA3; T4, 

0,1 mg L-1 de ANA + 1,0 mg L-1 de BA e 0,15 mg L-1 de GA3. Os segmentos nodais 

foram repicados a cada 60 dias. Os resultados obtidos demonstraram que o 

tratamento 2, contendo 0,1 mg L-1 de ANA, 1,0 mg L-1 de BA e 1,5 mg L-1 de GA3 foi 

aquele que demonstrou maior porcentagem de segmentos de inflorescência vivos 
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(71,48%) e número de brotações (1,68 brotações/segmento inoculado). A 

contaminação dos segmentos de inflorescência por leveduras foi a principal 

dificuldade identificada para a propagação clonal de Phalaenopsis. 

 

2. Introdução 

 

 O gênero Phalaenopsis (Orchidaceae) é originário do sudeste asiático e se destaca 

comercialmente (LEE, 2011) devido às características de suas flores. Normalmente, 

suas hastes florais apresentam grande quantidade de flores, diversidade de cores e 

alta durabilidade. Além disso, seus híbridos são conhecidos pela precocidade de 

floração (MINAMIGUCHI; MACHADO NETO, 2007), sendo que este conjunto de 

características faz com que as plantas desse gênero sejam muito procuradas pelos 

produtores de plantas de vaso. 

 Dentre os principais problemas da cultura de Phalaenopsis no Brasil estão a 

necessidade de climatização das casas de vegetação visando a floração o ano todo e 

a grande importação de mudas, provenientes de países como a Holanda, que 

encarecem o cultivo da espécie.  

 A produção de mudas pode ser considerada como uma das principais etapas no 

cultivo de algumas culturas, principalmente para plantas ornamentais, onde há 

predomínio de plantas híbridas que servem como matrizes para clonagem in vitro, 

permitindo a uniformização de características de interesse dos produtores, como 

coloração, tamanho e forma das flores, época de floração, dentre outras (FUZITANI; 

NOMURA, 2004). 

 As plantas do gênero Phalaenopsis são atualmente as mais representativas do 

segmento de flores envasadas em volume de produção e comercialização na 

floricultura nacional (IBRAFLOR, 2016), requerendo grandes quantidades de mudas 

para atender o mercado. 

 Devido a esta constatação, os produtores nacionais atualmente são dependentes 

da importação de mudas principalmente de países como Holanda e Estados Unidos, 

o que causa um aumento nos custos de produção devido aos custos de importação e 

pagamento de royalties para as empresas (CARDOSO, 2013), além do fato de ficarem 

sujeitos às possíveis flutuações na taxa de câmbio das moedas estrangeiras. 
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 Considerando estes fatos, é imprescindível o desenvolvimento de tecnologias de 

propagação nacionais juntamente com o estabelecimento de programas de 

melhoramento genético (CARDOSO, 2013) visando atender a floricultura brasileira e 

contribuir para a autossuficiência deste setor de grande importância do agronegócio. 

 Um número limitado de autores examinaram o efeito do meio de cultura e 

reguladores de crescimento para propagação clonal de Phalaenopsis, sendo que os 

principais tipos de explantes utilizados foram segmentos de folhas jovens para induzir 

PLBs (TOKUHARA; MII, 1993; SINHA et al. 2007), mas na maioria dos casos, as 

folhas foram retiradas de plântulas de Phalaenopsis semeadas in vitro, o que dificulta 

o interesse comercial da propagação clonal.  

 A produção de brotos diretos a partir de segmentos de inflorescências também foi 

avaliada, mas também com poucos registros na literatura e de genótipos utilizados 

para este procedimento (KOSIR et al., 2004). O uso deste tipo de explante de híbridos 

de Phalaenopsis permitiu a produção de brotações regeneradas diretamente de 

gemas adventícias, sem calos, evitando variações genéticas e permitindo a produção 

de folhas in vitro para indução e regeneração de PLBs (BALILASHAKI et al., 2014). 

 Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes combinações dos 

reguladores vegetais, sendo esses: o ácido naftalenoacético (ANA), 6-benziladenina 

(BA) e ácido giberélico (GA3) na indução in vitro de brotações a partir de segmentos 

de inflorescências de dois híbridos com características comerciais de Phalaenopsis, e 

observar as principais dificuldades enfrentadas por este método de propagação. 

 

3. Materiais e Métodos 

 

3.1  Genótipos utilizados e condições de cultivo 

As cultivares utilizadas neste trabalho tratam-se de dois híbridos de Phalaenopsis 

que são provenientes de programa de melhoramento genético desenvolvido pelo Prof. 

Jean Carlos Cardoso (DBPVA/CCA-UFSCar), e foram denominados provisoriamente 

como ‘Ph501’ e ‘Ph908’. 

A cultivar ‘Ph501’ é caracterizada por apresentar flores brancas com labelo rosado. 

É comum nesta cultivar a ocorrência de hastes duplas que normalmente são 

ramificadas. Suas folhas são de cor verde escura em seu lado adaxial e em tom 

avermelhado na face abaxial da mesma (Figura 1A).  
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A cultivar ‘Ph908’ apresenta flores amarelas com pintas e labelo vermelhos.  

Normalmente há emissão de haste simples sem ramificações, porém em alguns casos 

é possível observar plantas com emissão de hastes duplas com 1 ou 2 ramificações. 

Suas folhas apresentam coloração verde escura tanto na face adaxial, como em sua 

face abaxial (Figura 1B). 

 

 

Figura 1: A- cultivar ‘Ph501’; B- cultivar ‘Ph908’. 

 

Todas as plantas utilizadas para coleta de material para os experimentos foram 

mantidas em casa de vegetação sob tela de sombreamento 65%, irrigados por 

aspersão (1,0 mm água/dia) e fertirrigados com fertilizante foliar Poly-Feed® (19% N, 

19% P2O5, 19% K2O, 1000 ppm Fe, 500 ppm Mn) na concentração de 1 g L-1 com 

frequência semanal, no Orquidário Monreale, localizado no município de Araras/SP. 

 

3.2  Efeito de reguladores vegetais no estabelecimento e multiplicação in vitro de 

segmentos de inflorescência de híbridos de Phalaenopsis. 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos e Fisiologia 

Vegetal do Departamento de Biotecnologia, Produção Vegetal e Animal da 

Universidade Federal de São Carlos, campus Araras, SP. Foram utilizados explantes 

de dois genótipos de Phalaenopsis híbridos (Ph501 e Ph908).  
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Neste experimento, foram avaliados os efeitos dos reguladores vegetais ácido 

naftalenoacético (ANA), ácido giberélico (GA3) e 6-benziladenina (BA) na indução e 

tipo de brotações de segmentos de inflorescências de Phalaenopsis. 

Para tanto foram coletadas hastes florais em início de desenvolvimento com 10 – 

15 cm de comprimento (Figura 2A) e divididas em segmentos de aproximadamente 

1,5 cm contendo uma gema lateral (Figura 2B).  Estes segmentos foram submetidos 

à assepsia seguindo protocolo de desinfestação desenvolvido anteriormente no 

Laboratório de Cultura de Tecidos e Fisiologia Vegetal (DBPVA – UFSCar). 

Inicialmente foram imersos em álcool 70% por dois minutos, após em hipoclorito de 

sódio (água sanitária Candura®, 2,0 – 2,5% de cloro ativo) por 20 minutos, sendo 

novamente passados em álcool 70% por 1 minuto seguido de lavagem por três vezes 

em água deionizada autoclavada. 

 

 

Figura 2: Coleta de hastes florais e etapas do processo de assepsia e inoculação dos 

explantes. A- Hastes florais em tamanho médio de 10-15 cm coletadas; B- hastes 

florais segmentadas em explantes de aproximadamente 1,5 cm contendo uma gema; 

C- retirada de partes oxidadas do explante após processo de assepsia; D- explantes 

inoculados em frasco contendo meio de cultura. Barra = 1 cm. 
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 Após a assepsia foram retiradas as partes oxidadas localizadas nas 

extremidades dos segmentos de inflorescência utilizados e realizada a exposição da 

gema, pela retirada da bráctea que a reveste (Figura 2C). Posteriormente, os 

segmentos foram introduzidos em frascos de 250 ml (Figura 2D) contendo meio NDM 

(TOKUHARA; MII, 1993) suplementado com 20 g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de inositol 

e os reguladores vegetais 6-benziladenina (BA), ácido giberélico (GA3) e ácido 

naftalenoacético (ANA) como descrito a seguir: T1: sem reguladores de crescimento; 

T2: 1,0 mg L-1 BA, 1,5 mg L-1 GA3 e 0,1 mg L-1 ANA; T3: 0,1 mg L-1 BA, 1.5 mg L-1 GA3 

e 0.1 mg L-1 ANA; e T4: 1,0 mg L-1 BA, 0.15 mg L-1 GA3 e 0,1 mg L-1 ANA. Essas 

combinações de tratamentos basearam-se em protocolos previamente estabelecidos 

e desenvolvidos em nossas condições laboratoriais (dados não publicados). 

 O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,7 ± 0,05, solidificado com 7,0 

g L-1 de ágar e autoclavado a 120ºC, 1kgf/cm², por 20 minutos. Os segmentos de 

inflorescências foram repicados a cada 60 dias mantendo os mesmos tratamentos em 

cada um dos meios de cultura seguindo o mesmo procedimento feito inicialmente, a 

exceção do processo de assepsia já que os explantes já estavam em cultivo in vitro.  

Todos os frascos foram mantidos em sala de crescimento submetidos a luz branca 

fria com densidade de fluxo de fótons de 35-40 µmol m-2 s-1, fotoperíodo de 14 horas 

e temperatura de 25 °C ± 2 °C. 

As avaliações foram divididas em: 1) fase de estabelecimento (avaliação feita 60 

dias após a introdução de segmentos provenientes de hastes florais coletadas de 

plantas em condições de campo) e; 2) fase de multiplicação, onde foram realizados 

mais 3 subcultivos para fins de coleta dos dados. Para o estabelecimento foi 

contabilizada a porcentagem de contaminação, porcentagem de segmentos de 

inflorescência vivos, a taxa de multiplicação (número de brotações obtidas/segmento 

inoculado) e o tipo de regeneração, se através da indução de nova inflorescência ou 

através de brotações vegetativas. 

Para as fases de multiplicação foram feitas as avaliações de porcentagem de 

segmentos de inflorescência vivos e a taxa de multiplicação (número de segmentos 

ou brotações obtidas/ segmento inoculado). 

O experimento foi conduzido no esquema fatorial 2 (genótipos) x 4 (meios de 

cultura) com 7 repetições na fase de estabelecimento e 11 repetições nas fases de 

multiplicação, sendo cada repetição composta por 1 frasco contendo 4 segmentos de 

inflorescência. 
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Todos os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância ANOVA e 

em seguida os tratamentos foram comparados pelo teste de comparação de médias 

de Tukey a 5% de probabilidade. Para tais análises foi utilizado o software Assistat 

7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2006). Dados em porcentagem foram transformados pela 

equação arcsen√x+1 (SANTANA; RANAL, 2000) antes de serem analisados. 

 

3.3   Enraizamento e aclimatização de plantas 

 

 As plantas obtidas no processo de estabelecimento e multiplicação (tópico 3.1) 

após o último subcultivo, foram submetidas ao processo de enraizamento in vitro. Para 

isso, foram introduzidas em frascos de 500 ml contendo meio MS modificado 

suplementado com 20 g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de inositol, 25 ml L-1 de água de 

coco, 1 g L-1 de carvão ativado, solidificado com 2,4 g L-1 de Gelrite e pH ajustado 

para 5,7 ± 0,05. Após foram mantidas em sala de crescimento submetidas a luz branca 

fria com densidade de fluxo de fótons de 35-40 µmol m-2 s-1, fotoperíodo de 14 horas 

e temperatura de 25 °C ± 2 °C por mais 60 dias. 

