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Cultivo in vitro de Epidendrum nocturnum (Orchidaceae)
ocorrente no Cerrado da regiao Centro-Oeste

In vitro culture of Epidendrum nocturnum (Orchidaceae)
occurring in the Cerrado in Central-West region
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Resumo

As orquideas podem ser propagadas in vitro em meios de cultivo assépticos ou em simbiose com fungos
micorrizicos. Epidendrum nocturnum ocorre em areas de Cerrado e neste estudo objetivou-se a visualiza¢ao
de fungos micorrizicos em suas raizes bem como o cultivo assimbidtico de suas plantulas em diferentes meios
¢ a micorrizagao in vitro. No desenvolvimento assimbidtico testou-se trés meios de cultura em um ensaio e,
em outro ensaio, foram testadas formulagdes alternativas do meio Knudson C modificado, com a adigao de
polpa de frutas. Fungos micorrizicos de orquideas foram usados na micorrizagdo in vitro. Pelotons foram
visualizados nas raizes de E. nocturnum. O meio Knudson C modificado diferiu estatisticamente dos demais,
nas duas intensidades luminosas, no primeiro ensaio. No segundo ensaio, apos sete meses, 0s meios com
formulagdo alternativa ndo diferiram estatisticamente entre si. Na micorrizagdo in vitro as plantulas com o
isolado fungico En07 (Waitea circinata) apresentaram maior vigor visual em relagio aos demais tratamentos,
mas ndo houve diferenga estatistica com o controle. Os meios com formulagao alternativa ¢ o Knudson C
modificado podem ser utilizados no desenvolvimento in vitro de E. nocturnum e o isolado En07 pode ser
usado na micorrizagdo visando estratégias de conservacao desta orquidea.

Palavras-chave: orquidea, desenvolvimento assimbiotico, micorrizagio, fungo.

Abstract

Orchids can be propagated in vitro in aseptic culture media or in symbiosis with mycorrhizal fungi. Epidendrum
nocturnum occurs in areas of Cerrado and this study aimed to mycorrhizal fungi visualization in their roots
and its asymbiotic growing their seedlings in different media and in vitro mycorrhization. In asymbiotic
development was tested three culture in a test and, another test, alternative formulations of medium Knudson C
modified with addition of fruit pulp. Mycorrhizal fungi orchids were used in in vitro mycorrhization. Pelotons
were visualized in the roots of E. nocturnum. The medium Knudson C modified statistically different from
the others, the two light intensities, in the first test. In the second test, after seven months, with the alternative
formulation means were not statistically different from each other. /n vitro mycorrhization plantlets with
isolated fungal En07 (Waitea circinata) showed greater visual effect compared to other treatments, but there
was no statistical difference with control. The media with alternative formulation and Knudson C modified can
be used in vitro development of E. nocturnum, and the isolated fungal En07 can be used in order mycorrhization
of this orchid conservation strategies.

Key words: orchid, asymbiotic development, mycorrhization, fungus.
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Introducao

O cultivo in vitro de orquideas ¢ a melhor
alternativa de propagagao visto que, naturalmente,
a porcentagem de germinagdo de sementes ¢
baixa e a propagacdo vegetativa ¢ lenta. As
plantulas cultivadas em meios completamente
assépticos apresentam sobrevivéncia baixa
quando transferidas para seu habitat de ocorréncia
natural (Wu et al. 2011; Aewsakul et al. 2013).
Na natureza, as orquideas associam-se a fungos
micorrizicos visando suprir a demanda por
nutrientes tanto na germina¢do de sementes
quanto no desenvolvimento inicial das plantulas
(Rasmussen & Rasmussen 2009; Hossain et
al. 2010). Durante a associa¢do micorrizica
o fungo coloniza células das raizes formando
pelotons (hifas enoveladas) que sdo digeridos pela
orquidea que, em contrapartida, fornece nutrigdo
¢ protecdo ao fungo (Rasmussen & Rasmussen
2009; Dearnaley ef al. 2012). Os principais fungos
micorrizicos obtidos de orquideas no Brasil
pertencem aos géneros Rhizoctonia sp., Epulorhiza
sp., € Ceratorhiza sp. (Nogueira et al. 2005; Pereira
et al. 2011; Gongalves et al. 2014).

