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Resumo 

Um dos maiores desafios contemporâneos da humanidade consiste no equilíbrio 

entre o desenvolvimento de novas tecnologias e a conservação ambiental sem 

a sobre-exploração dos recursos naturais, o que coloca a agricultura no centro 

dessa discussão. Dessa forma, o uso das microalgas como bioestimulantes pode 

levar as culturas a desenvolver maior tolerância aos estresses bióticos e 

abióticos; aumentar a assimilação de nutrientes e minerais; melhorar a 

resistência a patógenos; e maximizar o crescimento das raízes e brotos, 

melhorando o crescimento, qualidade e produtividade das plantas. O objetivo do 

presente trabalho foi avaliar a atividade bioestimulante do extrato aquoso da 

microalga Desmodesmus subspicatus na propagação in vitro da orquídea 

Cattleya warneri, através da suplementação do meio de cultura para germinação 

assimbiótica e produção de mudas. A germinação assimbiótica das sementes de 

orquídea e a produção de mudas foram positivamente afetadas pela adição do 

extrato no meio de cultura, promovendo a obtenção de protocormos e plântulas 

em estádios de desenvolvimento mais adiantados do que nos tratamentos 

controle. A presença da citocinina cinetina ribosídeo nos protocormos e de ácido 

abscísico nas plantas indica que o extrato foi capaz de modular a produção de 

fitormônios nas orquídeas, influenciando a velocidade dos processos de 

morfogênese. A análise dos resultados permite inferir que os efeitos são devidos 

a interações sinérgicas entre as moléculas do extrato, reforçando o potencial uso 

das microalgas na obtenção de compostos com atividade bioestimulante vegetal. 
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1. Introdução 

Um dos maiores desafios contemporâneos da humanidade consiste no 

equilíbrio entre o desenvolvimento de novas tecnologias e a conservação 

ambiental sem causar a sobre-exploração dos recursos naturais, o que coloca a 

agricultura no centro dessa discussão. Desta forma, o desenvolvimento de novas 

tecnologias de produção agrícola sustentável tem se mostrado como uma 

ferramenta de grande relevância. Técnicas alternativas como o uso de 

substâncias que atuem na promoção do crescimento e desenvolvimento vegetal 

têm resultado no aumento da produtividade e melhoria da qualidade em diversos 

cultivos (CASTRO; VIEIRA, 2001). 

O uso de compostos de origem natural vem sendo considerado uma 

alternativa rentável e sustentável ao uso de fertilizantes sintéticos. Sua utilização 

tem por objetivo melhorar qualitativa e quantitativamente a produtividade das 

culturas, bem como diminuir a poluição e os impactos ambientais associados ao 

uso de fertilizantes sintéticos (SPINELLI et al., 2009; MORAES, 2015; SCAGLIA 

et al., 2017). A utilização de compostos orgânicos com atividade bioestimulante 

vegetal tem ganhado cada vez mais espaço nesse cenário de agricultura 

orgânica, embora sua definição ainda seja alvo de discussão na comunidade 

científica. De acordo com du Jardin (2015), os bioestimulantes podem ser 

definidos como substâncias ou micro-organismos que produzem o aumento da 

eficiência nutricional, tolerância ao estresse abiótico, e melhoram as 

características de qualidade das culturas alvo, independentemente de seu 

conteúdo nutricional. 

Compostos com atividade bioestimulante podem ser aplicadas 

diretamente nas plantas (folhas ou frutos) ou em sementes, e apresentam 

capacidade de promover ou modificar os processos morfológicos e fisiológicos a 

fim de aumentar a produtividade dos cultivos em diferentes estágios de 

desenvolvimento (MORAES, 2015). O uso de bioestimulantes pode levar a uma 

maior tolerância aos estresses bióticos e abióticos nas plantas; aumentar a 

assimilação de nutrientes e minerais; melhorar a resistência a patógenos; e 

maximizar o crescimento das raízes e brotos, melhorando o crescimento, 

qualidade e produtividade da planta (CALVO et al., 2014; SCAGLIA et al., 2017).  

