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RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia do ambiente de cultivo e de
concentragdes de silicato de célcio no crescimento in vitro de uma
espécie nativa de orquidea (Brassavola perrine) ¢ de um hibrido
[(Laelia cattleya Culminant “Tuilerie” x Laelia cattleya Sons Atout
Rotunda) x Brassolaelia cattleya Startifire Moon Beach]. Plantulas
oriundas de sementes germinadas in vitro com aproximadamente 0,5
cm de comprimento foram inoculadas em frascos com capacidade
para 250 mL contendo 60 mL de meio de cultura MS, acrescido de
silicato de calcio (0; 0,5; 1,0 € 2,0 mg L') em ambientes de cultivo
[natural (casa de vegetagdo) e artificial (em sala de crescimento)],
em todas as combinagdes possiveis. O meio de cultura teve seu pH
ajustado para 5,8+0,1 e geleificado com 5,5 g L' de agar antes do
processo de autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Ao final
de 150 dias foram realizadas avaliagdes biométricas e analises mi-
cromorfologicas (miscroscopia de varredura) nas plantulas. Maior
crescimento foi obtido com a utilizagdo de 2,0 mg L' ¢ 1,0 mg L"!
de silicato de calcio para o hibrido e espécie nativa, respectivamente,
em sala de crescimento. As orquideas em estudo sdo espécies anfies-
tomaticas, com estomatos do tipo tetracitico (hibrida) e anomocitico
(nativa). A presenca do silicio na estrutura foliar proporcionou o
correto desenvolvimento (auséncia de deformagdes estruturais) de
plantulas de orquideas.

Palavras-chave: Brassavola perrine, Laelia cattleya, Brassolaelia
cattleya, cultura in vitro, microscopia, anatomia vegetal, biometria.

ABSTRACT

Light quality and silicon on growth in vitro of native and
hybrid orchid species

The vegetative propagation techniques using tissue culture can be
a valuable tool in the production of orchid seedlings. The objective
of this study was to determine the concentration of calcium silicate
and light quality that provides better growth in seedlings of native
orchid (Brassavola perrine) and hybrid [(Laelia cattleya Climax
“Tuilerie” x Laelia cattleya Sons Atout Rotunda) x Brassolaelia
cattleya Startifire Moon Beach]. Seedlings from seeds germinated
in vitro with approximately 0.5 cm long were inoculated in 250
mL flasks containing 60 mL of culture medium MS, plus calcium
silicate (0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg L") in environments of culture [natural
(a greenhouse) and artificial (in a growth room)] in all possible
combinations. The culture medium had its pH adjusted to 5.8 + 0.1
and solidified with 5.5 g L' of agar before autoclaving at 121° C and
1 atm for 20 minutes. After 150 days biometrics and ultrastructural
analysis (scanning microscopy) were carried out. Greater growth
of seedlings was obtained with the use of 2.0 mg L' and 1.0 mg
L' of calcium silicate for hybrid and native species, respectively.
The orchid species in study are anfistomatic with the type tetracytic
(hybrid) and anomocytic (native) stomata. The presence of silicon in
the leaf structure provided correct development (absence of structural
deformations) of seedlings of orchids.

Keywords: Brassavola perrine, Laelia cattleya, Brassolaelia
cattleya, in vitro culture, microscopy, plant anatomy, biometrics.
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As orquideas estdo entre as plantas
ornamentais mais apreciadas e
de grande valor comercial, devido,
principalmente, a sua capacidade de
combinag@o genética ¢ a beleza, forma
e cor de suas flores. Dificilmente essas
espécies formam sementes na nature-
za, e, quando formam, apenas 3 a 5%
germinam (Tombolato & Costa, 1998).

A cultura de tecidos se destaca como
uma técnica que viabiliza a germinacao
de sementes possibilitando a obtencao
de grande quantidade de mudas em curto
espago de tempo. As primeiras aplica-
¢des da micropropagagdo na multiplica-
c¢do e crescimento de espécies do género
Orchidaceae datam da década de 1960
(Tombolato & Costa, 1998). Desde en-
tao, houve intensificacdo nas pesquisas
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visando diminuigdo dos custos de pro-
dugdo, obtida através da substitui¢do das
lampadas fluorescentes utilizadas nas
salas de crescimento pela luz natural, ¢
modificagdes na formulagido do meio de
cultivo (Rocha et al., 2007). Gastos com
iluminagdo artificial nas salas de cultivo
somam, aproximadamente, 65% do total
de energia elétrica utilizada nos labora-
torios de cultura de tecidos de plantas
(Standaert-de-Metsanaere, 1991).

