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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar concentracdes de Si e GAjz sobre as
caracteristicas de crescimento e multiplicacdo de orquidea sob luz natural. Plantulas de Cattleya
loddigesii Lindley, oriundas de sementes produzidas por autofecundacdo e germinadas in vitro,
foram submetidas a uniformizagdo, em meio de cultura KC modificado, durante trés meses. Cada
frasco conteve quatro plantulas de aproximadamente 1,0 cm de comprimento (explante) e 15 mL
de meio de cultura KC, acrescido de 2 g L™ de carvdo ativado. Os tratamentos consistiram de
combinacdes de silicato de sédio (0, 5, 10 e 15 mg L™) e GA;3 (0, 5, 10 e 15 mg L™). O meio de
cultura teve seu pH ajustado para 5,8 + 0,1 e solidificado com 5 g L™ de &gar antes do processo
de autoclavagem. As culturas foram mantidas em casa de vegetacdo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 5 repetices e 20 explantes por tratamento. Ao
final de 120 dias foram avaliados numero de folhas, nimero de brotos, nimero de raizes,
comprimento médio de raizes e da parte aérea. O cultivo in vitro de C. loddigesii sob luz natural
dependeu das concentracdes de silicato de sddio e GAs, sendo que os melhores resultados foram
verificados com 0-10 mg L™ de GA; associada a 0-5 mg L™ de silicato de sédio.
Palavras-chave: Cattleya loddigesii, regulador de crescimento, orchidaceae.

ABSTRACT

Concentrations of silicon and GAs in in vitro propagation of orchids under natural light

This study aimed to evaluate concentrations of silicon (Si) and giberelic acid (GAj3) in the
characteristics of growth and multiplication of orchids under natural light. Seedlings of Cattleya
loddigesii, grown from seeds produced by self-fertilization and germinated in vitro, were
submitted to uniformization in modified KC culture medium during three months. Each bottle
contained four plants of approximately 1.0 cm (explant) and 15mL of culture medium KC plus 2
g L™ of activated charcoal. Treatments consisted of combinations of sodium silicate (0, 5, 10 and
15 mg L™) and GA; (0, 5, 10 and 15 mg L™). The pH of the culture medium was adjusted to 5.8
+ 0.1 and made solid with 5 g L™ of agar before the sterilization process. The cultures were
maintained in a greenhouse. The experimental design was completely randomized, with 5
replicates and 20 explants each treatment. After 120 days, we evaluated the number of leaves,
number of sprouts, number of roots, and average length of roots and shoots. The cultivation in
vitro of Cattleya loddigesii under natural light depended on the concentrations of sodium silicate
and GAg3, with the best results obtained with 0-10 mg L of GA, associated with 0-5 mg L of
sodium silicate.
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INTRODUCAO

O Brasil detéem um grande banco de germoplasma de orquideas, tornando-se também
responsavel pela sua preservacdo (SUZUKI et al., 2009). O elevado nimero de espécies e
hibridos tropicais possibilita variadas formas, cores e flores, exploradas comercialmente em todo
mundo. O género Cattleya ocorre naturalmente em nosso pais, muito popular e procurado por
orquiddfilos e apreciadores, atingindo altos precos no mercado interno e externo (SILVA el al.,
2009; CORDEIRO et al., 2011).

A propagacdo das orquideas pode ocorrer tanto por meio de sementes como
vegetativamente, sendo que nesta Ultima utiliza-se a cultura de tecidos, onde se obtém uma
grande quantidade de mudas em curto espaco de tempo. Esta técnica tem sido utilizada, entre
outras, para estudos de micropropagacao e nutricdo (ARDITTI & ERNST, 1993).

Em escala comercial, a micropropagacao ja é realidade em diversas areas do mundo. No
Brasil, a principal limitacdo para o maior acesso dos produtores a essas mudas € o elevado custo
deste tipo de material propagativo, que € muito superior ao das mudas convencionais. Sabe-se
que um dos fatores que elevam os custos de produ¢do de mudas micropropagadas é o gasto com
energia elétrica em salas de crescimento. Uma alternativa para esse fator seria o cultivo de
plantulas in vitro em ambiente de luz natural (BRAGA et al., 2009).