Diversos produtos de origem vegetal têm sido comercializados como 

biofertilizantes e bioestimulantes agrícolas (POVH, 2008; BATTACHARYYA et 
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al., 2015). Esses produtos possuem diferentes variações em sua composição e 

podem ser compostos por reguladores vegetais; aminoácidos e peptídeos 

derivados de hidrolisados proteicos; macro e micronutrientes; vitaminas; 

substâncias húmicas; extratos de macro e microalgas; e inoculantes com 

microrganismos (CALVO, et al., 2014; CANELLAS et al., 2015; COLLA et al., 

2015; MORAES, 2015).  

Nas microalgas, a atividade bioestimulante é associada à presença de 

diferentes substâncias como aminoácidos e peptídeos (JIE et al., 2008; RAMOS-

SUÁREZ et al., 2014); proteínas, polissacarídeos, vitaminas e minerais 

(PRIYADARSHANI; RATH, 2012; CHEW et al., 2017); e especialmente à 

presença de diferentes classes de fitormônios (LU; XU, 2015). Embora os 

processos de biossíntese e ação dos fitormônios e outros reguladores de 

crescimento em plantas sejam muito bem descrito na literatura (SANTNER et al., 

2009), nas microalgas o seu papel fisiológico, efeitos endógenos e vias 

metabólicas ainda não são bem conhecidas (BAJGUZ, 2009; 

TARAKHOVSKAYA et al., 2007; STIRK; VAN STADEN, 2010; LU et al., 2014; 

LU; XU, 2015). Além dos fitormônios, as microalgas produzem outros compostos 

aminados que podem influenciar no crescimento e desenvolvimento de plantas 

(CAZZANIGA et al., 2014; BURCZYK et al., 2014).  

Além da utilização das microalgas como bioestimulante e/ou 

biofertilizante para produção de alimentos, outro setor que ganha destaque é a 

utilização da biomassa e seus compostos na propagação in vitro de espécies 

ameaçadas, ou de forte apelo comercial, como as orquídeas. A germinação 

assimbiótica in vitro de orquídeas é uma ferramenta fundamental para o 

desenvolvimento de estratégias que possibilitem aumento da produtividade para 

atender ao mercado de flores de corte, bem como podem oportunizar novas 

estratégias de conservação de espécies ameaçadas de extinção, através da 

reprodução in vitro e posterior reintrodução na natureza. Por essa razão, a 

utilização de compostos de origem natural que possam ser utilizados como 

aditivos ao meio de cultura se mostram como alternativas que devem ser melhor 

exploradas. Vários trabalhos evidenciaram a utilização de água de coco, extratos 

vegetais como aditivos ao meio de cultura (MERCADO; CONTRERAS, 2017; 

UTAMI; HARIYANTO, 2020). 
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Um dos fatores que contribui para o status de vulnerabilidade das 

orquídeas são suas características reprodutivas, que incluem a formação de 

sementes microscópicas que não apresentam tecido de reserva para nutrição 

embrionária, o que resulta na necessidade de interações com fungos 

micorrízicos para promover sua germinação (GUPTA, 2016). Em função dessas 

características reprodutivas, a propagação in vitro de orquídeas é uma 

alternativa eficiente para produção de mudas, permitindo um maior número de 

plântulas e acelerando assim o processo de produção, o seu desenvolvimento 

ocorre mais rapidamente e fornecem mudas de melhor qualidade, mais 

uniformes e livres de doenças (SCHNEIDER et al., 2014).  

Na germinação assimbiótica, as sementes são colocadas em meios de 

cultura contendo os macro e micronutrientes necessários ao seu 

desenvolvimento, bem como vitaminas e uma fonte de carbono orgânico para 

nutrição do embrião. Após a germinação, formam-se os protocormos que 

posteriormente irão formar a plântula (YEUNG, 2017). Os protocolos de 

germinação e produção de mudas dependem de meios de cultura específicos, 

muitas vezes dependendo da adição de reguladores vegetais sintéticos, o que 

torna os procedimentos muito onerosos financeiramente. Nesse contexto, as 

microalgas representam uma nova opção de suplemento alternativo composição 

do meio de cultura.  