Efeitos benéficos da luz natural e de
modificagdes na composigao nutricional
dos meios de cultura foram observados
na micropropagacao de coqueiro (Cocos
nucifera L.) cv. Yellow Malayan Dwarf
com reducdo nos custos de produgdo
das mudas (Talavera et al., 2005).
Modifica¢des na composi¢do do meio

de cultivo, como a adi¢@o de fontes de
silicio, promovem efeitos benéficos nas
plantas, elevando o contetido de hemi-
celulose e lignina, aumentando assim a
rigidez na parede celular, fazendo com
que sejam alcancadas elevadas taxas
de sobrevivéncia de plantas na aclima-
tizagdo (Camargo et al., 2007). A acdo
benéfica do silicio tem sido associada a
diversos efeitos indiretos como aumento
da eficiéncia da capacidade fotossintéti-
ca, redugdo da transpiracdo, crescimento
de plantas e aumento da resisténcia
mecanica das células (Zhou, 1995). Em
estudo com morangueiro, Braga (2009)
verificou que a deposi¢cdo de cera foi
observada com a utilizagdo de silicato
de sddio (NaSiO,) evitando com isso a
perda de 4dgua pela epiderme.

Hortic. bras., v. 29, n. 3, jul.- set. 2011



Influéncia da qualidade de luz e silicio no crescimento in vitro de orquideas nativas e hibridas

Autilizagao da microscopia eletroni-
ca de varredura possibilita a producdo de
imagens de alta resolugdo da superficie
de uma amostra, devido a maneira com
que as imagens sao criadas, fornecendo
uma aparéncia tridimensional em que
as caracteristicas sdo uteis para avaliar
a estrutura superficial de uma dada
amostra (Alves, 2004).

Diante do exposto, objetivou-se ava-
liar a influéncia da qualidade de luz no
ambiente de cultivo e de concentracdes
de silicato de célcio no crescimento in
vitro de uma espécie nativa de orqui-
dea (Brassavola perrine) e um hibrido
[(Laeliacattleya Culminant “Tuilerie”
x Laeliacattleya Sons Atout Rotunda)
X Brassolaeliacattleya Startifire Moon
Beach], por meio de analise fitotécnica
e micromorfologica.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido entre
os meses de margo ¢ agosto de 2008,
em laboratério do Departamento de
Agricultura, da UFLA, no municipio
de Lavras.

Plantulas de uma espécie nativa de
orquidea (Brassavola perrine) ¢ um
hibrido [(Laelia cattleya Culminant
“Tuilerie” x Laelia cattleya Sons Atout
Rotunda) x Brassolaelia cattleya
Startifire Moon Beach], advindas
de germinacdo in vitro de sementes
oriundas de autofecundagdo (nativa)
ou polinizagdo cruzada (hibrido) foram
utilizadas. As sementes foram germi-
nadas em meio de cultura Knudson
C (Knudson, 1946) modificado em
ZnS0,.7H,0 (de 0,331 para 6,62 mg
L"), H,BO, (de 0,056 para 1,4 mg L")
e MnSO, H,O (de 7,5 para 15 mg L")
(Carvalho et al., 2009), onde permane-
ceram por trés meses. Apds este periodo,
cada plantula de aproximadamente 0,5
cm de comprimento foi inoculada em
frascos com capacidade para 250 mL
contendo 60 mL de meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido
de silicato de calcio (0; 0,5; 1,0 ¢ 2,0
mg L), pH ajustado para 5,8+0,1 e
gelificado com 5,5 g L' de agar antes
do processo de autoclavagem a 121°C
e 1 atm por 20 minutos. As culturas
foram mantidas sob luz natural (casa
de vegetagdo) ¢ luz artificial (sala de
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crescimento), por 150 dias. Foram
realizados dois experimentos idénticos,
sendo um para a espécie nativa e outro
para o hibrido.