As orquideas possuem limitacdes que
dificultam a germinagdo de sementes como, por
exemplo, a espessura da parede das células do
tegumento envoltorio do embrido e a quantidade de
endosperma presente no embrido que, muitas vezes,
¢ insuficiente para a germinagdo (Arditti & Ghani
2000). As plantulas de orquideas podem ser obtidas,
em laboratdrio, tanto por germinagao assimbidtica
in vitro, utilizando meios de cultivo assépticos
(Hossain et al. 2010; Favetta et al. 2014), quanto
germinagdo simbidtica com fungos micorrizicos
(Zettlet et al. 2007) ou, ainda, micorrizacao de
plantulas provenientes de germinagao assimbiotica
(Wu et al. 2011).

Os meios de cultivo utilizados na germinagao
e desenvolvimento de orquideas s3o compostos
por macro e micronutrientes, vitaminas e sais
minerais (Murashige & Skoog 1962). Estes meios
podem ser modificados, com a adi¢do de polpa de
frutas ou fertilizantes comerciais, visando melhor
desenvolvimento e maior vigor de plantulas
(Stewart & Kane 2006; Pascoal et al. 2009). O uso
de polpa de frutas dificulta a reprodutibilidade dos
resultados obtidos devido a variagdo nutricional,
todavia ha o barateamento do processo de obtengao
de plantulas em larga escala ¢ a facilitag@o técnica
para produtores pouco especializados (Thompson
etal. 2006; Ferreira et al. 2010; Favetta et al. 2014).
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A orquidea Epidendrum nocturnum Jacq.
pode ser rupicola ou epifita, com flores amarelo-
esverdeadas e labelo em formato de ‘lago’. E uma
planta que apresenta pequeno porte, o que pode
facilitar o uso ornamental em vasos ou caules de
plantas lenhosas e, ainda, possui aroma noturno
agradavel (“night scented orchid”). E relatada sua
importancia conservacionista na Flérida, EUA
(Zettlet et al. 2007) e ocorre em alguns estados
brasileiros, inclusive em campos rupestres de
Cerrado da regido Centro-Oeste (Zappi et al. 2015).

Ha poucos relatos na literatura cientifica
sobre orquideas ocorrentes no Cerrado o que
ressalta a importancia de trabalhos que busquem
esclarecer as associagdes micorrizicas e suas
estratégias de conservagdo. Além disso, também ¢
importante intensificar os estudos de micorrizagao
de plantulas obtidas de germinagao assimbiotica in
vitro bem como o uso de meios de cultivo in vitro
que sejam mais baratos e de facil utilizagdo (Wu
et al. 2011; Aewsakul et al. 2013; Favetta et al.
2014). Nesse contexto, o presente estudo objetivou
a visualiza¢do de fungos micorrizicos em raizes
de E. nocturnum provenientes de area de Cerrado
bem como desenvolvimento assimbidtico in vitro
em diferentes meios de cultivo e a micorrizagao in
vitro de plantulas.

Material e Métodos

Conducao dos ensaios e obtencao de

material vegetal

Os experimentos foram conduzidos nos
Laboratérios de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), de Anatomia Vegetal e de Genética de
Microrganismos (LGM) do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB 4) da Universidade Federal de
Goias (UFG), Goiania - Goias, Brasil. As raizes
de Epidendrum nocturnum foram coletadas na
Reserva Biologica Prof. José Angelo Rizzo - Serra
Dourada (16°4°36,4’S, 50°11°16,9”W, 1006 m de
altitude), Goias - Brasil. As sementes utilizadas na
germinagao assimbidtica foram obtidas de capsulas
polinizadas manualmente, artificialmente, e abertas
apos cinco meses de maturagao.