Pereira et al. (2018) testaram o efeito da adição da microalga Chlorella 

sorokiniana, no meio de cultura WPM, suplementado com BAP 

(benzilaminopurina) e AIB (ácido indolbutílico) e verificaram a influência na 

multiplicação e enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa. Para a indução de 

brotos foi recomendado o meio suplementado somente com 22,19 µM de BAP, 

enquanto a adição de 12,26 µM de AIB com extrato de microalgas estimulou o 

enraizamento in vitro. Corbellini et al. (2020) avaliaram a efeito da biomassa e 

do extrato aquoso de Messastrum gracile e Chlorella vulgaris na propagação in 

vitro de Cattleya labiata através da técnica thin cell layer (TCL) e demonstraram 

que ambos os aditivos foram efetivos na formação de plantas, substituindo a 

adição de reguladores vegetais ao meio de cultura.  

Em face ao potencial uso das microalgas como fonte de compostos com 

atividade bioestimulante e o crescente interesse na utilização desses 

microrganismos para o desenvolvimento de técnicas e produtos para uma 
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agricultura mais sustentável, o objetivo desse trabalho foi avaliar a 

suplementação do meio de cultura para propagação in vitro e produção de 

mudas da orquídea Cattleya warneri com o extrato aquoso da microalga 

Desmodesmus subspicatus. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Extrato aquoso da microalga Desmodesmus subspicatus 

O extrato utilizado como aditivo no meio de cultura para propagação de 

C. warneri foi obtido da biomassa de D. subspicatus produzida em fotobiorreator 

sob condições fotoautotróficas durante 14 dias de cultivo e recuperada por 

floculação utilizando quitosana como agente floculante. O extrato aquoso 

continha 16,5% de proteínas, 22% de carboidratos e cerca de 33% de sais 

inorgânicos. Análises de RMN 13C indicaram a presença de unidades 

monossacarídicas de glucose, galactose e manose, além da presença dos 

glicosídeos sulfoquinovosil-glicerol, monogalactosil-glicerol e digalactosil-

glicerol. Análise de HPLC-MS demonstrou ainda a presença dos fitormônios 

trans-zeatina (45,8 ng mg-1) e traços de ácido abscísico. 

 

2.2. Germinação assimbiótica e produção de plântulas de C. warneri  

O extrato aquoso de D. subspicatus foi utilizado como aditivo ao meio de 

cultivo para propagação de Cattleya warneri (Orchidaceae) em duas etapas 

experimentais sequenciais: germinação assimbiótica in vitro; e posteriormente 

no crescimento de plântulas com sistema foliar e radicular desenvolvidos. As 

seções a seguir detalham as metodologias empregadas nos bioensaios com 

orquídeas. 

 

2.2.1. Obtenção das sementes e teste de viabilidade 

Plantas de C. warneri originárias da Coleção Científica “Frederico Carlos 

Hoehne”, Instituto de Botânica, São Paulo - Brasil, foram previamente 

selecionadas para polinização cruzada para obtenção das sementes usadas 

para germinação assimbiótica. O teste de viabilidade foi realizado de acordo com 

metodologia descrita por Suzuki et al. (2012) e consiste em pesar 10 mg de 

sementes em microtubos; adicionar 2 mL de solução aquosa de sacarose (10% 

m v-1) e manter em temperatura ambiente e no escuro por 24 h; após esse 
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período a solução de sacarose foi substituída por uma solução aquosa de 

tetrazólio (1% m v-1) e incubada no escuro a 38 °C por 24 h. Para finalizar, a 

solução de tetrazólio foi descartada e substituída por água destilada e as 

sementes foram analisadas sob estereomicroscópio óptico para determinar a 

viabilidade das sementes. 

 

2.2.2. Desinfestação das sementes e meio de cultura 

As sementes foram submetidas a um protocolo de desinfestação com 

hipoclorito de sódio 1% (v v-1) por 10 minutos; decorrido esse tempo a solução 

foi descartada e foram realizadas cinco lavagens sequenciais com água 

destilada esterilizada em papel filtro autoclavado, a fim de garantir a ausência de 

contaminantes na cultura. Em todos os tratamentos foi utilizado meio de cultura 

MS/2, que consiste no meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com a 

concentração dos sais que compõem os macronutrientes reduzida pela metade. 