No ambiente artificial, na sala de
crescimento, a iluminacdo foi forneci-
da por lampadas fluorescentes do tipo
luz do dia especial (OSRAM® 20 W),
com irradidncia média de 42 W/m?,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura
de 25 +2°C. No ambiente natural a casa
de vegetacdo tinha iluminagdo natural,
sombreamento de 70% (Sombrence®),
apresentando os seguintes parame-
tros ambientais: temperaturas maxi-
mas, minimas e médias de 26°C/32°C,
16°C/16°C e 20°C/23°C e niveis de ir-
radidncia, maximos, minimos ¢ médios,
de 93,95 W/m?%/199,69 W/m?, 11,13 W/
m%10,66 W/m? e 49,38 W/m?/99,43W/
m?, referentes a dias nublados e claros
tipicos do periodo de condugdo do ex-
perimento.

Dados referentes a radiagdo solar
diurna, incidente na altura dos frascos na
sala de crescimento e casa de vegetacao,
foram obtidos por sensores de radiag@o
(LI-200SA, Li-cor, Lincoln, Nevasca,
USA), acoplados a um sistema de regis-
tro (LI 1400; Li-cor.Neb), a cada meia
hora, durante 11 horas (das 7:00 as 18:00
horas). Para o ambiente de sala de cres-
cimento, foi feita apenas uma medida da
radiagdo, durante 6 horas, visto tratar-se
de ambiente controlado. Para a coleta
de dados referentes as temperaturas
minimas, médias ¢ maximas semanais,
empregou-se um termo-higrografo.

Ao final de 150 dias foram avaliados
o numero de brotos e folhas emitidos,
comprimento médio de brotos e da parte
aérea e massa seca de plantulas (apos
secagem em estufa, a 60°C, por 72 horas,
até peso constante).

Amostras do ter¢o mediano de 3
folhas em 5 plantas foram fixadas em
Karnovsky (Karnovsky, 1965), pos fi-
xados em tetroxido de 6smio (OsO,) e,
em seguida, desidratados em solugdes
crescentes de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%), sendo entdo submetidas
a secagem ao ponto critico, utilizando-
-se CO, como liquido de transigdo
(Robards, 1978). Posteriormente,
foram recobertas com ouro (20 nm) e
analisadas ao microscopio eletronico
de varredura LEO-EVO, seguindo pro-

tocolo pré determinado (Alves, 2004).

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, tanto no
experimento com orquidea nativa
(Brassavola perrine) quanto para o
hibrido [(Laelia cattleya Culminant
“Tuilerie” x Laelia cattleya Sons
Atout Rotunda) x Brassolaelia cattleya
Startifire Moon Beach], ambos em
esquema fatorial 2x4, sendo dois
ambientes (natural e artificial) e 4
concentragdes de silicato de calcio
(CaSiO, _0,0; 0,5; 1,0 € 2,0 mg L), 4
repeticdes formadas de 3 plantulas, ou
seja, 12 plantulas por tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia usando-se o pro-
grama estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira,
2000), sendo as médias comparadas pelo
Teste F, a 5% de probabilidade sem que
houvesse transformagdo de dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Interagao entre os fatores estudados
(concentragdes de silicato de célcio e
ambientes de cultivo) foi observada nas
variaveis relativas a parte aérea (compri-
mento médio dos brotos e da parte aérea,
numero de folhas) e também na massa
seca de plantulas de ambas as espécies
(Figuras 1 e 2).

Foi verificado maior comprimento
médio dos brotos (1,34 cm) no gendtipo
hibrido (Figura 1A), a utilizacdo de 1,0
mg L' de silicato de calcio e luz arti-
ficial na sala de crescimento, mostrou
maior eficiéncia (1,34 cm) em termos
de aumento de tamanho, sendo que a
partir desse valor houve decréscimo de
forma quadratica no tamanho dos brotos.
Na espécie nativa (Figura 1B), maior
comprimento dos brotos (6,62 cm) foi
obtido com a maxima concentragao de
silicato de calcio testada (2,0 mg L),
também em sala de crescimento. Nas
duas espécies, o tamanho dos brotos em
casa de vegetagao foi significativamente
menor, sendo que o hibrido apresentou
maior comprimento (0,9 cm) com 2 mg
L' e a nativa mostrou maior resultado
(1,35 ¢cm) com 0,5 mg L-'de silicato de
calcio.