Visualizagao de fungos nas raizes

Foram utilizadas amostras radiculares de trés
plantas de E. nocturnum (Fig. 1a) coletadas em
ambiente natural. Nas observagdes em microscopia
optica (MO) o preparo dos cortes histologicos
¢ a visualizagdo dos fungos micorrizicos foram
realizados de acordo com Gongalves et al. (2014).
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Figura 1 — a. Epidendrum nocturnum, planta em area de Cerrado; b. hifa conectiva entre pelotons degradados de
células vizinhas; c. Pelotons intactos nas células do cértex radicular de E. nocturnum; d. Peloton intacto visualizado
em Microscopia eletrénica de Varredura (MEV); e. protocormos de E. nocturnum obtidos por germinagdo assimbidtica
em meio Knudson C modificado; f. plantulas com o isolado fingico En07 (Waitea circinata) sessenta dias apds a
micorrizagdo. (Escalas: a,f= 1 cm; b,c = 50 ym; d = 10 pm; e = 1 mm).

Figure 1 — a. Epidendrum nocturnum, plant in the Cerrado area; b. hyphae connective between degraded pelotons of neighboring cells;
c. intact pelotons in cells of the root cortex of E. nocturnum; d. intact peloton visualized on scanning electronic microscopy (SEM); e.
protocorms of E. nocturnum obtained by asymbiotic germination in Knudson C modified medium,; f. plantlets with isolated fungal En07
(Waitea circinata) sixty days after the in vitro mycorrhization. (Scales: a,f=1 c¢m; b,c = 50 um; d = 10 ym; ¢ = 1 mm).
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Para as observagdes em microscopia eletronica
de varredura (MEV) foram usados fragmentos
radiculares com 1 ¢cm de espessura, o preparo
das amostras foi conforme Sena et al. (2013)
e as visualizagdes realizadas no Laboratério
Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucao
(LabMic), no Instituto de Fisica da UFG.

Germinacao assimbidtica de sementes

Foram testados quatro meios: MS
(Murashige & Skoog 1962); MS com metade de
macronutrientes (MS '2); Knudson C modificado
por Arditti (1977) e meio de cultura simplificado
(agua de coco verde, banana nanica no estadio
2 de maturacgdo e adubo Foliar - Peter’s® NPK
20-20-20). Todos os meios foram acrescidos com
30 g/L!' de sacarose e 7 g/L' de agar (Material
Suplementar). Os frascos foram mantidos a 24+2°C
com 2760 lux de luminosidade (Ponert et al.
2011) e fotoperiodo de 16/8 h (Claro/Escuro) com
lampada fluorescente tubular Sylvania® (F20 W
T-12) branca 402, 20 ymol m™ s™! (Pornpienpakdee
et al. 2011). Foram avaliados os estadios de
germinacdo de acordo com a escala de notas de
0 a 5 (Stewart & Kane 2006). Uma parte das
plantulas obtidas neste ensaio de germinagao foi
utilizada no desenvolvimento das proximas etapas
deste trabalho ¢ a outra parte utilizada em demais
pesquisas do LCTV.

Desenvolvimento in vitro de plantulas

Foram conduzidos ensaios de
desenvolvimento in vitro com os meios Knudson
C modificado por Arditti (1977), MS modificado
(acrescido de horménios) e MS (Suplemento 1).
A unidade experimental foi um frasco de 150
mL contendo 30 mL de meio e seis plantulas
com tamanho de 0,5+0,1 cm. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com trés
tratamentos e trinta repetigoes. Foram conduzidos
dois experimentos simultdneos, com intensidades
luminosas de 3720 ¢ 1800 lux, que foram mantidos
a 24+2°C e fotoperiodo de 16/8 h (Ponert et al.
2011; Pornpienpakdee ef al. 2011). O ntimero de
folhas, altura da parte aérea (cm), o numero de
brotagdes e o tamanho da maior raiz (cm) foram
avaliados apoés sessenta dias.

Foi conduzido um ensaio de desenvolvimento
comparando o meio Knudson C modificado por
Arditti (1977) com suas formulagdes alternativas:
Knudson C acrescido de banana; Knudson C
acrescido de abacaxi e Knudson C acrescido de
banana, abacaxi e agua de coco (Suplemento 1).