 Após esse período as plantas foram levadas para a fase de aclimatização. As 

mesmas foram retiradas dos frascos, lavadas em água corrente, plantadas em 

bandejas plásticas de 50 células e transferidas para casa de vegetação sob tela de 

sombreamento 65%, irrigados por aspersão (1,0 mm água/dia). 

 Visando avaliar o substrato ideal a ser utilizado na aclimatização dessas plantas, 

as mesmas foram plantadas em três substratos diferentes, sendo eles: pó de coco, 

esfagno e vermiculita. Para isso, avaliaram-se a massa fresca, o número de folhas e 

de raízes nas plantas passadas da condição in vitro para a ex vitro (dia zero). Após 

60 dias de cultivo, as plantas foram retiradas dos substratos e novamente realizou-se 

a avaliação dos mesmos parâmetros, visando observar os ganhos obtidos neste 

período em cada um dos substratos utilizados. 

  O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com três 

tratamentos (substratos) e 10 repetições (plantas). Os resultados obtidos foram 

submetidos a análise de variância ANOVA e em seguida os tratamentos foram 

comparados pelo teste de comparação de médias de Tukey a 5% de probabilidade. 

Para tais análises foi utilizado o software Agroestat (BARBOSA; MALDONADO 

JUNIOR, 2011). 
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4. Resultados e Discussão 

 

  4.1  Efeito de reguladores vegetais no estabelecimento e multiplicação in vitro 

de segmentos de inflorescência de híbridos de Phalaenopsis. 

 

 Foi possível com sucesso o estabelecimento in vitro dos segmentos de 

inflorescências jovens dos dois genótipos de Phalaenopsis. A principal limitação nessa 

fase foi a alta taxa de contaminação (32 % dos segmentos contaminados) ocasionado 

pelo desenvolvimento de uma levedura com colônia de coloração branco-leitosa, no 

qual essa mesma contaminação persistiu mesmo após alguns subcultivos dos 

segmentos com brotações e repicados em novo meio de cultura. 

Foram observados dois tipos de órgãos gerados da brotação das gemas axilares 

presentes nas inflorescências, um tipo com desenvolvimento vegetativo e formação 

direta de brotações adventícias (Figura 3A) e outra através de indução de nova haste 

floral (Figura 3B). Considerando isto, foi realizada uma avaliação da forma de 

regeneração através da porcentagem de segmentos de inflorescência regenerados 

pela indução de nova inflorescência ou através de brotações vegetativas.  

 

 

Figura 3: Tipos de brotação provenientes de segmentos de haste floral. A- 

desenvolvimento vegetativo com formação direta de brotações; B- indução de nova 

haste floral. 
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 Na etapa de estabelecimento in vitro dos segmentos florais de Phalaenopsis, onde 

houve a introdução de segmentos de hastes florais após o processo de assepsia, 

observou-se que a cultivar ‘Ph501’ mostrou maior taxa de multiplicação (50% a mais) 

e porcentagem de segmentos vivos (72% a mais) que a cultivar ‘Ph908’. As diferentes 

cultivares também demonstraram grande variação no tipo de desenvolvimento a partir 

da gema axilar, sendo a porcentagem de segmentos de inflorescência com emissão 

de nova haste floral próxima de 75% na cultivar ‘Ph501’ comparado e apenas 14,5% 

na cv. ‘Ph908’ (Tabela 1). 

 

Tabela 1: ANOVA e teste de médias para porcentagem de segmentos de 

inflorescência vivos, porcentagem de brotações em haste floral e vegetativa, e taxa 

de multiplicação, no estabelecimento in vitro de gemas provenientes de hastes florais 

de duas cultivares de Phalaenopsis. 

Genótipo Porcentagem de 

segmentos vivos 

 Porcentagem brotações  Taxa de 

multiplicação   Haste floral Vegetativa  

‘Ph501’ 76,78 a  75,14 a 24,86 b  1,81 a 

‘Ph908’ 44,63 b  14,53 b 85,47 a  1,21 b 

Meio de cultura 
 

 
 

  
 

Sem reguladores 44,64 b  42,21 a 57,79 a  0,98 b 

BA 1,0; GA3 1,5; ANA 0,1 
67,83 ab  55,35 a 44,65 a  2,12 a 

BA 0,1; GA3 1,5; ANA 0,1 51,78 ab  37,21 a 62,79 a  1,01 b 

BA 1,0; GA3 0,15; ANA 0,1 78,56 a  44,57 a 55,43 a  1,92 a 

F1: Genótipo 20,18 **  73,96 ** 74,67 **  10,75 ** 

F2: Meio de cultura 4,36 **  1,23 ns 1,23 ns  10,76 ** 

Interação F1 x F2 1,04 ns  0,35 ns 0,36 ns  1,53 ns 

Tratamentos 5,20 **  11,24 ** 11,35 **  6,80 ** 

CV (%) 37,06  47,5 39,35  45,1 

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. ** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0.01).  

 
 Essas diferenças associadas ao tipo de brotação obtida dos segmentos de 

inflorescências deve-se a uma característica das diferentes cultivares de 

Phalaenopsis, sendo os mesmos classificados comercialmente de acordo com o tipo 

de haste, havendo cultivares com duas ou mais inflorescências por planta e cultivares 
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de hastes ramificadas, no qual as inflorescências emitidas apresentam ramificações 

no terço médio das inflorescências, o que pode ser observado na cv. ‘Ph501’ (Figura 

4A), e cultivares de haste única simples, com uma única inflorescência por planta que 

não ou raramente apresenta ramificações, como em ‘Ph908’ (Figura 4B). 

 Nessa direção, e considerando os trabalhos que demonstram o efeito do ácido 

giberélico no florescimento de Phalaenopsis (Cardoso et al. 2012A,B), era esperado 

que a adição de GA3 ao meio de cultura pudesse aumentar o número de segmentos 

de inflorescências com desenvolvimento de novas hastes, porém isso não ocorreu, 

sendo essa uma resposta da cultivar e independente da combinação de reguladores 

vegetais (Tabela 1).  

 A produção de hastes ramificadas em Phalaenopsis é uma característica genética 

de cada cultivar, sendo o processo de desenvolvimento das inflorescências, 

ramificadas ou simples, pré-determinados a partir do desenvolvimento inicial das 

inflorescências, característica similar as observadas para arquitetura de 

inflorescências de petúnias (SOUER et al., 1998) e legumes (BENLLOCH et al., 2015). 

Dessa forma, é possível concluir que o maior efeito na diferenciação do tipo de 

desenvolvimento das gemas axilares contidas nos segmentos de inflorescências 

inoculados in vitro são também genótipo-dependentes em orquídeas Phalaenopsis. 

 Essa característica de desenvolvimento de nova haste floral (Tipo B), contendo 

novas gemas (Figura 3), permitiu também um aumento significativo no número de 

brotações obtidas na cv. ‘Ph501’ em relação a cv. ‘Ph908’, pois ao invés de brotação 

vegetativas individuais comumente observadas em ‘Ph908’, foi possível gerar vários 

outros segmentos de inflorescências a partir do primeiramente inoculado no ‘Ph501’.  

 Outro fato interessante observado nas condições in vitro, é que a divisão nos tipos 

de desenvolvimento (A ou B) ocorreu somente na fase de estabelecimento in vitro, 

sendo que as repicagens subsequentes, somente geraram brotações tipo A, 

vegetativas (Tabela 2).  
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Figura 4: Diferenças fenotípicas de hastes florais entre as cultivares. A- Haste floral 

ramificada da cv. ‘Ph501’; B- Cultivar ‘Ph908’ com haste floral contendo apenas uma 

ramificação. 

 Os tipos e concentrações de reguladores vegetais influenciaram o percentual de 

explantes vivos e a taxa de multiplicação dos segmentos de inflorescências (Tabela 

1). O meio de cultura com BA a 1,0 mg L-1, juntamente com o Ácido Giberélico (GA3) 

a 0,15 mg L-1, resultou na melhor porcentagem de segmentos vivos (78,56%). Para a 

taxa de multiplicação, os melhores tratamentos observados foram quando manteve-

se 1,0 mg L-1 de BA, variando de 1,9 a 2,1 segmentos obtidos/ segmento de 

inflorescência introduzido.  

 Como esperado, a ausência de reguladores vegetais resultou nos piores resultados 

tanto pela baixa porcentagem de segmentos vivos como pela baixa taxa de 

multiplicação. 

 A alta porcentagem de segmentos de inflorescências contaminados (32% em 

média) explica a principal causa da mortalidade de segmentos de inflorescência no 

cultivo in vitro, bem como a redução na taxa de multiplicação, pois seriam também 

explantes capazes de gerar novas brotações. A contaminação ocasiona também a 

perda de tempo, de recursos financeiros e genéticos, além do risco de contaminação 
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de outros frascos presentes na mesma sala de crescimento (THOMAS; PRAKASH, 

2004; THOMAS et al., 2006). 

 Apesar da contaminação não ter sido capaz de causar a morte dos segmentos de 

inflorescência em alguns casos (Figura 5), é muito provável que a mesma tenha 

restringido o desenvolvimento do mesmo, visto que os microrganismos ali presentes 

competem com os segmentos de inflorescência por nutrientes e eventualmente 

podem produzir substâncias tóxicas ao tecido vegetal (SOUSA et al., 2007). 

 
Figura 5: Contaminação de segmentos de inflorescências provenientes de hastes 

florais por leveduras. 

 

 Embora não tenha sido possível a completa descontaminação dos segmentos de 

inflorescência, deve-se ressaltar que a prática de desinfestação utiliza compostos que, 

na maioria das vezes, reduz a capacidade de resposta dos explantes (ESPOSITO-

POLESI, 2011), sendo necessário obter o balanço entre o sucesso da técnica de 

desinfestação sem que haja grandes prejuízos ou efeito tóxicos desses produtos aos 

explantes. 

 Juntamente com a alta taxa de contaminação, outro fator que pode ter contribuído 

para a mortalidade dos segmentos cultivados in vitro é a alta taxa de oxidação fenólica, 
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observada pelo escurecimento do meio de cultura após cerca de 14 dias da introdução 

dos segmentos (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Escurecimento do meio de cultura devido à oxidação fenólica dos 

segmentos de inflorescência introduzidos em cultivo in vitro. 

 

 De fato, essa alta taxa de oxidação fenólica é uma característica já relatada no 

gênero Phalaenopsis que ocorre essencialmente quando há algum tipo de injúria em 

seus tecidos, como por exemplo durante os cortes dos segmentos. Quando liberados 

no meio de cultura esses compostos normalmente são tóxicos para o tecido vegetal, 

e podem acarretar a morte do mesmo (MINAMIGUCHI; MACHADO NETO, 2007), o 

que sem dúvida pode ter contribuído para a morte dos segmentos de inflorescência. 

 Diferente do que foi observado no momento do estabelecimento dos segmentos de 

inflorescência (Tabela 1), nas demais repicagens para a multiplicação in vitro não foi 

observado influência do tipo de cultivar para a porcentagem de segmentos vivos e 

taxa de multiplicação de brotações (Tabela 2).  
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 A manutenção das cultivares nas condições in vitro em meio de cultura contendo 

1,0 mg L-1 BA ;1,5 mg L-1 GA3 e 0,1 mg L-1 ANA, homogeneizou as respostas dos 

segmentos de inflorescências tanto em relação a sobrevivência in vitro, quanto a taxa 

de multiplicação (Tabela 2), diminuindo as diferenças genotípicas observadas na fase 

de estabelecimento. No cultivo in vitro, essa uniformidade de respostas entre 

genótipos é desejável, pois permite a utilização de um único meio de cultura para 

diferentes genótipos. 