 

2.2.3. Germinação assimbiótica 

Após a determinação da viabilidade e desinfestação, as sementes de C. 

warneri foram semeadas em placas de Petri contendo meio MS/2 com diferentes 

condições de cultivo: Controle (sem adição extrato) e cinco concentrações de 

extrato de D. subspicatus (0,5; 1; 2; 4; e 8 g L-1). Foram distribuídas 

aproximadamente 800 sementes por placa, com oito repetições por tratamento. 

Em cada placa foram delimitadas três regiões contendo aproximadamente 100 

sementes para acompanhamento da germinação e desenvolvimento dos 

protocormos. A germinação foi avaliada após 90 dias da semeadura, quando 

foram determinados os estádios de desenvolvimento dos protocormos; a massa 

seca; e os teores de fitormônios. 

 

2.2.4. Produção de plântulas 

Após os 90 dias da germinação, parte dos protocormos referentes a cada 

tratamento foi transplantada para frascos contendo meio de cultura e as mesmas 

concentrações de extrato, a fim de promover o crescimento das plântulas até 

formação de sistema foliar e radicular. Cada tratamento consistiu em 8 placas de 

Petri com 20 protocormos cada. Após 120 dias do transplantio, as plântulas 

foram avaliadas quanto ao número e comprimento das folhas; número e 
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comprimento das raízes; massa seca; e teores de fitormônios. Todos os 

bioensaios de propagação de orquídeas foram realizados no Laboratório de 

Micropropagação Vegetal do Departamento de Botânica da Universidade 

Federal do Paraná (UFPR). 

 

2.3. Determinação dos fitormônios nos protocormos e plântulas de C. 

warneri produzidos in vitro 

Os protocormos produzidos durante a etapa de germinação assimbiótica 

e as plântulas obtidas após o transplantio foram avaliados quanto ao teor de 

fitormônios, com o objetivo de correlacionar as respostas de morfogênese com 

as respostas fisiológicas. A extração dos fitormônios foi realizada seguindo 

metodologia adaptada de Großkinsky et al. (2014) que consiste na maceração 

do material vegetal em nitrogênio líquido, extração utilizando etanol 80% e 

separação dos compostos por cartuchos de extração em fase sólida (SPE) para 

remoção de contaminantes da amostra. Os extratos vegetais foram avaliados 

seguindo metodologia descrita por Mazepa et al. (2021), e consiste na análise 

por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrômetro de massas 

(HPLC-MS). A correlação dos resultados dos extratos vegetais foi realizada 

comparando os tempos de retenção dos compostos com os padrões de 

fitormônios trans-zeatina, dihidrozeatina, zeatina ribosídeo, cinetina, cinetina 

ribosídeo (KR), benziladenina, benziladenosina, ácido giberélico, ácido indol 

acético e ácido abscísico. 

 

2.4. Análise estatística 

Todos os parâmetros foram avaliados estatisticamente aplicando análise 

de variância (ANOVA) seguida de Teste de Tukey para determinação das 

diferenças entre as médias de todos os tratamentos. Dados com p valor menor 

que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos os gráficos 

foram gerados a partir do software GraphPad Prism 8 (version 8.0.2 GraphPad 

software inc., 2010, San Diego, USA). 

 

3. Resultados e Discussão 

Os resultados do teste do tetrazólio para determinação da viabilidade 

das sementes de C. warneri permitiu identificar três categorias de resposta: 
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Sementes viáveis (86 ± 3%), caracterizadas pela intensa coloração avermelhada 

do embrião no interior da semente; Sementes inviáveis (3 ± 0,5%), caraterizadas 

pela ausência de pigmentação avermelhada no embrião, embora este seja 

visível; e Palha (11 ± 1%), caracterizadas pela ocorrência apenas do tegumento 

externo da semente e pela ausência do embrião (Figura 1). 

 

 
Figura 4. Teste de viabilidade das sementes de C. warneri. 

 

 

A determinação da viabilidade das sementes utilizadas nos protocolos 

de propagação de orquídeas é de fundamental importância, uma vez que as 

sementes são desprovidas de endosperma e os processos de germinação são 

mais exigentes quando comparados com outras espécies vegetais. O elevado 

percentual de viabilidade observado para as sementes de C. warneri indica que 

as metodologias de coleta e armazenamento das sementes foi adequado, o que 

permite avaliar de forma mais objetiva as respostas morfológicas e fisiológicas 

das plantas frente ao uso do extrato como aditivo no meio de cultura na 

germinação assimbiótica. 