Silva, C.S. et al.

A unidade experimental foi um frasco de 150
mL contendo 30 mL de meio e seis plantulas
com tamanho de 0,5+0,1 cm. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado
com quatro tratamentos e cinquenta repetigdes.
O experimento foi conduzido com intensidade
luminosa de 3720 lux, temperatura de 2442°C ¢
fotoperiodo de 16/8 (Claro/Escuro). O ntimero de
folhas, altura da parte aérea (cm), o numero de
raizes, o tamanho da maior raiz (cm), o nlimero
de brotagdes e a porcentagem de sobrevivéncia
de plantulas foram avaliados ap6s sete meses. Os
dados de porcentagem de sobrevivéncia foram
transformados utilizando-se arc sen \x/100. Todos
os dados do crescimento in vitro foram submetidos
a analise de variancia ¢ a comparacdo de médias
pelo teste Tukey (P < 0,05), utilizando o Software
R versao 2.11.0.

Na micorrizagdo in vitro o delineamento
foi o inteiramente casualizado com 9 tratamentos
e 35 repeti¢des. A unidade experimental foi um
frasco de vidro (300 mL) preenchido com 100 g
de substrato esfagno (Sphagnum sp.) previamente
autoclavado ¢ umedecido com 40 mL de agua
destilada. Foram utilizados fungos micorrizicos
das orquideas E. nocturnum (En), Cyrtopodium
saintlegerianum Rchb. f. (Cs), obtidos por Sousa
(2012), e Cyrtopodium vernum Rchb. F. &
Warm (Cv), obtidos por Gongalves et el. (2014),
que fazem parte da Colecdo Permanente de
Microrganismos do LGM.

Os tratamentos foram: Cs02 (Epulorhiza
sp.), Cs10 (Epulorhiza sp.), Cs21 (Epulorhiza
sp.), En03 (Epulorhiza sp.), En05 (Epulorhiza sp.),
En07 (Waitea circinata - Rhizoctonia zeae), En24
(Rhizoctonia sp.), Cv17 (Epulorhiza sp.) e controle
(sem fungo). Cada frasco recebeu cinco plantulas
(com trés folhas e 0,5+0,1 cm de parte aérea) e
um disco de 9 mm de didmetro com o micélio
fungico. O ntimero de folhas, altura da parte aérea
(cm), o niimero de brotagdes e a porcentagem
de sobrevivéncia de plantulas foram avaliados
apos sessenta dias. Os dados de porcentagem de
sobrevivéncia foram transformados por arc sen
\x/100 e submetidos & anélise de varidncia e a
comparagdo de médias pelo teste Tukey (P <0,05),
utilizando o Software R versdo 2.11.0.

Resultados

Visualizacao de fungos nas raizes

As andalises anatdmicas permitiram
a visualizagdo de pelotons nas células
parenquimaticas da regido cortical das raizes de
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Tabela 1 — Influéncia do meio de cultivo sobre o nimero de folhas, altura da parte aérea (cm), nimero de brotagdes

e tamanho da raiz (cm) em plantulas de Epidendrum nocturnum ap6s sessenta dias de cultivo assimbidtico in vitro.
Table 1 — Effect of culture media on the number of leaves, shoot height (cm), number of shoots and root size (cm) in Epidendrum

nocturnum plantlets after sixty days of in vitro asymbiotic cultivation.

N de folhas Altura (cm) N de brotagdes Maior raiz (cm)
Meio de cultivo
3720 lux 1800 lux 3720 lux 1800 lux 3720 lux 1800 lux 3720 lux 1800 lux
Knudson C 376a™ 423 a I,L1la 1,07a 4,09 a 6,23 a 0,75a 142a
MS mod® 353a 247 ¢ 0,61b 0,55b 436a 3,16b 0,57a 0,52b
MS 376 a 337b 0,58b 0,70 b 383a 336b 0,78 a 1,55a

" Meio MS modificado (acrescido de 4 mg de auxina e 1 mg de citocinina).

" Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas, para cada pardmetro ¢ para cada intensidade luminosa, na coluna no diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

E. nocturnum (Fig. 1b-d). Pelotons degradados
(Fig. 1b) e intactos (Fig. 1c,d) foram observados.
Portanto, ha associacdo natural entre plantas de
E. nocturnum e fungos micorrizicos visto que
as raizes foram coletadas em area de Cerrado.
Também foi observada a presencga de hifa
conectiva entre pelotons degradados que ocorrem
em células vizinhas (Fig. 1b) indicando que haja a
colonizacdo de uma nova célula como estratégia
de manutencdo da associa¢do micorrizica.

Germinacao assimbidtica de sementes

No ensaio de germinagdo assimbidtica in
vitro foram obtidos protocormos de E. nocturnum
(Estadio 3) quinze dias apos a semeadura nos
meios MS, MS % e Knudson C modificado (Fig.
le). No meio com Formulagdo Simplificada
observou-se intumescimento dos embrides e
formagdo de rizoides (Estadio 2) somente trinta
dias apos a semeadura (dados ndo publicados).

Desenvolvimento in vitro de plantulas

Nos ensaios de desenvolvimento in vitro,
para a intensidade luminosa de 3720 lux
observou-se que o meio Knudson C modificado
diferiu estatisticamente dos meios MS e MS
> apenas na altura de plantulas (Tab. 1). Na
intensidade de 1800 lux o Knudson C modificado
diferiu dos demais para nimero de folhas, altura
de plantulas e numero de brotacdes (Tab. 1).

Foram testados outros meios e verificou-se
apos sete meses que os tratamentos nao diferiram
estatisticamente quanto a nimero de folhas, altura
e namero de brotagdes. Os meios com formulagao
alternativa ao Knudson C modificado (acrescidos
com polpas de banana, abacaxi ou d4gua de coco)
proporcionaram maior numero e¢ tamanho de
raizes. O meio acrescido de banana proporcionou
maior porcentagem de sobrevivéncia, mas ndo
diferiu do Knudson C acrescido de abacaxi
(Tab. 2).

Tabela 2 — Efeito de diferentes meios de cultivo nas caracteristicas nimero de folhas, altura da parte aérea (cm), nimero

de raiz, tamanho da raiz (cm), nimero de brotagdes e sobrevivéncia (%) de plantulas de Epidendrum nocturnum.
Table 2 — Effect of different culture media on the number of features leaves, shoot height (cm), root number, root size (cm), number of

shoots and survival (%) of Epidendrum nocturnum plantlets.

Tratamento Ne folhas Altura N° raizes Tam.anho da N° brotacdes Sobrevivéncia
(cm) raiz (cm) (%)

Knudson C modificado por Arditti 30a" 046a 1,14b 0,02b 1,82a 86b

(1977)

Knudson C acrescido de banana 3,76 a 045a 37a 0,41 ab 33a Na

Knudson C acrescido de abacaxi 326a 0,39a 428 a 0,65 a 246a 88 ab

Knudson C acrescido de agua de coco, 2,92 a 0,52a 4,04 a 0,58 a 2,34 a 82b

banana e abacaxi

" Médias seguidas pelas mesmas letras, para cada variavel na coluna nio diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

Rodriguésia 67(4): 1083-1091. 2016



1088

Na micorriza¢do in vitro observou-se
que o isolado En07 (W. circinata) nao diferiu
estatisticamente do controle (Tab. 3). Contudo,
com o isolado En07 as plantulas apresentaram
aspecto visual mais vigoroso do que com os

Silva, C.S. et al.

demais fungos. Além disso, as plantulas nao foram
sobrepostas pelas hifas do En07 o que facilita a
observagdo do desenvolvimento (Fig. 1f) bem
como o manuseio das plantulas em uma posterior
aclimatizacdo.

Tabela 3 — Numero de folhas, altura da parte aérea (cm), nimero de raiz, nimero de brotagdes e sobrevivéncia (%)

de plantulas de Epidendrum nocturnum sessenta dias apds a micorrizagao in vitro.
Table 3 — Number of leaves, shoot height (cm), root number, number of shoots and survival (%) of Epidendrum nocturnum plantlets

sixty days after the in vitro mycorrhization.