Dentre as giberelinas, 0 GA3 apresenta-se como um regulador de crescimento utilizado no
alongamento das partes aéreas e de brotos, apresentando diversos efeitos que variam de acordo
com a espécie estudada (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Em orquideas, a giberelina é
comumente utilizada no meio visando estimular o desenvolvimento do embrido, e também na
inducdo do florescimento, mediante pulverizacdo (CHEN et al., 1994). Em plantas intactas de
Catasetum fimbriatum Lindl. & Paxt. (Orchidaceae) cultivadas in vitro, sob 16 horas de luz, o
GA; ndo promoveu aumento dos pseudobulbos (SUZUKI et al., 2004).

O silicio € um elemento quimico envolvido em funcdes relacionadas com a transpiracao,
capaz de se concentrar na epiderme das folhas formando uma barreira mecénica a invasao de
fungos no interior das células, e isto é atribuido principalmente, ao depoésito na parede celular na
forma de silica amorfa. A acumulacéo de silica nos 6rgaos de transpiracao, por sua vez, provoca
a formacdo de uma dupla camada de silica cuticular, a qual, pela reducdo da transpiracao, faz
com que a exigéncia de agua pelas plantas seja menor (MALAVOLTA, 2006). A silica soltvel,
forma encontrada do Si no solo, tem sido pouco estudada, pois este elemento ndo é considerado
essencial as plantas. Porém, existem alguns trabalhos em campo, principalmente para grandes
culturas, como arroz, café e soja, demonstrando o efeito benéfico da sua utilizacéo. No solo o ion
Si, em solucdo, pode combinar-se com o aluminio que € toxico (RESENDE et al., 2009).

Acredita-se que o Si possa interferir na arquitetura das plantas, reducdo da transpiracao e
aumento da resisténcia mecanica das células, favorecendo assim a fotossintese e proporcionando
folhas mais eretas, melhorando sua arquitetura (EPSTEIN, 1999). Poucos estudos in vitro com
este elemento relacionado as orquideas tém sido realizados (SOARES et al., 2011). A falta de
informacdes sobre o uso de Si em orquideas (in vitro/ex vitro) justificou o presente trabalho, que
objetivou avaliar concentracfes de silicio (Si) e acido giberélico (GA3) sobre caracteristicas de
crescimento e multiplicagdo in vitro.

MATERIAL E METODOS

Plantulas de Cattleya loddigesii, oriundas de sementes produzidas por autofecundacgéo e
germinadas in vitro, foram submetidas a uniformizacdo, em meio de cultura Knudson C (KC)
(KNUDSON, 1946), durante trés meses. Apds este periodo, cada frasco contendo quatro
plantulas de aproximadamente 1,0 cm de comprimento e 15 mL de meio KC; foi acrescido 2 g L
! de carvio ativado, concentracdes de silicato de sodio (0, 5, 10 e 15 mg L™) e GA; (0, 5, 10 e
15 mg L), em todas as combinacdes possiveis. O meio de cultura teve seu pH ajustado para 5,8
+ 0,1 e solidificado com 5 g L™ de &gar antes do processo de autoclavagem a 121 °C e 1 atm por
20 minutos. As culturas foram mantidas em casa de vegetagdo apresentando 0s seguintes
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parametros ambientais: temperatura média de 28 °C e nivel de irradiancia média 99,43 W.m™
aferidas no periodo de marco a junho de 2008, sendo os frascos fechados com tampas de
polipropileno e vedados com plastico do tipo parafilme. Os frascos foram colocados diretamente
sobre as bancadas, sem protecédo adicional de sombrite.

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com 5 repeticdes e 20
plantulas por tratamento. As avaliacbes foram realizadas aos 120 dias apds a inoculacdo,
analisando os seguintes pardmetros: nimero de folhas, nimero de brotos, nimero de raizes,
comprimento médio de raizes e da parte aérea. Os dados quantitativos foram comparados por
meio de regressdo polinomial, empregando-se o Software Sisvar (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando-se o teste F ao nivel de 5% de probabilidade, verificou-se interacdo
significativa somente para nimero de folhas, comprimento da parte aérea e massa fresca da parte
aérea de plantulas de Cattleya loddigesii (Tabela 1).

TABELA 1. Resumo da analise de variancia para numero de folhas (NF), nUmero de raizes
(NR), nimero de brotos (NB), comprimento da maior raiz (CMR), comprimento da parte aérea
(CPA) e massa fresca da parte aérea (MFPA) de plantulas de Cattleya loddigesii. UFLA,
Lavras/MG. 2011.