A germinação de sementes de orquídeas apresenta estádios de 

desenvolvimento específicos e bem definidos: Absorção de água e 

intumescimento das sementes; desenvolvimento de embrião clorofilado; 

rompimento da testa e exposição de um embrião globular; desenvolvimento do 

ápice foliar; e formação de folhas. De acordo com Jorge, Abrão e Suzuki (2015) 

as sementes são consideradas germinadas ao apresentarem embrião 

intumescido, clorofilado e com a testa rompida. Decorridos 90 dias da semeadura 

todos os tratamentos foram considerados germinados, diferindo 
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morfologicamente entre si pelo estádio de desenvolvimento. A Figura 2 ilustra as 

características morfológicas dos protocormos de C. warneri após 90 dias de 

semeadura. 

 

 

Figura 5. Protocormos produzidos por germinação assimbiótica após 90 dias. 

 

 

Ao final do período de germinação, o tratamento controle (sem adição 

de extrato) apresentou protocormos clorofilados com presença de ápice foliar em 

início de desenvolvimento, no entanto, quando comparado com os demais 

tratamentos, destaca-se a diferença de volume dos protocormos. Os tratamentos 

com 0,5 e 4,0 g L- 1 de extrato aquoso de D. subspicatus apresentaram 

protocormos com início de desenvolvimento de folhas. Qualitativamente, os 

tratamentos com 1,0 e 2,0 g L-1 de extrato apresentaram maior desenvolvimento, 
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com protocormos com uma ou mais folhas desenvolvidas, diferindo dos demais 

tratamentos, ainda que o tratamento 1,0 g L-1 tenha apresentados folhas mais 

bem desenvolvidas. O tratamento com maior concentração de extrato (8,0 g L-1) 

foi o que apresentou menor desenvolvimento, com a formação de ápice foliar 

apenas, embora tenha apresentado maior volume entre todos os tratamentos.  

Em síntese, uma análise qualitativa dos estádios de desenvolvimento 

dos protocormos após 90 dias de semeadura indica que a adição do extrato de 

D. subspicatus possui efeito promotor de crescimento na germinação 

assimbiótica de sementes de C. warneri, com maior desenvolvimento para 

concentração de 1,0 g L-1 e inibição/retardamento do desenvolvimento para a 

maior concentração de extrato com 8,0 g L-1. Os resultados referentes à 

germinação servem de indicativo da ação bioestimulante do extrato de D. 

subspicatus sobres os estádios de desenvolvimento das sementes de C. warneri 

germinadas in vitro. 

Os estádios de desenvolvimento observados no presente estudo são 

mais avançados aos observados por Jorge, Abrão e Suzuki (2015), que 

descrevem a germinação de assimbiótica de Cattleya warneri em meio de cultura 

MS/2 e relatam que na avaliação de 90 dias foram registrados apenas 

protocormos intumescidos e clorofilados. Esse resultado indica que a utilização 

do extrato aquoso de D. subspicatus como aditivo no meio de cultura para 

germinação assimbiótica da orquídea C. warneri promove a obtenção de 

plântulas melhor desenvolvidas em intervalo de tempo menor do que os 

protocolos disponíveis na literatura científica. 

Para complementar as análises de avaliação dos estádios de 

desenvolvimento das sementes germinadas, foi determinada a massa seca dos 

protocormos obtidos em cada tratamento ao final dos 90 dias de cultivo. A Figura 

3 apresenta os resultados de massa seca para 100 protocormos de cada 

tratamento. 
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Figura 6. Massa seca dos protocormos após 90 dias de germinação. 