Tratamento Género Ne° de folhas Altura (cm) N° de brotacdes Sobrevivéncia (%)

Cs02 Epulorhiza sp. 0,73 d 0,18 cd 0,06 a 17d

Csl0 Epulorhiza sp. 0,8 cd 0,12d 0,13a 80 b

Cs21 Epulorhiza sp. 0,4d 0,07d Oa 14d

En03 Epulorhiza sp. 3,73 a 0,49 ab 0,20 a 100 a

En05 Epulorhiza sp. 2,27 a 0,43 abc 0,26 a 80 b

En07 W. circinata 3,26 a 0,52 a 0,26 a 100 a

En24 Rhizoctonia sp. 1,0 bed 0,22 bed 0,13a 27 ¢

Cvl7 Epulorhiza sp. 2,33 ab 0,47 abc 0,26 a 74 b

- Controle 2,26 abc 0,61 a 0,26 a 100 a
Discussio cultivadas tanto em meio MS quanto em meios

Epidendrum nocturnum possui pelotons
em suas raizes e, portanto, apresenta associagao
micorrizica como visto também para as espécies
Epidendrum dendrobioides Thumb. (Nogueira et
al. 2005) e Epidendrum secundum Jacq. (Pereira
et al. 2011). Fungos Micorrizicos de Orquideas
(FMOs) pertencem ao género Rhizoctonia sp.
(Epulorhiza sp., e Ceratorhiza sp., dentre outras
sinonimias) e fornecem beneficios as plantas tanto
na germinagdo de sementes bem como na fase
adulta (Rasmussen & Rasmussen 2009; Dearnaley
etal. 2012).

No presente estudo testou-se o
desenvolvimento in vitro de E. nocturnum nos
meios MS, MS acrescido de hormonios, Knudson
C modificado por Arditti (1977) e também foram
testados meios com formulacdo alternativa, com
adicao de polpa de frutas ao meio Knudson C
modificado. Notou-se que o meio Knudson C
modificado por Arditti (1977) e suas formulag¢des
alternativas sdo eficientes no desenvolvimento das
plantulas da orquidea.

Favetta et al. (2014) verificaram que plantas
da orquidea Vanda tricolor Lindl. podem ser

alternativos, como o simplificado a base de
fertilizante Biofert® e o MS acrescido de polpa
de banana. Pascoal et al. (2009) constataram
que o uso de polpa de banana nanica melhorou o
desempenho do meio Knudson C na multiplicagdo
in vitro de Cattleya loddigesii Lindl., orquidea de
apelo ornamental. Ferreira et al. (2010) testaram
a germinagdo ¢ desenvolvimento in vitro de
Baptistonia pubes (Lindl.) Chiron & V.P. Castro,
orquidea epifita, e notaram que o meio a base
de banana nanica foi mais eficiente do que o
meio MS para esta espécie. Embora dificultem
a reprodutibilidade dos resultados os meios com
acréscimo de polpa de frutas barateiam os custos
de produgdo de plantulas e tornam mais facil o
processo de obtengdo e cultivo destas plantulas.
No presente estudo, o isolado En07 (/.
circinata) promoveu plantulas mais vigorosas
embora ndo tenha diferido estatisticamente do
controle (sem fungo). As hifas do isolado En07
ndo sobrepuseram plantulas de E. nocturnum o que
facilita a visualiza¢@o ¢ manuseio destas plantulas.
Sousa (2012) verificou germinagdo simbidtica in
vitro de sementes de C. saintlegerianum com o
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Suplemento 1 — Componentes e quantidades de nutrientes usados nos meios de cultivo testados nos ensaios com
sementes e plantulas de Epidendrum nocturnum Jacq. (Valores sem unidades estio em gL™).