 Na fase de multiplicação o meio de cultura 2 (1,0 mg L-1 BA; 1,5 mg L-1 GA3 e 0,1 

mg L-1 ANA) mostrou os melhores resultados, com média de 71,48% de segmentos 

de inflorescência vivos e taxa de multiplicação de 1,68 brotações/segmento 

introduzido, seguido pelo meio de cultura quatro com 64,7% de segmentos de 

inflorescência vivos e taxa de multiplicação de 1,31 brotações/ segmento introduzido. 

Nesses dois meios de cultura, o maior fator de influência foi a adição do BA a 1,0 mg 

L-1, o qual foi responsável pelo aumento no número de segmentos vivos, além de 

induzir e acelerar a emissão de novas brotações nos segmentos de inflorescências. 

Tabela 2: ANOVA e teste de médias para porcentagem de segmentos de 

inflorescência vivos (PSV) e taxa de multiplicação (TM) em três repicagens para 2 

cultivares de Phalaenopsis híbrido.  

 1° Repicagem  2° Repicagem  3° Repicagem  Média 

Genótipo PSV TM 
 

PSV TM 
 

PSV TM 
 

PSV TM 

Ph 501 52,72 b 1,27 a 
 

66,72 a 0,94 a 
 

66,37 a 1,32 a 
 

60,27 a 1,18 a 

Ph 908 59,40 a 1,18 a 
 

64,89 a 0,99 a 
 

64,79 a 1,01 b 
 

61,21 a 1,06 a 

Meio de cultura 
           

Sem reguladores 48,57 b 0,80 c 
 

53,50 c 0,50 d 
 

53,82 b 0,55 c 
 

50,97 c 0,61 c 

0,1 ANA; 1,0 BA; 1,5 GA3 64,74 a 1,69 a 
 

76,61 a 1,43 a 
 

78,61 a 1,93 a 
 

71,48 a 1,68 a 

0,1 ANA; 0,1 BA; 1,5 GA3 49,11 b 1,03 c 
 

63,37 bc 0,77 c 
 

59,86 b 0,79 c 
 

55,81 bc 0,86 c 

0,1 ANA; 1,0 BA; 0,15 GA3 61,81 a 1,37 b 
 

69,75 ab 1,17 b 
 

70,04 a 1,39 b 
 

64,70 ab 1,31 b 

F1: Genótipo 4,56 * 1,19 ns 
 

0,35 ns 0,79 ns 
 

0,45 ns 23,54 ** 
 

0,13 ns 1,72 ns 

F2: Meio de cultura 7,26 ** 21,12 ** 
 

10,36 ** 51,75 ** 
 

21,99 ** 89,02 ** 
 

12,39 ** 27,60 ** 

Int. F1 x F2 2,25 ns 0,92 ns 
 

0,27 ns 1,98 ns 
 

1,21 ns 2,66 ns 
 

1,07 ns 0,16 ns 

Tratamentos 4,73 ** 9,62 ** 
 

4,61 ** 23,14 ** 
 

10,01 ** 42,65 ** 
 

5,79 ** 12,14 ** 

CV (%) 26,14 32,41 
 

21,75 27,84 
 

16,72 26,28 
 

10,47 19,71 

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. ** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0.01).  

 As citocininas, como o BA, são caracterizadas por induzirem brotações a partir da 

quebra de dormência em gemas axilares (GEORGE; SHERRINGTON, 1984; 



33 

 

BHOJWANI; RAZDAN, 1996), além de estarem diretamente envolvidas na divisão 

celular in vitro (DELLO et al., 2007; JANA et al., 2013). A BA é a citocinina mais 

comumente usada na cultura de tecidos vegetais (ERIG; SCHUCH, 2006), sendo a 

mesma também eficiente na indução de brotações em segmentos de inflorescências 

em Phalaenopsis, produzindo novas inflorescências ou brotações vegetativas na fase 

de estabelecimento e brotações vegetativas na fase de multiplicação. 

 Além disso, outro fator observado é que a associação entre a citocinina BA e a 

giberelina GA3 no meio de cultura se mostrou benéfica, melhorando principalmente a 

taxa de multiplicação, com obtenção de maior número de brotações/segmento 

introduzido, (1,31 brotações/SI para 1,68 brotações/SI).  

 As giberelinas estão diretamente ligadas ao alongamento das células e estimulam 

o crescimento de órgãos já formados (REIS et al., 2008), além disso também são 

capazes de promover o aumento no número de brotações axilares (NIKOLIĆ et al., 

2010).  

 De fato, a combinação de BA com GA3 é relatada como capaz de induzir brotações 

mais rápidas além de aumentar o número médio de brotações dos explantes de gemas 

axilares em Guizotia abyssinica (BAGHEL; BANSAL, 2014). 

 

 

  4.2  Enraizamento e aclimatização de plantas 

 

 Conforme observado (Tabela 3), foi possível a aclimatização nos três substratos 

avaliados, sendo que a sobrevivência das plântulas foi de 100% em todos eles. Com 

base nos resultados obtidos, o uso de vermiculita ou esfagno para a aclimatização de 

plântulas de Phalaenopsis propagadas in vitro foram os que demonstraram os 

melhores resultados. Destaca-se principalmente o ganho de 1,9 raízes/planta quando 

as plântulas são cultivadas em vermiculita, superior aos demais substratos que 

proporcionaram o aumento de apenas 0,9 e 0,7 raízes/planta em esfagno e pó de 

coco, respectivamente (Figura 7).  

 De forma similar, o aumento no número de folhas e de massa fresca também foi 

superior em vermiculita e esfagno, quando comparados ao pó de coco.  

 



34 

 

Tabela 3: Médias referentes a diferença entre avaliação final (60 dias após o 

transplantio) e inicial do número de folhas, de raízes e massa fresca (g) de plantas de 

Phalaenopsis. 

 Número Massa 

Tratamentos Folhas Raízes Fresca (g) 

Vermiculita 0,50 a 1,90 a 1,75 a 

Esfagno 0,3 ab 0,90 b 1,33 ab 

Pó de coco 0,2 b 0,70 b 0,97 b 

CV (%) 75,27 61,5 42,83 

F 3,71 * 8,03 * 4,52 * 
As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. * significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0.01).  

 

 A recomendação de substratos para a aclimatização de orquídeas é resultado de 

bastante controvérsias, pois depende da origem do material, da granulometria, do seu 

armazenamento e da condição fitossanitária do produto. Dessa forma, diferentes 

autores relatam vantagens e desvantagens de determinados produtos em relação a 

outros. 

 Venturieri e Arbieto (2011) na aclimatização de P. amabilis concluem que o uso de 

esfagno na aclimatização é o mais indicado quando comparado à fibra de coco, xaxim 

ou vermiculita. Dados semelhante foram observados por Sousa et al. (2015) na 

aclimatização de Brassavola tuberculata sendo o esfagno indicado como melhor em 

sobrevivência e crescimento inicial das plantas quando comparado com a fibra de 

coco. Já para Colombo et al. (2005), o pó de coco apresentou melhores resultados 

comparado ao esfagno, para a massa fresca e sobrevivência de plantas na 

aclimatização de híbrido de Cattleya. 

 De fato, os resultados observados no presente trabalho e nos diversos autores 

citados apresentam grande variação, o que provavelmente se deve ao sistema de 

cultivo empregado em cada situação como condições ambientais de cada região de 

cultivo, tipo e frequência de irrigação, entre outros, além da espécie de orquídea a ser 

aclimatizada. 
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Figura 7: Plântulas de Phalaenopsis após 60 dias de aclimatização nos substratos: 

A- vermiculita; B- esfagno; C- pó de coco. 
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5. Conclusões 

 

1. Conclui-se que, o BA a 1,0 mg L-1 foi o principal regulador responsável pela 

indução de brotações em segmentos de inflorescência de Phalaenopsis, sendo 

que a adição de GA3 associado ao BA foi benéfica. 

2. A contaminação dos segmentos de inflorescência por leveduras e a oxidação 

fenólica foram os principais problemas encontrados no cultivo in vitro de 

Phalaenopsis através de segmentos de inflorescências.  

3. A cultivar utilizada apresenta efeito direto na taxa de multiplicação, causada 

principalmente pelo tipo e morfologia do florescimento, sendo que a cultivar 

‘Ph501’ mostrou melhores resultados. 

4. Considerando as condições de cultivo utilizadas neste trabalho, indica-se o uso 

de vermiculita ou esfagno para a aclimatização das plântulas obtidas após a 

fase de enraizamento in vitro. 
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CAPÍTULO 2.  EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA DE SEGMENTOS FOLIARES DE 

CULTIVARES HÍBRIDAS DE PHALAENOPSIS 

 

1. Resumo 

 

Dentre os mais de 700 gêneros pertencentes a família Orchidaceae o gênero 

Phalaenopsis é destaque na floricultura brasileira, sendo atualmente o líder em 

volume de produção, principalmente devido às características para o mercado 

consumidor, como a diversidade de cores e durabilidade de suas flores. A obtenção 

de mudas nacionais de boa qualidade e preço competitivo tem sido dificultada devido 

à ausência de protocolos eficientes de propagação clonal, necessitando a importação 

de mudas para suprir o mercado interno. Com base nisso, o objetivo deste trabalho 

foi desenvolver um protocolo para indução e regeneração de PLBs em segmentos 

foliares de Phalaenopsis. Para tanto, foram avaliados os efeitos de diferentes fatores 

que afetam a embriogênese somática em Phalaenopsis, sendo os principais o 

genótipo, o tipo e concentração de reguladores vegetais, meios de cultura (Meio MS 

½ e NDM), tipos de segmentos foliares (em condições de casa de vegetação ou em 

condição in vitro), densidade de segmentos foliares, tipo de corte e período de 

subcultivo dos segmentos. Os melhores resultados foram obtidos através do uso de 

segmentos foliares cultivados in vitro segmentados em ‘Thin Cell Layer’, coletados 

após 20 dias de subcultivo, em meio suplementado com os reguladores vegetais BA 

e TDZ na concentração de 1,5 mg L-1 cada (até 41 % de segmentos em regeneração 

e 5,3 PLBs/ segmento). Não foram obtidos PLBs provenientes de segmentos foliares 

de plantas adultas ex vitro. A utilização de dois passos, um com a inoculação de 
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segmentos de inflorescências in vitro (Capítulo 1), seguido de coleta de folhas de 

plantas obtidas in vitro, foi condição necessária para obtenção de PLBs. A cultivar 

‘Ph501’ apresentou maior recalcitrância para a regeneração de PLBs quando 

comparado à ‘Ph908’, o que comprova a influência do fator genótipo na indução e 

regeneração de embriões. Os diferentes meios de cultura utilizados mostraram pouca 

influência sobre a indução de PLBs. 

 

 

2. Introdução 

 

As espécies da família Orchidaceae tem grande importância para a horticultura 

mundial, sendo comumente produzidas como flores envasadas ou de corte, fato que 

se dá principalmente pela grande variedade de formas e cores de suas espécies e 

híbridos (KHODDAMZADEH et al., 2011). Dentre os diversos gêneros desta família, 

os Phalaenopsis, conhecidos também como orquídea mariposa (AOS, 2016) tem 

obtido destaque devido a sua precocidade de florescimento e grande durabilidade de 

suas flores.  

Considerando o constante crescimento da floricultura nacional e a importância das 

orquídeas do gênero Phalaenopsis neste setor, se torna fundamental o 

desenvolvimento de um protocolo eficiente para a produção de mudas, uma vez que 

este se trata de um dos principais entraves para os produtores nacionais, que são 

atualmente dependentes da importação de mudas de países da Europa.  