 

 

Os resultados da determinação da massa seca dos protocormos 

resultantes dos 90 dias de germinação assimbiótica refletem os resultados dos 

estádios de desenvolvimento e corroboram a avaliação qualitativa do volume dos 

protocormos. O tratamento com 8,0 g L-1 de extrato aquoso apresentou maior 

massa seca dentre os demais, enquanto os tratamentos 0,5; 1,0; 2,0; e 4,0 g L-1 

não diferem significativamente entre si, e o tratamento controle sem adição de 

extrato aquoso apresentou o menor resultado de massa seca. Assim como na 

avaliação do desenvolvimento dos protocormos, a adição do extrato aquoso ao 

meio de cultura permitiu maior crescimento dos protocormos quando 

comparados ao controle. Vale destacar que apesar de o tratamento com maior 

concentração de extrato (8,0 g L-1) não resultar em protocormos tão bem 

desenvolvidos como nas outras concentrações, permitiu o maior ganho de 

massa, resultando em aproximadamente o dobro da biomassa registrada no 

tratamento controle.  

Os trabalhos que se dedicam a avaliação da germinação de orquídeas 

in vitro objetivam em sua maioria o desenvolvimento de protocolos para a 

propagação e obtenção de plântulas, por essa razão não foram encontrados 

resultados na literatura que permitissem uma comparação da biomassa dos 

protocormos sob efeito do extrato aquoso com outras condições de cultivo. Ainda 

assim, a correlação entre a avaliação dos estádios de desenvolvimento dos 

protocormos com a biomassa produzida permite inferir que a concentração de 
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1,0 g L-1 permite o equilíbrio entre a divisão celular e os processos de 

morfogênese. 

A fim de avaliar a resposta fisiológica dos protocormos desenvolvidos na 

germinação em resposta a adição do extrato, foram realizadas extrações com 

solução etanólica (80% v v-1) dos protocormos após 90 dias da semeadura para 

determinação dos fitormônios por HPLC-MS. A análise permitiu identificar um 

composto com eluição em 9,8 min e através da comparação do tempo de 

retenção e dos espectros de massas dos fitormônios utilizados para confecção 

da curva de referência foi possível identificar a presença da citocinina cinetina 

ribosídeo. Com base na avaliação dos extratos de cada tratamento é possível 

indicar que o tratamento controle não apresentou a presença dessa citocinina, 

enquanto os tratamentos contendo extrato da microalga D. subspicatus 

favoreceram a biossíntese de cinetina ribosídeo pelos protocormos em 

desenvolvimento durante a germinação assimbiótica.  

Pintos et al. (2002) avaliaram os níveis de citocininas endógenos em 

explantes de pecíolo de Medicago arbórea e em calos embriogênicos e não 

embriogênicos induzidos a partir de explantes de pecíolo e observaram a 

aplicação de citocininas exógenas induzia o aumento da síntese das citocininas 

endógenas após o primeiro mês de cultivo. Os autores argumentam que os 

processos de morfogênese, organogênese e embriogênese in vitro dependem 

do equilíbrio entre os reguladores aplicados externamente e os fitormônios 

presentes no explante. Esses resultados auxiliam a explicar a ausência de 

cinetina ribosídeo no tratamento controle, sem aplicação da zeatina presente no 

extrato aquoso. 

A quantificação de cinetina ribosídeo por HPLC-MS juntamente com os 

rendimentos da extração etanólica dos protocormos serviram para determinar a 

razão mássica dessa citocinina na biomassa vegetal. A Figura 4 apresenta os 

resultados da quantificação de cinetina ribosídeo nos protocormos produzidos 

por germinação assimbiótica de sementes de C. warneri. 
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Figura 4. Quantificação de cinetina ribosídeo nos protocormos. 

 

 

É possível destacar que os maiores teores de cinetina ribosídeo 

presentes na biomassa dos protocormos foram observados nas concentrações 

de 1,0; 2,0; e 4,0 g L-1 de extrato de microalgas, com aproximadamente 2,8 ng 

de KR por mg de biomassa vegetal, não diferindo significativamente entre si. Em 

seguida aparece o tratamento com 0,5 g L-1 de extrato, com 2,0 ng mg-1; e a 

concentração de 8,0 g L-1 com 1,8 ng mg -1. O tratamento controle foi o único a 

não apresentar conteúdo de cinetina ribosídeo no extrato etanólico obtido da 

biomassa dos protocormos. 