Knudson Knudson Knudson Knudson C

MS  Knudson C ¢ acrescido Meio
Componentes MS MS¥% . modificado acrescido acrescido de banana, . .
modificado C o . simplificado
por Arditi de de abacaxi e
1977 banana abacaxi 4gua de coco
Abacaxi 100 33,3
Acido Bérico 0,62 0,62 0,62
Acido Nicotinico 0,1 0,1 0,1
Acutcar Comercial 30
Adubo foliar 2
Agar 7 7 7 7 7 7 7 7 7,5
Agua de coco 100 mL 333mL 100 mL
Auxina 4mg
Banana nanica 100 33,3 100
Citocinica 1 mg
Cloreto de célcio 44 22 44
Cloreto de calcio 0,0025 0,0025 0,0025
Hexa-hidratado
Fosfato biacido de 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
potassio
Fosfato de potassio 17 8,5 17
Glicina 04 04 04
Iodeto de potassio 0,083 0,083 0,083
Mio-inositol 0,1 0,1 0,1
Molibidato de 0,025 0,025 0,025
Saodio Dihidratado
PA.
Na4EDTA.2H20 373 3,73 3,73
Nitrato de amo6nio 165 82,5 165
Nitrato de calcio 1 1 1 1 1
Nitrato de potassio 190 95 190
Piridoxina.HCI 0,1 0,1 0,1
Sacarose 30 30 30 20 20 20 20 20
Sulfato de amonio 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Sulfato de cobre 0,0025 0,0025 0,0025
penta-hidratado
Sulfato de ferro 25 mg 25 mg 25 mg 25 mg 25 mg
Sulfato de 37 18,5 37 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
magnésio
Sulfato de 7,5 mg 7,5 mg 75mg  75mg 7,5 mg
manganés
Sulfato de 1,69 1,69 1,69
Manganés PA ACS
Monohidratado
Sulfato de zinco 0,86 0,86 0,86
Sulfato ferroso 2,78 2,78 2,78
hepta-hidratado
Tiamina. HCI 0,02 0,02 0,02
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isolado En07 foi de 81% e diferiu estatisticamente
de todos os outros tratamentos testados. Zettler
et al. (2007) fizeram a reintrodugdo de plantas
de E. nocturnum germinadas simbioticamente
com fungo proveniente da orquidea Spiranthes
brevilabris Lindl. Contudo, o presente estudo
apresenta a utilizacdo de fungo especifico na
micorrizagdo de E. nocturnum, simulando o que
acontece em ambiente natural. Aewsakul et al.
(2013) testaram a germinagdo de sementes € 0
desenvolvimento de protocormos de Spathoglotis
plicata Blume em diferentes substrados usando
isolados micorrizicos (Epulorhiza sp.) € constataram
maior eficiéncia dos fungos quando comparados
com o controle.

Na germinag¢do e no desenvolvimento
asséptico de orquideas o carbono e os demais
nutrientes sdo fornecidos nos meios de cultivo
(Hossain et al. 2010). Na natureza, as sementes
de orquideas associam-se aos fungos micorrizicos
para suprir a demanda por nutrientes durante a
germinacao (Dearnaley ef al. 2012). A germinagao
simbidtica proporciona a obtenc¢do de plantulas
robustas para a reintroducdo no ambiente natural
(Zettler et al. 2007). A micorrizagdo de plantulas
proporciona maior absor¢do de nutrientes e
protecdo a estresses bidticos e abidticos nas etapas
de aclimatizagdo ou reintrodu¢do no ambiente
natural (Wu et al. 2011; Dearnaley et al. 2012;
Aewsakul et al. 2013).

Assim, os resultados obtidos sugerem que
plantas de E. nocturnum possuem associagao
natural com fungos micorrizicos. Os meios
Knudson C modificado por Arditti (1977) e com
formulacdo alternativa, com adi¢do de polpa
de frutas, sdo eficientes no desenvolvimento de
plantulas de E. nocturnum. Os isolados micorrizicos
podem ser usados na micorrizagdo desta orquidea
proporcionando maior vigor visual as plantulas
aumentando as chances de sobrevivéncia tanto para
comercializag@o quanto para reintroducao.
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