Além do alto custo para os produtores devido a necessidade de importação das 

mudas, a técnica atual de propagação clonal de híbridos de Phalaenopsis através de 

brotações de gemas axilares presentes em segmentos de inflorescências, apresenta 

como principais problemas sua baixa eficiência de multiplicação, o que resulta em 

maior custo de produção (CHEN, 2016), além de não garantir a eliminação de 

possíveis doenças contidas na matriz doadora de explantes, o que é possível através 

da embriogênese somática (GOUSSARD et al., 1991; QUAINOO et al., 2008; 

GAMBINO et al., 2009; NKAA et al., 2013).  

 A embriogênese somática consiste numa técnica de micropropagação em que 

células somáticas passam por diversos estádios embriogênicos até originarem uma 

planta, sem que haja a fusão de gametas (GUERRA et al., 1999). Quando a 

embriogênese ocorre por via direta, observa-se no explante de origem a formação de 
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estruturas globulares inicialmente brancas e translúcidas (ULISSES et al., 2016) que 

ao serem cultivadas na presença de luz adquirem a coloração verde. Já quando a 

embriogênese ocorre de forma indireta, observa-se a formação de calos anteriormente 

a formação de tais estruturas globulares (GUERRA et al., 1999).  

 Em orquídeas, essa estrutura globular é denominada PLB (protocorm like bodies) 

devido a sua semelhança com os protocormos formados na germinação de sementes 

comum a essa família de plantas. 

 Protocolos como o de Khoddamzadeh et al. (2011) e Chen e Chang (2006) 

comprovam a possibilidade do uso da embriogênese somática com a produção de 

PLBs em Phalaenopsis belina e P. amabilis, utilizando como explantes segmentos 

foliares de plantas germinadas in vitro.  

 Porém, considerando a necessidade de produção de plantas de origem clonal, em 

especial de plantas híbridas com características horticulturais e ornamentais de 

grande aceitação no competitivo mercado de flores, e o efeito direto do genótipo na 

embriogênese somática (MOLINA et al., 2002; SLESAK et al., 2013; NARANJO et al., 

2016), são necessários estudos que comprovem que a embriogênese somática ou 

indução de PLBs seja uma alternativa viável visando a produção de grande 

quantidade de mudas pela via clonal.  

 A obtenção de um protocolo eficiente de propagação clonal de Phalaenopsis 

poderia ainda reduzir a importação de mudas e o pagamento de royalties, em especial 

para produtores alocados em países com pouco desenvolvimento dessa tecnologia, 

como no Brasil (CARDOSO, 2013). 

 Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo para a 

produção de PLBs e regeneração em plântulas de cultivares de Phalaenopsis, 

avaliando-se os fatores: efeito da cultivar, do tipo, idade e densidade de explantes, de 

reguladores vegetais e solução salina de meios de cultura.  

 
3. Materiais e Métodos 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Fisiologia Vegetal e Cultura 

de Tecidos do Departamento de Biotecnologia e Produção Vegetal e Animal da 

Universidade Federal de São Carlos, campus Araras, SP. 
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Os experimentos foram divididos em duas partes pelo tipo de explante utilizado. 

Em um grupo de experimentos utilizaram-se explantes foliares jovens provenientes 

diretamente de plantas adultas em fase vegetativa cultivadas em casa de vegetação, 

os quais foram inoculados in vitro. No outro grupo de experimentos, os segmentos 

foliares foram obtidos de plantas obtidas in vitro pela brotação de segmentos de 

inflorescências, de forma idêntica ao realizado no capítulo 1. 

A descrição das cultivares utilizadas para coleta dos explantes encontra-se no 

tópico 3.1 do capítulo anterior.  

 Vale ressaltar que todas as plântulas resultantes dos experimentos deste capítulo 

foram submetidas ao processo de enraizamento in vitro. Para isso, foram introduzidas 

em frascos de 500 ml contendo meio MS modificado suplementado com 20 g L-1 de 

sacarose, 0,1 g L-1 de inositol, 25 ml L-1 de água de coco, 1 g L-1 de carvão ativado, 

solidificado com 2,4 g L-1 de Gelrite e pH ajustado para 5,7 ± 0,05. Após foram 

mantidas em sala de crescimento submetidas a luz branca fria com densidade de fluxo 

de fótons de 35-40 µmol m-2 s-1, fotoperíodo de 14 horas e temperatura de 25 °C ± 2 

°C por mais 60 dias. 

 Após esse período as plantas foram levadas para a fase de aclimatização. As 

mesmas foram retiradas dos frascos, lavadas em água corrente, plantadas em 

bandejas plásticas de 50 células e transferidas para casa de vegetação sob tela de 

sombreamento 65%, irrigados por aspersão (1,0 mm água/dia), seguindo as mesmas 

diretrizes utilizadas para as plântulas obtidas no capítulo anterior. 

 

 

3.1 Estabelecimento in vitro de segmentos foliares de cultivares híbridas de 

Phalaenopsis 

 

Foram coletadas folhas jovens medindo entre 5,0 e 8,0 cm de comprimento 

provenientes de plantas adultas, obtidas de clonagem in vitro, e mantidas em 

condições de casa de vegetação. Foram avaliados diferentes tipos de assepsia com 

álcool 70% e hipoclorito de sódio (2,0-2,5% de cloro ativo). Os tratamentos utilizados 

foram os seguintes: assepsia em álcool 70% por 1 minuto seguido de 20 minutos em 

hipoclorito nas concentrações 60% (T1), 50% (T2) e 40% (T3) do produto comercial 

(água sanitária Candura®, São Paulo/SP).  
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Após a assepsia, os tecidos foram lavados por três vezes consecutivas em água 

deionizada e autoclavada, seguido da retirada da nervura foliar central e as bordas 

laterais da folha, segmentando o limbo foliar em quadrados de aproximadamente 1,0 

x 1,0 cm (1,0 cm²). Estes segmentos foram inoculados em frasco de vidro de 250 ml 

contendo 30 ml de meio de cultura New Dogashima Medium (NDM) (TOKUHARA; MII, 

1993) suplementado com 20 g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de inositol, 1,0 mg L-1 de 

ácido naftalenoacético (ANA) e 0,25 mg L-1 de thidiazuron (TDZ). O pH foi ajustado 

para 5,7 e o meio solidificado com 6,4 g L-1 de ágar. 

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento e acondicionados em câmara 

escura por 60 dias a fim de induzir a embriogênese somática, de acordo com 

metodologia descrita por Gow et al. (2009). Após, os frascos contendo os segmentos 

foliares foram transferidos para iluminação artificial de intensidade aproximada de 

3000 lux, fotoperíodo de 14 horas e temperatura controlada em 25 °C ± 2° C por mais 

60 dias e ao final desse período foram avaliadas a porcentagem de contaminação, 

porcentagem de segmentos foliares verdes e porcentagem de segmentos foliares com 

sinais de regeneração e/ou com calos embriogênicos ou embriões formados. 

O experimento foi conduzido no esquema fatorial 2 (cultivares) x 3 (concentração 

de hipoclorito de sódio na assepsia) com cinco repetições (frascos), sendo cada 

repetição composta por um frasco contendo quatro segmentos foliares. 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância e em seguida os 

tratamentos foram comparados pelo teste de comparação de médias de Tukey a 5% 

de probabilidade. Para tais análises foi utilizado o software Assistat 7.7 beta (SILVA; 

AZEVEDO, 2006). Dados em porcentagem foram transformados pela equação 

arcsen√x+1 (SANTANA; RANAL, 2000) antes de serem analisados. 

 

3.2 Solução salina e tipos e concentrações de reguladores vegetais na indução de 

PLBs em segmentos foliares de cultivares de Phalaenopsis 

 

Para esta etapa foram utilizados dois tipos de explantes, ambos obtidos de folhas 

jovens de Phalaenopsis, das cultivares ‘Ph501’ e ‘Ph908’. Um deles proveniente de 

folhas jovens medindo entre 5,0 e 8,0 cm coletadas de plantas adultas em condições 

de casa de vegetação. Estas folhas foram submetidas a processo de assepsia em 

álcool 70% por 1 minuto seguido de 20 minutos em hipoclorito de sódio (água sanitária 

Candura®, 2,0 - 2,5% cloro ativo) 60% e após, foram lavados por três vezes 
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consecutivas em água deionizada e autoclavada, seguido da retirada da nervura foliar 

central e as bordas laterais da folha, segmentando o limbo foliar em quadrados de 

aproximadamente 1,0 cm². 

 O outro tipo de explante foi proveniente de folhas jovens de brotações  de hastes 

florais cultivadas in vitro por 60 dias em meio NDM acrescido de 20 g L-1 de sacarose, 

7,0 g L-1 de ágar, 0,1 mg L-1 de inositol, 0,1 mg L-1 de ANA, 1,0 mg L-1 de BA, 1,5 mg 

L-1 de GA3 e pH ajustado para 5,7. Estas folhas foram seccionadas em quadrados de 

aproximadamente 0,5 cm², sendo usados estes segmentos como explante.  

Os tratamentos foram: 

- Tratamento 1: Meio de cultura NDM (TOKUHARA; MII, 1993) e 3,0 mg L-1 de 6-

benzilamdenina (BA); 

- Tratamento 2: Meio de cultura NDM e 3,0 mg L-1 de Thidiazuron (TDZ); 

- Tratamento 3: Meio de cultura NDM, 1,5 mg L-1 de BA e 1,5 mg L-1 de TDZ.  

- Tratamento 4: Meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com a 

concentração de macro e micronutrientes reduzidos à metade (MS ½) e 3,0 mg L-1 de 

BA (GOW et al., 2008); 

- Tratamento 5: Meio de cultura MS ½ e 3,0 mg L-1 de TDZ (CHEN; CHANG, 2006; 

KHODDAMZADEH, 2011); 

- Tratamento 6: Meio de cultura MS ½  e 1,5 mg L-1 de BA e 1,5 mg L-1 de TDZ. 

 Todos os tratamentos foram suplementados com 20 g L-1 de sacarose e 0,1 g L-1 

de inositol, pH ajustado para 5,6 e solidificados com 6,4 g L-1 de ágar. 

 Cada tratamento foi composto por cinco repetições (frascos), sendo que cada 

frasco continha quatro segmentos foliares. Os frascos foram acondicionados por 60 

dias em câmara escura (GOW et al., 2009) e, após isso, foram passados para 

iluminação artificial de intensidade aproximada de 3000 lux, fotoperíodo de 14 horas 

e temperatura controlada em 25 °C ± 2° C por mais 30 dias, sendo posteriormente 

avaliados em porcentagem de segmentos foliares verdes, porcentagem de segmentos 

foliares contendo PLBs e número de embriões somáticos e plântulas obtidos por 

segmento foliar (multiplicação). 
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 3.3 Influência da quantidade de segmentos foliares por frasco na regeneração 

somática de segmentos foliares in vitro de Phalaenopsis 

 

 Para esta etapa utilizou-se folhas jovens da cultivar ‘Ph908’ provenientes de 

brotações de segmentos de inflorescências cultivadas in vitro por 60 dias em meio 

NDM acrescido de 20 g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de inositol, 0,1 mg L-1 de ANA, 1,0 

mg L-1 de BA, 1,5 mg L-1 de GA3, solidificado com 7,0 g L-1 de ágar e pH ajustado para 

5,7, conforme resultados obtidos no capítulo 1.  

 As folhas foram seccionadas em aproximadamente 0,5 cm² e então utilizadas como 

explantes, dispostas com a face abaxial em contato com o meio de cultura, em frascos 

de 250 ml contendo 30 mL de meio NDM (TOKUHARA; MII, 1993) acrescido de 0,1 g 

L-1 de inositol, 20 g L-1 de sacarose, 6,0 g L-1 de ágar, 3 mg L-1 de thidiazuron (TDZ) e 

pH ajustado para 5,6. 