As citocininas ocorrem de forma livre ou glicosiladas nos tecidos 

vegetais, como é o caso da cinetina ribosídeo, que está associada ao aumento 

da divisão celular, alongamento dos tecidos e formação de parte aérea 

(SAKAKIBARA, 2006). Os elevados teores de KR nos protocormos dos 

tratamentos com 1,0; 2,0; e 4,0 g L-1 quando comparados aos demais 

tratamentos podem explicar os resultados da avaliação dos estádios de 

desenvolvimento dos protocormos. Enquanto esses tratamentos apresentaram 

protocormos com folhas desenvolvidas, os demais tratamentos apresentaram 

apenas o surgimento dos ápices foliares. Como a KR é uma citocinina e tem 

papel nos processos de organogênese associados à parte aérea, é condizente 

a presença de maiores concentrações desse regulador nos protocormos mais 

desenvolvidos.  
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Sequencialmente à etapa de germinação assimbiótica e obtenção de 

protocormos com ápices foliares ou folhas desenvolvidas, os protocormos foram 

transplantados para novas placas de Petri contendo meio MS/2 nas mesmas 

condições de cultivo. Para essa etapa o tratamento com 8,0 g L- 1 foi excluído, 

uma vez que essa concentração retardou/inibiu o desenvolvimento dos 

protocormos. A etapa de transplantio teve por objetivo a produção de plântulas 

com sistema foliar e radicular plenamente desenvolvidos e teve duração de 120 

dias de cultivo. Ao final desse período, as plântulas foram avaliadas quanto ao 

número e comprimento de folhas produzidas, número e comprimento de raízes, 

massa seca das plântulas e teor de fitormônios (Figura 5).  

 

 
Figura 5. Plântulas de orquídeas produzidas após transplantio. 
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Todos os tratamentos produziram plântulas com folhas e raízes 

desenvolvidas, diferindo entre si pelo tamanho das plântulas, e pela 

complexidade dos sistemas foliar e radicular. Apesar de o tratamento controle 

ter produzido protocormos pouco desenvolvidos na etapa de germinação anterior 

ao transplantio, nessa etapa foram obtidas plântulas completas. Assim como o 

tratamento controle, os demais tratamentos com diferentes concentrações de 

extrato aquoso resultaram em plântulas com sistema foliar e radicular bem 

desenvolvido.  

Quando avaliados os resultados referentes à formação do sistema foliar, 

é possível destacar que o tratamento com adição de 1,0 g L-1 de extrato de 

microalgas resultou em plântulas com maior número de folhas e maior 

comprimento total de folhas dentre todos os tratamentos (Figura 6-A). 

 

 
Figura 6. Número (A) e comprimento (B) das folhas das plântulas de orquídeas. 



Microalgas: potenciais aplicações e desafios                            78 

Com base nos resultados destacados na Figura 6-A nota-se o maior 

número de folhas por plântula registrado no tratamento com 1,0 g L-1 (4,16 ± 0,7), 

com diferença significativa em relação ao tratamento controle (3,48 ± 0,5) e às 

demais concentrações de extrato, exceto para 0,5 g L-1 (3,68 ± 0,6). De maneira 

semelhante, quando comparados os resultados referentes ao comprimento total 

das folhas de cada plântula obtida nos diferentes tratamentos, é possível 

destacar a mesma tendência, com os melhores resultados referentes ao 

tratamento com 1,0 g L-1 de extrato diferindo significativamente de todas as 

outras condições. Em seguida aparecem o tratamento controle; 0,5; 2,0 e 4,0 g 

L-1, respectivamente (Figura 6-B). Assim como observado na etapa de 

germinação assimbiótica, os tratamentos contendo maiores concentrações de 

extrato aquoso de D. subspicatus apresentaram algum grau de inibição no 

desenvolvimento do sistema foliar dos explantes. A avaliação do número de 

raízes formadas em cada plântula indica não haver diferença entre o tratamento 

controle e as menores concentrações de extrato (0,5 e 1,0 g L-1), sendo estes os 

melhores resultados, seguidos das concentrações 2,0 e 4,0 g L-1 (Figura 7-A). 

A avaliação da massa seca das plântulas obtidas ao final dos 120 dias de 

cultivo mostrou que os tratamentos controle e 1,0 g L-1 não diferem 

significativamente um do outro, sendo estes os melhores resultados observados. 