Fonteide GL Quadrados médios
variagédo

NF NR NB CMR CPA MFPA
GA; 3 3,800™ 5394° 0,203"% 36290  0,478" 0,031
Si 3 8,016" 7851 0,161 0,723 0,195"¢ 0,017"*
GA; X Si 9 2,933°  1,539"% 0,354"% 0,657™% 0,232" 0,013"
Erro 48 1,067 0,965 0,172 0,487 0,089"* 0,006"*
Total 63
CV (%) 19,13 20,95 61,56 22,40 13,86 29,57

Verifica-se na Figura 1A interacdo significativa para nimero de folhas em meio de
cultura na auséncia de silicato de sédio e na adicdo de 5 mg L™ desta solucdo. Pode-se inferir
que, maior nimero de folhas (6,4) foi observado com 10 mg L™ de GA; e 5 mg L™ de silicato.
Porém, se o objetivo do trabalho for reduzir custos, pode-se utilizar o meio Knudson C sem a
adicéo de silicato e GAs, para uma maior producgéo de folhas de Cattleya loddigesii. Zhou (1995)
estudando o crescimento in vitro de Phalaenopsis, verificou um aumento na area foliar dessa
orquidea com a adicdo de 1-10 mg L™ de silicato de calcio em meio de cultua VW modificado.

Verificou-se decréscimo linear no nimero de folhas na auséncia de silicato no meio de
cultivo. O meio Knudson C possui altas concentracGes de potéssio e baixas de s6dio em sua
formulacdo. Pode-se inferir com isso que o acréscimo de outras fontes de sédio tenha aumentado
o numero de folhas de plantulas de orquidea. Pessoa (2011) e Rodrigues (2006) também
verificaram que a relacdo folha/haste de gérbera e crisantemo, respectivamente, apresentou efeito
linear decrescente para as concentracdes de Si, em solucdo de fertirrigacéo.

Os beneficios do silicio (Si) conferidos as plantas sdo devidos a sua contribuicdo para a
estruturacdo da parede celular de raizes e folhas (MALAVOLTA, 2006). Portanto, este elemento
ndo tem papel metabdlico definido nas plantas e sua acdo, segundo 0 mesmo autor, provoca
efeitos indiretos, os quais, no conjunto contribuem para uma maior produtividade. Todo nutriente
em excesso, como nesse caso 0 Si, provoca um desbalango nutricional no sistema, ou seja, na
plantula de orquidea e no meio de cultura.
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FIGURA 1 - A- Numero de folhas adicionado de concentracdes de GAs e silicato de sédio; B-
Numero de raizes em meio de cultura Knudson C, adicionado de concentracBes de GA3; C-
NUmero de raizes em meio de cultura Knudson C, adicionado de concentracfes de silicato de
sodio; D- Comprimento da maior raiz adicionado de concentragdes de GAs; E- Comprimento da
parte aérea adicionado de concentracdes de GAjs e silicato de sodio; F- Massa fresca da parte
aérea de Cattleya loddigesii em meio de cultura Knudson C, adicionado de concentracdes de
GA; e silicio. UFLA, Lavras, 2011.

O numero de brotos ndo apresentou significancia para os fatores estudados, nem houve
interacdo entre eles. Dessa forma, para a variavel em questdo ndo houve diferenca entre os
tratamentos (Tabela 1). O acido giberélico, em meio de cultura, normalmente diminui ou impede
a formacdo de brotacGes ou embrides soméaticos (PASQUAL, 2001). Além dos reguladores de
crescimento, a luz influencia a taxa de multiplicacdo e o crescimento de explantes cultivados in
vitro. Kodyn & Zapata-Arias (1998) obtiveram maior nimero de brotacGes de bananeira em casa
de vegetacdo sob luz natural e em sala de crescimento recebendo luz natural através de uma
janela, do que sob o cultivo convencional em sala de crescimento com iluminagé&o artificial.
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Houve formacdo de raizes em todos os tratamentos que continham apenas o &cido
giberélico (GA3) ou o silicato separadamente (Figuras 1B e 2C). Maior numero de raizes foi
obtido na auséncia de GAgs, verificando decréscimo de forma linear no sistema radicular formado
até a concentracdo mais alta do fitoregulador, corroborando com Araujo et al. (2009), que
estudando plantulas de Cattleya loddigesii, observou que o0 GAz também proporcionou um efeito
inibitorio no nimero de raizes.