 As quantidades de segmentos foliares avaliados foram 6 (Tratamento 1), 9 

(Tratamento 2) e 12 segmentos foliares/frasco (Tratamento 3). 

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento em condições de escuro 

por 60 dias e após foram passados para iluminação artificial composta por lâmpadas 

fluorescentes brancas com intensidade luminosa de aproximadamente 3000 lux, 

fotoperíodo de 14 horas e temperatura controlada em 25 °C ± 2° C por mais 30 dias. 

Noventa dias após o cultivo in vitro foram avaliados a porcentagem de segmentos 

foliares verdes e contendo PLBs, e o número de embriões formados por segmento 

foliar (taxa de multiplicação). 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância e em seguida os 

tratamentos foram comparados pelo teste de comparação de médias de Tukey a 5% 

de probabilidade. Para as análises foi utilizado o software Assistat 7.7 beta (SILVA; 

AZEVEDO, 2006). Dados em porcentagem foram transformados pela equação 

arcsen√x+1 (SANTANA; RANAL, 2000) antes de serem analisados. 

 

 3.4 Tipos de corte e combinações de reguladores vegetais na indução de PLBs em 

segmentos foliares de Phalaenopsis 

 Neste experimento utilizou-se folhas jovens da cultivar ‘Ph501’ provenientes de 

brotações de segmentos de inflorescências cultivadas in vitro em meio NDM acrescido 

de 20 g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de inositol, 0,1 mg L-1 de ANA, 1,0 mg L-1 de BA, 1,5 
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mg L-1 de GA3, solidificado com 7,0 g L-1 de ágar e pH ajustado para 5,7, conforme 

resultados obtidos no Capítulo 1. As folhas foram coletadas das brotações obtidas, 60 

dias após a inoculação. 

 As folhas excisadas das plantas in vitro, foram então segmentadas de três 

diferentes formas, sendo: segmentos foliares com formato quadrado (1,0 x 1,0 cm) de 

1 cm² e provenientes da região central das porções proximais e distais da folha após 

a retirada da nervura central e das bordas (Figura 1A); folhas segmentadas pela 

técnica de ‘Thin Cell Layer’ (TCL) (segmentos de 1-3 mm de espessura excisados no 

sentido longitudinal da folha) (Figura 1B); ou folhas inteiras com aproximadamente 1,5 

cm e com corte transversal na região proximal (Figura 1C). 

 

Figura 1: Tipos de corte realizados nas folhas para indução de PLBs. A- cortes de 1 

cm² ; B- folhas segmentadas pela técnica de ‘Thin Cell Layer’ em sentido longitudinal 

; C- folha inteira com corte transversal na região proximal. 

 Também, nesse experimento, foram avaliadas combinações dos reguladores 

vegetais. Os tratamentos foram: 1,0 mg L-1 de ANA e 0,25 mg L-1 de TDZ; 1,5 mg L-1 

de BA e 1,5 mg L-1 de TDZ e; 3,0 mg L-1 de TDZ. 

 Utilizou-se o meio NDM suplementado com 20 g L-1 de sacarose e 0,1 g L-1 de 

inositol, pH ajustado para 5,5 e solidificados com 6,4 g L-1 de ágar para todos os 

tratamentos. 

 O experimento foi conduzido em fatorial 3 x 3 sendo, três combinações de 

reguladores vegetais e três tipos de cortes das folhas. Cada tratamento foi composto 

por três repetições (frascos), sendo que cada frasco continha duas folhas 

segmentadas ou inteiras, de acordo com cada tratamento.  

 Os frascos foram acondicionados por 60 dias em câmara escura (GOW et al., 2009) 

e após, passados para iluminação artificial de intensidade aproximada de 3000 lux, 
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fotoperíodo de 14 horas e temperatura controlada em 25 °C ± 2° C por mais 30 dias, 

sendo posteriormente avaliadas a porcentagem de segmentos foliares com PLBs e o 

número de PLBs por segmento foliar.  

 

 3.5 Efeito do tempo de cultivo in vitro de brotações para excisão de segmentos 

foliares na obtenção de embriões somáticos de Phalaenopsis 

 Com o objetivo de avaliar o efeito do tempo de cultivo in vitro sobre a embriogênese 

somática a partir de segmentos foliares com cortes tipo ‘Thin Cell Layer’ (TCL) (item 

3.4) de Phalaenopsis híbrido ‘Ph501’, foram coletadas folhas de plantas in vitro com 

diferentes tempos de cultivo (20, 40 ou 60 dias). As mesmas foram segmentadas em 

cortes tipo TCL (1-3 mm de espessura) nos sentidos transversal ou longitudinal e 

distribuídas em frascos de 250 ml contendo 30 ml de meio NDM com 20 g L-1 de 

sacarose, 0,1 g L-1 de inositol, 6,4 g L-1 Ágar e pH 5,5, acrescido dos fitorreguladores 

BA e TDZ (1,5 mg L-1 de ambos).  

 Os frascos foram acondicionados por 60 dias em câmara escura inicialmente (GOW 

et al., 2009) e, após isso, foram passados para iluminação artificial de intensidade 

aproximada de 3000 lux, fotoperíodo de 14 horas e temperatura controlada em 25 °C 

± 2° C por mais 30 dias, sendo posteriormente avaliadas a porcentagem de segmentos 

foliares com PLBs e o número de PLBs por segmento foliar. 

 O experimento foi conduzido em fatorial 3 x 2, sendo três tempos de cultivo 

diferentes das folhas (20, 40 ou 60 dias) e dois sentidos de corte em TCL das folhas 

(longitudinal ou transversal). Cada tratamento foi composto por cinco repetições 

(frascos com duas folhas segmentadas). Após 90 dias foram avaliadas a porcentagem 

de segmentos foliares com PLBs e o número de PLBs por segmento foliar. 

 Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância ANOVA e em 

seguida os tratamentos foram comparados pelo teste de comparação de médias de 

Tukey a 5% de probabilidade. Para tais análises foi utilizado o software Agroestat 

(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2011). 
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  3.6 Efeito do tempo de cultivo in vitro de brotações para excisão de segmentos 

foliares e suplementação do meio de cultura com água de coco na obtenção de 

embriões somáticos de Phalaenopsis. 

 Para esta etapa objetivou-se avaliar a suplementação do meio de cultura com água 

de coco em segmentos foliares com diferentes idades visando a regeneração de PLBs 

do híbrido ‘Ph501’. 

 Para tal, coletou-se folhas de brotações in vitro com 20, 40 ou 60 dias e as mesmas 

foram segmentadas em cortes tipo TCL (1-3 mm de espessura) no sentido  longitudinal 

(item 3.4) e distribuídas em frascos de 250 ml contendo 30 ml de meio NDM com 20 

g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de inositol, 6,4 g L-1 Ágar e pH 5,5, acrescido dos 

fitorreguladores BA e TDZ (1,5 mg L-1 de ambos). Os tratamentos foram compostos 

com 10% (v:v) de água de coco ou meio de cultura sem acréscimo de água de coco. 

 Os frascos foram acondicionados por 60 dias em câmara escura inicialmente (GOW 

et al., 2009) e, após isso, foram passados para iluminação artificial de intensidade 

aproximada de 3000 lux, fotoperíodo de 14 horas e temperatura controlada em 25 °C 

± 2° C por mais 30 dias, sendo posteriormente avaliadas a porcentagem de segmentos 

foliares com PLBs e o número de PLBs por segmento foliar. 

 O experimento foi conduzido em fatorial 3 x 2, sendo três tempos de cultivo 

diferentes das folhas (20, 40 ou 60 dias) e suplementação do meio com 10% de água 

de coco ou sem essa substância complexa. Cada tratamento foi composto por cinco 

repetições (frascos com duas folhas segmentadas). Após 90 dias foram avaliadas a 

porcentagem de segmentos foliares com PLBs e o número de PLBs por segmento 

foliar. 

 Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância ANOVA e em 

seguida os tratamentos foram comparados pelo teste de comparação de médias de 

Tukey a 5% de probabilidade. Para tais análises foi utilizado o software Agroestat 

(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2011). 
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1 Estabelecimento in vitro de segmentos foliares de cultivares híbridas de 

Phalaenopsis 

 Não foram observadas diferenças para porcentagem de contaminação e de 

segmentos foliares verdes entre os tratamentos (Tabela 1). Mesmo utilizando 

concentrações de hipoclorito de sódio relativamente altas, a média de sobrevivência 

de segmentos foliares esteve acima de 80%, o que demonstra a capacidade do 

material vegetal utilizado em sobreviver ao método de assepsia utilizado. Além disso, 

a porcentagem de contaminação esteve abaixo de 15%, em média, podendo ser 

considerada baixa em comparação aos segmentos de inflorescências utilizados no 

capítulo 1 (média de 32 %), demonstrando as diferenças de contaminação entre 

diferentes tipos de explantes cultivados nas mesmas condições de casa de vegetação 

e provenientes dos mesmos híbridos. 

Tabela 1: ANOVA e teste de médias para porcentagem de contaminação e de 

segmentos vivos de segmentos foliares de Phalaenopsis submetidos ao processo de 

assepsia (água sanitária a 60%, 50% e 40% de diluição) para estabelecimento de 

protocolo de propagação in vitro. 

Genótipo  Porcentagem 

   Contaminação Segmentos vivos 

Ph501  13,33 a 83,3 a 

Ph908  11,66 a 81,6 a 

Assepsia    

60% Hipoclorito de sódio  7,5 a 77,5 a 

50% Hipoclorito de sódio  15 a 80 a 

40% Hipoclorito de sódio  15 a 90 a 

F1: Genótipo  0,11 ns 0,05 ns 

F2: Assepsia  1,05 ns 2,45 ns 

Int. F1 x F2  0,11 ns 0,05 ns 

Tratamentos  0,49 ns 1,01 ns 

CV (%)  72,88 17,6 

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

 Apesar da contaminação relativamente baixa e a boa porcentagem de 

sobrevivência dos segmentos foliares, não foi observado a indução de PLBs nos 

segmentos foliares inoculados in vitro.  
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 Não há registros na literatura sobre o uso de folhas provenientes de plantas adultas 

de Phalaenopsis e inoculadas diretamente nas condições in vitro para obtenção de 

PLBs, sendo que o principal tipo de explante utilizado para a embriogênese somática 

nessa espécie, são segmentos foliares retirados de plântulas germinadas in vitro de 

algumas espécies de Phalaenopsis (CHEN; CHANG (2006); GOW et al. (2008, 2009, 

2010); KHODDAMZADEH et al. (2011). 

 Cardoso e Habermann (2014) observaram efeitos diretos da idade da planta matriz 

para obtenção de gemas adventícias em segmentos foliares de Anthurium 

andraeanum cv. ‘White Beauty’. O uso de explantes juvenis foi capaz de aumentar a 

regeneração de plantas de 0,3 para até 2,8 plântulas por segmento foliar quando 

comparado a explantes adultos. 

 É comum observar em diversas espécies tais diferenças de regeneração quando 

se utiliza explantes com idades diferentes (SAVITA et al, 2011; YALCIN-MENDI, 2014) 

e em condições fisiológicas diferentes (BECERRA et al., 2004). Dentre as possíveis 

causas é citado a alta secreção de fenóis e as mudanças na relação IAA:ABA 

(CHAUVIN; SALESSES, 1988; BECK et al., 1998). Além disso, esta dificuldade pode 

estar ligada ao silenciamento de alguns genes, que podem ser revertidos com alguns 

tipos de estresse, utilização de fitorreguladores (PARK et al., 2010) ou transformação 

genética a fim de melhorar a capacidade de regeneração destas células  (CERVERA 

et al., 2008).  