Na sequência aparecem os tratamentos com 0,5; 2,0 e 4,0 g L-1 de extrato de D. 

subspicatus no meio de cultura (Figura 8). Os dados de número e comprimento 

de folhas e raízes, juntamente os resultados da massa seca das plântulas 

permitem definir que o melhor tratamento foi 1,0 g L-1, uma vez que permitiu o 

desenvolvimento de plântulas superiores aos demais tratamentos, sobretudo no 

que se refere à formação e desenvolvimento do sistema radicular. 
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Figura 7. Número (A) e comprimento (B) das raízes das plântulas de orquídeas. 

 

 

 
Figura 8. Massa seca das plântulas. 
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As plântulas foram ainda avaliadas quanto aos teores de fitormônios 

presentes em sua biomassa. De maneira similar ao observado na quantificação 

de fitormônios dos protocormos, foi possível identificar apenas um tipo de 

regulador vegetal, nesse caso o ácido abscísico. Para sua identificação foram 

comparados os perfis de eluição dos extratos de cada tratamento com a curva 

de referência, permitindo identificar a presença de ABA em 13,1 mim de eluição 

em HPLC-MS. 

Diferente dos dados apresentados para a quantificação de fitormônios 

nos protocormos, que mostraram a presença de KR nos tratamentos com adição 

de extrato de microalgas, mas não no tratamento controle, os resultados das 

plântulas mostraram a presença de ABA em todos os tratamentos. A 

quantificação desse composto mostrou que as plântulas do tratamento com 1,0 

g L-1 de extrato possuem menores teores de ABA em sua biomassa, diferindo 

significativamente dos demais tratamentos. O controle e as concentrações 2,0 e 

4,0 g L-1 não diferem entre si, enquanto a maior concentração de ABA na 

biomassa das plântulas foi observada para o tratamento com 0,5 g L-1 de extrato 

de microalgas (Figura 9).  

 

 
Figura 9. Quantificação de ácido abscísico nas plântulas. 

 

 

Esses resultados corroboram os demais dados de caracterização 

morfológica das plântulas obtidas após o cultivo de 120 dias, uma vez que o 

tratamento que apresentou melhores respostas de desenvolvimento de sistema 
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foliar e radicular, bem como acúmulo de biomassa coincide com a menor 

concentração de ABA em seus tecidos, considerando que este regulador vegetal 

é reconhecido por suas funções relacionadas à inibição do desenvolvimento 

vegetal. 

A correlação dos resultados obtidos nos ensaios com as orquídeas na 

etapa de germinação e na etapa de produção de plântulas, juntamente com os 

resultados de composição do extrato aquoso, permite discutir a ação dos 

componentes do extrato sobre o desenvolvimento das orquídeas in vitro. Ainda 

que os resultados obtidos possam ser atribuídos à presença de fitormônios no 

extrato aquoso, é importante considerar uma possível ação sinérgica entre os 

diferentes componentes do extrato, carboidratos, proteínas, glicosídeos e 

fitormônios. De qualquer maneira, os resultados da utilização do extrato da 

microalga na propagação da orquídea mostraram grande potencial de aplicação. 

 

4. Conclusão 

A propagação in vitro de plantas de orquídeas é uma ferramenta 

fundamental nas estratégias de recuperação de espécies ameaçadas de 

extinção e na produção de plantas para o mercado de flores sem ocasionar a 

sobre-exploração das espécies em seus ambientes de ocorrência natural. Com 

base na importância desse processo, a utilização do extrato aquoso da microalga 

D. subspicatus como aditivo ao meio de cultura de propagação apresenta 

elevado potencial biotecnológico, uma vez que os resultados obtidos nas etapas 

de germinação assimbiótica e produção de mudas foram muito promissoras. 

As respostas fisiológicas observadas indicam que a ação exógena dos 

compostos do extrato possui influência nos níveis endógenos de citocininas 

como a cinetina ribosídeo, o que acabou por favorecer as respostas de 

morfogênese nos protocormos. Da mesma forma, os níveis de ácido abscísico 

registrados nas plantas ao final de 120 dias de cultivo correlacionam-se com o 

desenvolvimento dos sistemas foliar e radicular observados. 
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