Maior nimero de raizes (5,3) foi obtido com a associacdo de 10 mg L™ de silicato de
sodio, verificando decréscimo de forma linear no nimero de raizes formadas até a concentracao
mais alta de silicato de sodio.

Silva (2007) obteve maior nimero de raizes em explantes de gérbera in vitro, cultivados
em 50% MS adicionado de 1,0 g L™ de silicato de calcio. O efeito ora inibitério, ora
estimulatorio do GA3; e do silicato de sédio na formacdo do sistema radicular em diferentes
plantas pode estar associado a propria concentracdo, bem como a absorc¢do dos reguladores de
crescimento pelo substrato (GEORGE, 2008).

Quando se aumenta a quantidade de raizes formadas in vitro, aumenta-se também a area
de contato raiz/substrato, refletindo em maior absorcdo dos nutrientes. Desta forma, o sédio ou
silicio presente no silicato de sodio contribuiram no aumento do nimero de raizes. Kanashiro
(2005) também observou em bromélias (Aechmea blanchetiana) uma maior absorcdo de
nutrientes em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) modificado, ocasionando um aumento
no seu sistema radicular.

Kodyn & Zapata-Arias (1998), trabalhando com bananeira, observaram que as raizes
formadas em ambiente de luz natural eram mais fortes e vigorosas do que as formadas em sala de
crescimento, sob condigdes de luz natural.

Na Figura 1D observa-se um decréscimo no comprimento médio das raizes da orquidea
estudada, com aumento nas concentragdes do GAs. Evidencia-se assim que, para promover o
comprimento médio do sistema radicular, a adicdo de GA3 no meio Knudson é desnecessaria, 0
que torna o processo ainda mais econdmico.

Verificou-se interacdo significativa no comprimento da parte aérea de Cattleya loddigesii
tanto na auséncia quanto na adicdo de 5 mg L™ de silicato de sédio ao meio de cultura (Figura
1E). Com aumento nas concentracdes de GA3, observou-se um decréscimo de forma quadratica
no comprimento das plantas corroborando trabalho com orquideas in vitro de Rezende et al.
(2009).

Rocha et al. (2007) e Costa et al. (2009) observaram que maiores comprimentos da parte
aérea dos explantes de bananeira ‘Prata Ana’ foram obtidos sob luz natural, com média de 11,80
cm. Maior crescimento desses brotos pode ser resultado do processo de estiolamento induzido
pela menor luminosidade em sala de crescimento, quando comparada a casa de vegetacdo
ocasionando maior crescimento dos entrends com caules mais finos, assim como no presente
trabalho que foi obtido maior comprimento de parte aérea em luz natural sem a adicdo de GAzou
silicato.

Comportamento semelhante ao comprimento da parte aérea observou-se com a variavel
massa fresca (Figura 1F), onde resultados significativos deram-se na auséncia do silicato de
s6dio e com a adicdo de 5 mg L™. Esses resultados concordam com Soares et al. (2008), que
trabalhando com hibrido de orquidea Hadrolaelia lobatta x Hadrolaelia purpurata aco,
obtiveram maior massa seca na auséncia de silicato de sddio, provavelmente devido a toxidez do
sodio no metabolismo das plantas.

O crescimento de plantas, o6rgdos, tecidos e células in vitro dependem do
desenvolvimento de meios de cultura otimizados para a perfeita interacdo dos componentes
essenciais como fonte de carbono e nutrientes minerais e reguladores de crescimento. Devido a
falta de informacdes sobre a influéncia de fontes de silicio na micropropagacéo de plantulas,
principalmente de orquideas, torna-se necessario a realizagdo de trabalhos futuros, a fim de
elucidar a real funcéo do silicio na estrutura da plantula.
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Mesmo a luz sendo um fator importante na propagacao de plantas em geral, sdo escassos
os trabalhos sobre o efeito da intensidade de luz natural no crescimento in vitro de plantas. Os
resultados obtidos neste estudo s&o considerados importantes, uma vez que as plantulas
micropropagadas responderam bem aos tratamentos com luz natural, sendo possivel aplicar essa
técnica a fim de reduzir os custos de producdo in vitro, levando ao mercado mudas
micropropagadas de qualidade acessiveis ao consumidor.

CONCLUSAO
Melhores resultados na propagacao in vitro de Cattleya loddigesii sob luz natural foram
verificados com 0-10 mg L™ de GA; associados a 0-5 mg L™ de silicato de sédio.
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