 Especialmente sobre o meio de cultura utilizado em nosso experimento, e em 

comparação a outros protocolos como o de Chen e Chang (2006), esses 

suplementaram o meio de cultura com TDZ na concentração de 3,0 mg L-1. Além da 

menor concentração de TDZ, a utilização de plântulas in vitro pode gerar tecidos mais 

responsivos aos estímulos do meio de cultura e dos reguladores vegetais para a 

indução e regeneração de PLBs. 

 Outro fator que pode ter relação direta ou indireta com a não obtenção de PLBs foi 

a alta quantidade de fenóis observada no meio de cultura e liberada pelos segmentos 

foliares de Phalaenopsis, de forma que o meio de cultura ficou totalmente escurecido 

pela liberação de fenóis pelos segmentos foliares provenientes de plantas ex vitro 

(Figura 2).  

 O gênero Phalaenopsis é caracterizado por apresentar alta produção de fenóis 

quando suas folhas são submetidas a cortes. Segundo Minamiguchi e Machado Neto 

(2007), uma forma possível de reduzir a fenolização dos explantes seria realizar o 
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corte dos mesmos submersos numa solução de cistina e ácido ascórbico na 

concentração de 0,5 g L-1 de cada um dos produtos. 

 

Figura 2: Segmentos foliares com alta taxa de fenolização após 90 dias de cultivo in 

vitro. 

 

4.2 Solução salina e tipos e concentrações de reguladores vegetais na indução 

de PLBs em segmentos foliares de cultivares de Phalaenopsis  

 

Mesmo com o aumento da concentração de thidiazuron de 0,25 mg L-1 usada 

no experimento anterior (tópico 4.1) para 3 mg L-1 neste trabalho, bem como o uso de 

outro regulador vegetal (BA) e outro meio de cultura, não foi possível obter resultados 

satisfatórios utilizando segmentos de folhas jovens coletadas de plantas cultivadas em 

casa de vegetação como explante para a indução de PLBs.  

Utilizando folhas provenientes de plantas cultivadas em casa de vegetação, não 

foi possível obter nenhum segmento foliar com regeneração em ambos os genótipos. 

De fato, o uso desse tipo de material vegetal como explante para indução e 

regeneração de PLBs em Phalaenopsis não foi reportado, não havendo nenhum 

registro de uso desse tipo de explante, bem como o sucesso de sua regeneração. 

Como já discutido no tópico anterior (4.1), tais resultados ajudam a confirmar o 

efeito direto da idade dos explantes utilizados, bem como as condições fisiológicas as 

quais os mesmos estão submetidos (BECERRA et al., 2004). 
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 Considerando as condições e tratamentos a que os explantes foram 

submetidos o que se observou foi uma oxidação fenólica ainda mais acentuada e 

rápida do que em segmentos foliares cultivados in vitro, principalmente após a 

exposição dos explantes à luz (Figura 3). 

Essa alta taxa de fenolização dos explantes gerou também um rápido 

escurecimento do meio de cultura, provavelmente pela liberação de polifenóis e outros 

compostos, o que confirma a hipótese do efeito negativo dos fenóis na embriogênese 

somática de Phalaenopsis, também relatada nos experimentos anteriores, resultando 

em posterior morte dos segmentos foliares.  

Considerando isto, entende-se que novas opções devem ser testadas visando 

a utilização deste tipo de material como explante. A imersão dos segmentos foliares 

em solução de cistina e ácido ascórbico durante a etapa de segmentação das folhas 

(MINAMIGUCHI; MACHADO NETO, 2007) bem como o uso de outros tipos de 

antioxidantes diretamente no meio de cultura ou em imersão dos segmentos 

previamente a inoculação in vitro podem ser possíveis formas de reduzir a oxidação 

fenólica e propiciar a obtenção de PLBs neste tipo de explante. 

 

 

Figura 3: Oxidação fenólica de segmentos foliares provenientes de plantas em 

condições de campo, após 60 dias em câmara escura (A) e 30 dias após serem 

transferidos para iluminação artificial (B). 
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 Já quando foram utilizados segmentos foliares provenientes de folhas de plantas 

cultivadas in vitro, foi possível observar que o uso em conjunto dos reguladores BA e 

TDZ nas concentrações de 1,5 mg L-1 cada um se mostrou benéfica para alcançar as 

melhores taxas de porcentagem de segmentos foliares contendo PLBs, não havendo 

praticamente influência da solução salina utilizada para este parâmetro (Tabela 2). 

  Porém quando considerada a porcentagem de segmentos foliares verdes, 

principalmente para a cultivar ‘Ph908’ a solução salina afetou o desenvolvimento, 

sendo que o meio de cultura MS foi o responsável por aumentar a porcentagem de 

segmentos foliares verdes. 

 

Tabela 2:  Porcentagem de segmentos foliares verdes, porcentagem de segmentos 

foliares com PLBs e número de PLBs por segmento foliar, de explantes foliares em 

dois híbridos comerciais de Phalaenopsis.  

   Porcentagem de segmentos  N° PLBs 

Genótipo Tratamento  Verdes Com PLBs  Seg. Foliar 

 1- NDM; 3,0 BA   35 ± 6,2 5 ± 3,3  1,07 ± 0,2 

 2- NDM; 3,0 TDZ   40 ± 5,3 5 ± 3,3  1,07 ± 0,2 

Ph501 3- NDM; 1,5 BA; 1,5 TDZ   40 ± 6,7 15 ± 4,7  3,66 ± 1,0 

 4- MS ½; 3,0 BA  15 ± 4,6 0   0 

 5- MS ½; 3,0 TDZ  25 ± 5,7 5 ± 3,3  1,2 ± 1,1 

 6- MS ½, 1,5 BA; 1,5 TDZ  60 ± 5,8 10 ± 4,7  3,5 ± 0,7 

       

 1- NDM; 3,0 BA   52 ± 3,3 4 ± 2,9  0,75 ± 0,5 

 2- NDM; 3,0 TDZ   56 ± 5,1 20 ± 5,9  3 ± 1,2 

Ph908 3- NDM; 1,5 BA; 1,5 TDZ   56 ± 4,0 24 ± 4,7  5,3 ± 1,4 

 4- MS ½; 3,0 BA  60 ± 3,7 4 ± 2,9  1,3 ± 1,1 

 5- MS ½; 3,0 TDZ  64 ± 4,0 20 ± 5,3  5 ± 1,7 

 6- MS ½, 1,5 BA; 1,5TDZ  72 ± 4,8 24 ± 5,1  3,33 ± 1,5 
  

 Assim como para a porcentagem de segmentos foliares com PLBs, o uso conjunto 

de BA e TDZ também foi benéfico para o rendimento de embriões e sofreu pouca 

influência da solução salina dos meios de cultura utilizados, principalmente para a cv. 

‘Ph501’.  

 O TDZ tem sido utilizado com sucesso na embriogênese somática de diversas 

espécies (ZHANG et al., 2001; SUNANDAR et al., 2017), assim como também é 

reportado o uso de BA para o mesmo processo (MARTIN, 2004; SANÉ et al., 2012; 

ALMEIDA et al., 2014). Apesar disso o uso conjunto destas duas citocininas ainda não 
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foi reportada e, com base nos presentes resultados demonstra potencial para 

melhorar o rendimento e a porcentagem de segmentos foliares com PLBs. 

 Considerando a diferença entre as cultivares, é possível afirmar que a ‘Ph501’ 

apresenta maior recalcitrância para a indução de PLBs (15% de segmentos foliares 

com PLBs) que a cv. ‘Ph908’ (com até 24% de segmentos foliares com PLBs). Dados 

como este reforçam a ideia de que o fator genótipo exerce influência direta na indução 

e regeneração de PLBs em Phalaenopsis cultivados in vitro.  

 De acordo com Khoddamzadeh et al. (2011), utilizando protocolo semelhante ao 

tratamento 5 (MS ½ + 3,0 mg L-1 de TDZ) em segmentos foliares de Phalaenopsis 

belina provenientes de germinação de sementes in vitro, foi possível obter 71,8% de 

segmentos em regeneração e até 14,25 PLBs por segmento foliar. Já para segmentos 

foliares de Phalaenopsis amabilis germinados in vitro, conforme Chen e Chang (2006) 

o mesmo protocolo é capaz de gerar até 19,4 PLBs por segmento foliar e 93,8% de 

segmentos em regeneração.  

 Apesar da superioridade de rendimento de PLBs e da porcentagem de segmentos 

foliares em regeneração obtidas por estes autores quando comparados aos resultados 

do presente trabalho, vale ressaltar que em ambos os segmentos foliares não foram 

provenientes de material clonal, o que é bastante indesejável considerando a 

produção de mudas in vitro em larga escala. 

 Utilizando segmentos foliares do híbrido Classic Spotted Pink cultivados in vitro em 

meio MS ½ acrescido de 0,1 mg L-1 de ANA e 3,0 mg L-1 de TDZ, Ulisses et al. (2016) 

citam que é possível a obtenção de PLBs. Apesar disso os autores não reportam no 

trabalho a porcentagem de segmentos em regeneração, nem o número de PLBs 

formados. Já Minamiguchi e Machado Neto (2007) indicam ser possível a formação 

de até 8 PLBs por segmento, utilizando segmentos foliares de um híbrido de flores 

alba em meio NDM acrescido de 0,1 mg L-1 de ANA e 1,0 mg L-1 de BA. Neste trabalho 

os autores também não citam a porcentagem de segmentos foliares em regeneração. 
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 4.3 Influência da quantidade de segmentos foliares por frasco na regeneração 

somática de segmentos foliares in vitro de Phalaenopsis 

 

 Considerando a possível influência da densidade de explantes por frasco na 

indução e regeneração de PLBs este trabalho foi realizado visando encontrar a 

densidade ideal de segmentos foliares por frasco, baseado na maior porcentagem de 

segmentos foliares vivos e em regeneração e no melhor rendimento de PLBs por 

segmento foliar. 

 Foi possível observar o efeito direto do aumento do número de segmentos foliares 

por frasco na redução da porcentagem de segmentos foliares com embriões. O 

aumento do número de segmentos foliares de 6 para 12 gerou uma redução de 40% 

para 11,7% (Tabela 3).  

Tabela 3: Porcentagem de segmentos foliares verdes, de segmentos foliares com 

PLBs e número de PLBs/segmento foliar de explantes foliares de Phalaenopsis em 

diferentes densidades por frasco. 

 Porcentagem de segmentos foliares  N° PLBs/ 

Seg. Foliar Tratamento Verdes Com PLBs  

6 explantes 79,13 a 40,0 a  2,5 a 

9 explantes 74,99 a 20,0 ab  2,8 a 

12 explantes 77,05 a 11,7 b  1,1 a 

F 0,26 ns 3,96 *  2,78 ns 

CV (%) 20,6 45,52  20,78 

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. * significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0.01).  

  

 Considerando a alta taxa de fenolização característica do gênero Phalaenopsis e 

normalmente observada após os danos causados aos seus tecidos, como durante o 

corte dos segmentos para inoculação in vitro (MINAMIGUCHI; MACHADO NETO, 

2007), a partir dos resultados obtidos, este pode ser observado como um dos 

principais fatores causador da redução da porcentagem de segmentos foliares com 

PLBs, pois o aumento da densidade de segmentos foliares por frasco levou a maior 

produção de fenóis e escurecimento do meio de cultura. Conforme ocorre o aumento 
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no número de segmentos foliares, com maior potencial de oxidação (densidade de 

tecidos/volume de meio de cultura), menor foi a regeneração.  

 De fato, o escurecimento dos segmentos foliares, causado pela injúria dos tecidos 

durante o corte tem sido um dos maiores problemas do cultivo in vitro (CHUANJUN et 

al., 2015). 

 A fenolização ou oxidação fenólica é um fenômeno desencadeado pela injúria dos 

tecidos vegetais, responsável pela cor marrom observada em explantes cultivados in 

vitro (BARRUETO CID, 2014) e que através da liberação da polifenol oxidase (PPO) 

(CHUANJUN et al., 2015) e outros compostos tóxicos para o tecido vegetal podem 

ocasionar a morte do mesmo (MINAMIGUCHI; MACHADO NETO, 2007). 

  A respeito dos PLBs gerados durante o experimento, o período em ausência de 

luz foi responsável por induzir os segmentos foliares ao processo embriogênico (GOW 

et al., 2009), sendo que após os 60 dias no escuro foi possível observar os PLBs ainda 

em início de desenvolvimento, nas extremidades dos segmentos, com coloração 

variando de branco a verde claro (Figura 4A).  

 Após 15 dias da passagem dos explantes para a luz já era possível observar a 

mudança de cor dos PLBs para verde claro e verde escuro e em alguns casos até o 

aumento do número de embriões através do processo conhecido como embriogênese 

secundária, com a multiplicação dos embriões inicialmente regenerados dos 

segmentos foliares (Figura 4B). Com 90 dias de cultivo os embriões já estavam 

totalmente verdes e era possível observar o início da formação da primeira folha 

(Figura 4C). Nesta fase os mesmos foram destacados dos segmentos foliares, 

individualizados e passados para novo meio de cultura idêntico ao utilizado na 

indução, porém sem a adição de reguladores vegetais. Após 30 dias neste meio de 

cultura, os embriões somáticos germinaram e desenvolveram-se em plântulas e foram 

transferidos para o meio de enraizamento (Figura 4D), onde ficaram por mais 30 dias 

até serem transferidos para a fase de aclimatização, no qual completaram seu 

desenvolvimento, com o alongamento de suas folhas e produção de raízes. 
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Figura 4: Desenvolvimento de embriões somáticos (PLBs) a partir de segmento foliar 

de Phalaenopsis ‘Ph908’. A- embriões em início de formação com coloração branco-

amarelada após 60 dias em câmara escura; B- embriões com coloração verde após 

15 dias em fotoperíodo de 14 horas de luz; C- desenvolvimento de embriões após 95 

dias de cultivo; D- plântulas obtidas após regeneração dos embriões, em fase de 

enraizamento. Barra= 5 mm. 

  Mesmo com as dificuldades encontradas devido a fenolização dos segmentos 

foliares, foi possível obter uma boa quantidade de PLBs que regeneraram em 

plântulas através do protocolo utilizado neste experimento, sendo possível concluir 

que a utilização de seis segmentos foliares por frasco foi aquele com maior 

porcentagem de segmentos contendo PLBs, obtendo-se 40% de segmentos foliares 

com PLBs e 2,5 embriões por segmento foliar.  

 Chen e Chang (2006) obtiveram cerca de 93% de segmentos foliares contendo 

PLBs e até 19,4 embriões por segmento foliar utilizando protocolo semelhante, 

baseado no meio MS ½ e 3,0 mg L-1 de TDZ. 
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 Porém, vale ressaltar que esses autores utilizaram como fonte de explante, folhas 

de plântulas germinadas in vitro de Phalaenopsis amabilis Shimadzu var. formosa. 

Essa espécie tem sido utilizada como modelo nos processos de indução de PLBs in 

vitro. Considerando o efeito direto do genótipo na embriogênese somática em 

orquídeas (TEIXEIRA DA SILVA; WINARTO, 2016), esse fato, associado as diferentes 

idades dos tecidos obtidos, explica a diferença de resultados encontrados entre o 

trabalho de Chen e Chang (2006) e o realizado nessa dissertação, proveniente de 

cultivares comerciais multiplicados in vitro pelo método de clonagem e a partir de 

plantas adultas em florescimento.  

 Outro ponto importante é que no atual trabalho desenvolvido, os segmentos foliares 

utilizados foram provenientes de processos de indução de embriogênese somática a 

partir de material clonal, diferentemente dos autores Chen e Chang (2006) que 

utilizaram de plântulas germinadas in vitro, provenientes de sementes e, portanto, 

juvenis, o que limita a técnica de propagação clonal.  

 Na floricultura atual existe uma alta exigência dos produtores por mudas 

provenientes de propagação clonal (CARDOSO, 2013), visto que nessa técnica são 

garantidas a uniformidade de crescimento e o padrão de floração das plantas 

(FRÁGUAS et al., 2003; COSTA et al., 2013), além da produção de plantas sadias e 

livres de doenças sistêmicas importantes, como aquelas de origem viral (CHIEN et al., 

2015). Características altamente desejáveis para produções em larga escala e que, 

dificilmente são obtidas no caso de propagação via sementes (YOUNG et al., 2000).  

 

 

 4.4 Tipos de corte e combinações de reguladores vegetais na indução de PLBs em 

segmentos foliares de Phalaenopsis 

 

 Comparando os tipos de cortes utilizados neste trabalho é possível observar que o 

corte tipo ‘Thin Cell Layer’ (TCL) demonstrou resultados mais promissores quando 

comparado aos demais (Cortes de 1 cm² e folha inteira) tanto na porcentagem de 

sementos foliares com PLBs, quanto no número de PLBs por segmento foliar. Já entre 

as três diferentes formulações de fitorreguladores avaliadas, não foi possível observar 

diferenças significativas entre os mesmos (Tabela 4).  

 Os resultados obtidos com os meios suplementados com 3,0 mg L-1 de TDZ (Tabela 

4) mostram que enquanto o corte em TCL pode apresentar até 33,3 ± 16,7% de 
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segmentos com PLBs e 3,7 ± 2,7 PLBs por segmento, os demais tipos de cortes 

apresentam no máximo 8,3 ± 8,3% de segmentos com PLBs e 2 ± 2 PLBs por 

segmento, comprovando que o TCL deve ser utilizado nos segmentos foliares visando 

explorar ao máximo o potencial de indução e regeneração de PLBs em Phalaenopsis. 

Tabela 4: Porcentagem de segmentos foliares com PLBs e número de PLBs por 

segmento foliar, de explantes foliares de Phalaenopsis.  

Tratamentos 

Reguladores 

vegetais 

Tipo de 

corte 

Porcentagem 

Seg. com PLBs 

N° PLBs/ 

seg. foliar 

1 1,0 ANA; 0,25 TDZ 1 cm² 0 0 

2 1,0 ANA; 0,25 TDZ TCL 33,3 ± 16,7 3,3 ± 1,8 

3 1,0 ANA; 0,25 TDZ Folha 16,7 ± 16,7 0,7 ± 0,7 

4 1,5 BA; 1,5 TDZ 1 cm² 25 ± 14,5 2 ± 1 

5 1,5 BA; 1,5 TDZ TCL 16,7 ± 16,7 1,7 ± 1,7 

6 1,5 BA; 1,5 TDZ Folha 16,6 ± 16,7 0,3 ± 0,3 

7 3,0 TDZ 1 cm² 8,3 ± 8,3 2 ± 2 

8 3,0 TDZ TCL 33,3 ± 16,7 3,7 ± 2,7 

9 3,0 TDZ Folha 0 0 

 

 O conceito do sistema de Thin Cell Layer (camada fina de células) foi definido a 

mais de 40 anos atrás por Tran Than Van (1973) que o descreveu como o isolamento 

de uma ou algumas camadas de células de qualquer órgão ou tecido que regeneram 

um órgão ou embrião (TEIXEIRA DA SILVA; DOBRÁNSZKI, 2015).  

 De acordo com Tran Than Van (2003) a capacidade de regeneração de explantes 

em TCL é normalmente maior do que em explantes convencionais que são mais 

espessos, o que de fato pode ser observado também neste experimento (Tabela 4).  

 Os principais motivos que explicam a maior produtividade do TCL para 

morfogênese (organogênese ou embriogênese somática) são os níveis mais baixos 

de fitorreguladores endógenos no TCL, o transporte mais eficaz dos componentes do 

meio de cultura diretamente para as células alvo ou uma maior proporção de células 

morfogênicas em comparação ao total de células do explante (TRAN THAN VAN, 

2003). 

 De fato, a propagação clonal em massa de plantas da família Orchidaceae é 

considerada difícil, sendo que a tecnologia TCL tem sido capaz de facilitar a mesma, 
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reduzindo inclusive a necessidade de uso de tecnologias de alto custo, como os 

biorreatores (TEIXEIRA DA SILVA, 2013). 

 O uso de cortes em TCL já foi testado com sucesso em cerca de 19 

espécies/híbridos da família Orchidaceae na organogênese ou embriogênese dos 

mesmos (TEIXEIRA DA SILVA; DOBRÁNSZKI, 2015), porém ainda não há relatos do 

uso em Phalaenopsis. A literatura atual sobre embriogênese somática in vitro de 

Phalaenopsis tem utilizado mais comumente como explantes, folhas segmentadas em 

quadrados de cerca de 1 cm² (CHEN; CHANG, 2006) ou folhas inteiras (ULISSES et 

al., 2016).  De acordo com Teixeira da Silva (2003) a grande vantagem do sistema 

TCL seria a alta frequência de regeneração de órgãos com intervalo de tempo 

reduzido, frente ao uso de outros tipos de explantes 

 Protocormos de Brasilidium forbesii obtidos através da germinação in vitro, foram 

segmentados através da técnica de TCL em sentido longitudinal e cultivados em meio 

suplementado com BA. Nestas condições, até 77% dos segmentos geraram novos 

protocormos somáticos (PLBs) e foi possível obter até 22,7 PLBs por segmento 

(GOMES et al., 2015).  

 Pecíolos de begônia segmentados em TCL transversal cultivadas em meio MS ½ 

suplementado com 0,2 mg L-1 de TDZ e ANA apresentaram 100% de formação de 

parte aérea após 8 semanas de cultivo. Utilizando BA em substituição ao TDZ foi 

possível obter até 90% de formação de parte aérea (NHUT et al., 2005). 

 Em Vanilla planifolia a micropropagação a partir da secção longitudinal em TCL de 

brotações in vitro foi possível utilizando 1,0 mg L-1 de BA ou TDZ produzindo em média 

2,54 e 1,93 novas brotações, respectivamente (JING et al., 2014). 

 De acordo com Gill et al (1992) o uso do TDZ juntamente com a técnica de TCL 

desempenha papel de grande importância na interação entre os fitohormônios 

endógenos na reprogramação da organogênese para a embriogênese somática, 

através da liberação, síntese ou inibição das auxinas in situ juntamente com outras 

alterações metabólicas subcelulares, principalmente nas enzimas reguladoras e 

proteínas. 
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 4.5 Efeito do tempo de cultivo in vitro de brotações para excisão de segmentos 

foliares na obtenção de embriões somáticos de Phalaenopsis 

 
Utilizando folhas com 20 dias, foi possível obter até 41,3% dos segmentos foliares 

com PLBs, enquanto que para folhas com 40 e 60 dias, obteve-se média de 8,8% e 

5,4% respectivamente. Para folhas com 20 dias, obteve-se em média 5,3 

PLBs/segmento foliar, enquanto que para folhas com 40 e 60 dias, obteve-se em 

média 2,2 e 0,8 PLBs/segmento foliar, respectivamente (Tabela 5). O sentido de corte 

dos segmentos não apresentou influência sobre a formação de PLBs.  

 

Tabela 5: Porcentagem de segmentos foliares com PLBs (PSP) e Número de PLBs 

por segmento foliar (NPSF) em Phalaenopsis ‘Ph501’. 

 
Tratamentos Porcent. Segmentos N° PLBs 

Sentido de corte Dias de cultivo Com PLBs Seg. Foliar 

Longitudinal 20 41,3 a 5,3 a 

Longitudinal 40 8,8 b 2,2 b 

Longitudinal 60 5,4 b 0,8 b 

Transversal 20 36,4 a 4,5 a 

Transversal 40 4,8 b 1,4 b 

Transversal 60 0,0 b 0,0 b 

CV (%) 44,4 52,6 

F1: Sentido de corte 2,0 ns 3,0 ns 

F2: dias de cultivo 46,6 ** 34,2 ** 

F Int. 1 x 2 0,02 ns 0,00 ns 

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. ** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0.01).  

 
 De fato, as características do explante como o tipo e o seu estádio de 

desenvolvimento (NEHRA et al., 2005; CARNEROS et al., 2009), o estágio fisiológico 

e o grau de diferenciação dos tecidos estão entre os principais fatores capazes de 

influenciar a indução da embriogênese somática, sendo mais indicados o uso de 

tecidos meristemáticos e órgãos imaturos que possuem células indiferenciadas  

(ABIRI et al., 2017). 

 Utilizando embriões zigóticos imaturos de triticale como explante para a 

embriogênese somática, Atak et al. (2008) observaram que o maior número de 

embriões somáticos obtidos foi conseguido utilizando explantes com 14 a 16 dias de 
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idade. Nesta condição foi possível obter até 9,63 embriões somáticos, já utilizando 

explantes com 17-19 dias o máximo de embriões somáticos obtidos foi de 3,13.   

 Resultado semelhante foi observado por Prakash e Gurumurthi (2010) em 

Eucalyptus camaldulensis. Utilizando explantes cotiledonares a maior porcentagem 

de indução de calos (66,3 ± 3,8) foi obtida em explantes com 10 dias, sendo que a 

cada 5 dias a redução da porcentagem de indução de calos era de em média 17,6%. 

 De acordo com Stasolla e Yeung (2003), tecidos diferentes de uma mesma planta, 

ou o mesmo tecido em estádios diferentes de desenvolvimento irão gerar respostas 

diferentes quando submetidos ao cultivo in vitro, o que é possível perceber através 

dos resultados obtidos neste experimento (Tabela 5). Para se obter o máximo em 

segmentos regenerados (41,2%) e o melhor rendimento de PLBs por segmento (5,3) 

em Phalaenopsis, o uso de folhas mais jovens é o mais indicado. 

 O período de 60 dias em câmara escura foi responsável por induzir os segmentos 

a embriogênese somática, sendo que após este período já foi possível observar os 

embriões em início de formação ainda em coloração branca (Figura 5A). Após 30 dias 

sob iluminação artificial já foi possível observar maior desenvolvimento e que os 

mesmos já adquiriram coloração verde (Figura 5B), e após 60 dias em regime de luz 

já foi possível observar a emissão de primórdios foliares (Figura 5C) onde foi feita a 

separação do explante e a individualização dos mesmos. 

 
 

 
Figura 5: (A)Segmentos foliares após 60 dias em câmara escura com embriões 

em início de desenvolvimento apresentando coloração esbranquiçada; (B) 

Embriões em desenvolvimento após 30 dias em regime de luz, já apresentando 

coloração verde escura; (C) desenvolvimento de PLBs após 60 dias em iluminação 

artificial prontos para serem separados do segmento foliar e individualizados. 
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 4.6 Efeito do tempo de cultivo in vitro de brotações para excisão de segmentos 

foliares e suplementação do meio de cultura com água de coco na obtenção de 

embriões somáticos de Phalaenopsis. 

 

 Conforme já observado no tópico anterior (4.5) o uso de folhas coletadas 20 dias 

após a repicagem dos brotos in vitro apresenta os melhores resultados tanto em 

porcentagem de segmentos com PLBs quanto no número de PLBs por segmento foliar 

quando comparado a folhas com 40 e 60 dias de cultivo (Tabela 6). 

 Já a suplementação com 10% (v:v) de água de coco não demonstrou resultados 

relevantes em nenhum dos parâmetros avaliados e para nenhuma das idades de 

coleta das folhas. 

 

Tabela 6: Porcentagem de segmentos foliares com PLBs e Número de PLBs por 

segmento foliar em Phalaenopsis ‘Ph501’. 

Dias de cultivo 

Porcent. Segmentos 

 Com PLBs 

N° PLBs Seg. 

Foliar 

20 29,0 a 3,6 a 

40 13,3 b 1,7 b 

60 5,7 b 1,2 b 

Água de coco   
10 % (v:v) 13,8 a 2,4 a 

0 18,2 a 1,9 a 

CV (%) 75,61 53,59 

F1: Dias de cultivo 9,61 ** 11,91 ** 

F2: Água de coco 0,97 ns 1,03 ns 

F Int. 1 x 2 1,62 ns 1,89 ns 

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. ** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0.01).  

 
 Em Phalaenopsis ‘Pink’, similar ao relatado no presente estudo, o uso da água de 

coco nas concentrações de 10 e 20% em conjunto com sacarose, foi prejudicial para 

o crescimento e sobrevivência das plântulas, não sendo indicado na propagação deste 

híbrido (ZAHARA et al., 2017), o que de fato mostra que para as plantas deste gênero 
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a água de coco possivelmente não apresenta efeito benéfico como suplemento na 

micropropagação, diferente do que é visto em algumas outras espécies.  

 É relatado em Dendrobium lasianthera o efeito positivo da suplementação do meio 

de cultura com 15% de água de coco no aumento do número e comprimento de raízes, 

número de folhas e altura de plantas germinadas in vitro (UTAMI et al., 2017). Em 

Dendrobium ‘Gradita 31’, Winarto e Teixeira da Silva (2015) relatam que a 

suplementação com 15% de água de coco foi capaz de gerar 2,86 g de PLBs a partir 

de 1 g de PLBs, gerar em média 25 PLBs por subcultivo e um baixo percentual de 

escurecimento dos PLBs (20,7%), problema característico da espécie. 

 Para Dendrobium nobile a suplementação com 20% de água de coco foi capaz de 

gerar até 80% de explantes em regeneração e máximo de 10 PLBs por explante. 

Quando comparado ao meio sem a suplementação de água de coco foi possível obter 

apenas 12% de explantes em regeneração e somente 1 PLB por explante (KAUR et 

al., 2015). Tais resultados comprovam a eficiência da suplementação da água de coco 

na micropropagação de orquídeas do gênero Dendrobium. 

 Sundar e Jawahar (2010) obtiveram um protocolo eficiente para regeneração de 

plantas de Datura stramonium via embriogênese somática utilizando meio MS 

suplementado com os fitorreguladores 2,4-D, BA e 3% de água de coco. Resposta 

semelhante foi obtida na embriogênese somática em tamareiras fazendo a 

suplementação de água de coco em 20% (KHIERALLAH; HUSSEIN, 2013). 

 O uso da água de coco como suplementação para o meio de cultura tem sido 

relatado em diversas espécies cultivadas in vitro. A água de coco contém uma 

composição de açucares, vitaminas, aminoácidos, fitohormônios (YONG et al., 2009), 

compostos orgânicos e nutrientes minerais importantes no desenvolvimento das 

plantas, além de apresentar efeito como tampão fisiológico e ser rica em magnésio e 

fosfato  (VIEIRA DE SOUZA et al., 2013), e pode ser utilizada como promotor de 

crescimento no cultivo in vitro, principalmente em orquídeas (HOSSAIN et al., 2013).  

 De fato, conforme observado a suplementação do meio de cultura com água de 

coco pode apresentar efeito positivo tanto na embriogênese quanto na organogênese 

e no crescimento de algumas culturas micropropagadas in vitro. Nas condições 

avaliadas neste experimento a água de coco não demonstrou efeito positivo, sendo 

necessário avaliar concentrações diferentes a fim de avançar neste sentido. 
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5. Conclusões 
 

1. Não foi possível obter segmentos foliares em regeneração e formação de 

embriões utilizando como explantes segmentos de folhas jovens coletadas de 

plantas cultivadas em condições de casa de vegetação. 

2. O uso conjunto dos reguladores vegetais BA e TDZ na concentração de 1,5 mg 

L-1 cada se mostrou benéfico para a regeneração de PLBs para os dois 

genótipos. Já as diferentes soluções salinas (MS e NDM) utilizadas tiveram 

pouca influência. 

3. Quando utiliza-se discos foliares o aumento no número de explantes por frasco 

afeta diretamente a porcentagem de segmentos foliares com embriões sendo 

indicado utilizar no máximo 6 segmentos por frasco. 

4. Para segmentos foliares, corte tipo Thin Cell Layer é o mais indicado visando 

obter o máximo de indução de PLBs.  

5. A cultivar ‘Ph501’ apresentou maior recalcitrância para a regeneração de PLBs 

quando comparado a ‘Ph908’. 

6. Folhas mais jovens resultam em maior porcentagem de segmentos foliares com 

PLBs e maior número de PLBs/segmento foliar, demonstrando que células 

mais jovens possuem maior potencial de regeneração por embriogênese 

somática. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que os dois métodos de 

propagação in vitro avaliados, o primeiro através da indução de brotações em 

segmentos de inflorescência e o outro pela indução e regeneração de PLBs em 

segmentos foliares, apresentaram resultados satisfatórios. 

Considerando a propagação via segmentos de inflorescência, são necessários 

outros estudos com foco principal na desinfestação e assepsia dos segmentos 

coletados das plantas em condição de casa de vegetação, a fim de reduzir as perdas 

por contaminação e, consequentemente, melhorar o rendimento da técnica. Apesar 

disso, a técnica se mostrou eficiente gerando até 2,12 brotações/segmento inoculado 

durante o estabelecimento in vitro e, em média 1,7 brotações/segmento inoculado a 

cada repicagem (60 dias). 

Levando em conta esta taxa de multiplicação e considerando 3 repicagens mais 

o estabelecimento, partindo de um segmento de inflorescência é possível obter 

aproximadamente 17,7 plântulas após 240 dias (8 meses), aptas para serem 

transferidas para o enraizamento e posterior aclimatização. Além disso, através desta 

técnica de propagação é possível realizar a manutenção das cultivares na condição 

in vitro, necessário para a coleta de segmentos foliares para a propagação via 

embriogênese somática. 

Considerando a propagação via embriogênese somática por segmentos de 

foliares, o uso de folhas mais jovens (coletadas após 20 dias de subcultivo) 

segmentadas através da técnica de ‘Thin Cell Layer’ foi capaz de aumentar a 

porcentagem de segmentos em regeneração e o número de PLBs por segmentos. O 
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uso conjunto de BA e TDZ (1,5 mg L-1), ainda não relatado na literatura, também 

apresentou resultados promissores. Para as cultivares avaliadas neste trabalho, os 

melhores resultados obtidos foram cerca de 41 % de segmentos foliares em 

regeneração e até 5,3 PLBs/ segmento foliar. 

Utilizando esta técnica, foi possível regenerar até 5,3 plântulas por segmento 

foliar após 150 dias, aptas para serem transferidas ao meio de enraizamento por mais 

60 dias, sendo submetidas ao processo de aclimatização em casa de vegetação após 

um total de 210 dias. 

Para os dois métodos de propagação avaliados foi possível observar a 

influência que o genótipo exerce. Para a propagação por segmentos de inflorescência 

a cv. ‘Ph501’ obteve maior taxa de multiplicação na primeira repicagem após a 

introdução dos segmentos no cultivo in vitro. Porém, para a propagação via 

embriogênese somática a mesma cultivar apresentou maior recalcitrância e menor 

rendimento de PLBs quando comparado a ‘Ph908’. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