Quanto ao crescimento da parte
aérea no hibrido (Figura 1C), o maior
resultado (2,84 cm) foi obtido com a uti-
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Figura 1. (A) comprimento médio dos brotos do genétipo hibrido e (B) da espécie nativa; (C) comprimento da parte aérea (cm) do genotipo
hibrido e (D) da espécie nativa de orquidea utilizando diferentes concentragdes de silicato de calcio e em ambientes de cultivo (luz artificial
e natural) ((A) shoots average length of hybrid and (B) native species, (C) aboveground part length (cm) of hybrid and (D) native species
of orchid using different concentrations of calcium silicate and cultivation environments (artificial and natural light)). Lavras, UFLA, 2010.

lizagdo de 2 mg L' de silicato de calcio
em sala de crescimento. Ja em casa de
vegetacdo, o maior resultado (1,9 cm)
também foi observado com a mesma
concentracdo, porém o comprimento foi
significativamente menor. Para a espécie
nativa (Figura 1D), o maior comprimen-
to foi obtido com a utilizacao de 0,5
mg L' de silicato de calcio, atingindo
um maximo de 7,1 cm em luz artificial
(sala de crescimento), resultado este que
foi superior ao obtido sob condigdes de
luz natural (3,57 cm), mesmo com uma
concentragao maior de silicato de calcio
(0,90 mg L.

Os dados apresentados sugerem
efeitos benéficos na adi¢do de silicio
(Si) ao meio de cultura e no cultivo de
plantulas em sala de crescimento (luz
artificial), corroborando resultados obti-
dos em estudos com Phalenopsis (Zhou,
1995) e Lycopersicon esculentum
(Romero-Aranda et al., 2006). Tanto
para o hibrido, quanto para a espécie
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nativa, o acréscimo de silicato de calcio
promoveu crescimento da parte aérea
dessas plantulas, fato que foi observado
por Zhou (1995), onde o aumento de
tamanho das folhas de Phalaenopsis foi
obtido com a adi¢do de concentragdes
de0,1-1,0 mg L"! de silicato de célcio ao
meio de cultura VW modificado (Vacin
& Went, 1949), e por Romero-Aranda
et al. (2006), em que 0 maximo com-
primento das folhas de Lycopersicon
esculentum (tomateiro) foi encontrado
com concentragoes de 0,1-1,0 mg L' de
silicato de potassio em solucdo nutritiva
de Hoagland.

Essa diferenga de resultados po-
deria ser explicada pelo fato de que o
crescimento de plantas, 6rgdos, tecidos
e células in vitro depende do desenvol-
vimento de meios de cultura otimizados
para cada espécie e da perfeita interagdo
de componentes essenciais como fontes
de carbono e nutrientes minerais
(Pasqual, 2001).

Os maiores valores para crescimento
de plantulas tratadas com Si sugerem
que, além dos efeitos benéficos do Si
em reter agua (Trenholm et al., 2004),
aumentando assim a eficiéncia na fase
de aclimatizag@o, o0 mesmo pode estar
envolvido no metabolismo da parede
celular, melhorando a capacidade das
células em expandir, e consequente-
mente, aumentando o dimencionamento
da célula (Romero-Aranda et al., 2006).

Analisando-se o niimero de folhas
das duas espécies de orquideas, observa-
se um comportamento semelhante. As
duas obtiveram melhores resultados
na presenca de luz artificial, sendo que
a orquidea hibrida apresentou maior
numero de folhas (6,56) com a utilizagao
de 1,1 mg L' (Figura 2A) e a espécie
nativa (7,72) com a utilizagdo de 0,7
mg L' (Figura 2 B). Ambas mostraram
decréscimo no numero de folhas com o
aumento na concentragdo de silicato de
calcio, provavelmente devido ao fato de
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Figura 2. Numero de folhas no genétipo hibrido (A) e na espécie nativa(B); matéria seca de plantulas (g) do gendtipo hibrido (C) e da
espécie nativa (D) em diferentes concentragdes de silicato de calcio e ambientes de cultivo (luz artificial e natural) ((A) leaf number of
hybrid and (B) native species, (C) dry mass of seedlings (g) of hybrid and (D) native species at different concentrations of calcium silicate

and culture environments (artificial and natural

que todo nutriente em excesso provoca
desbalango nutricional causado por sua
maior concentracdo na planta ou por
interagdes com outros elementos provo-
cando deficiéncia ou acimulo excessivo
(Malavolta, 2006).

Comportamento semelhante tam-
bém foi observado para massa seca de
plantulas do hibrido e da espécie nativa,
observando-se maior incremento no
ambiente de sala de crescimento (LA)
acrescido de 1,0 mg L' de silicato de
calcio, onde obteve-se 0,22 g para o
hibrido (Figura 2C) e 0,0438 g para a
espécie nativa (Figura 2D).

Os dados positivos para nlimero de
folhas e massa seca de plantulas sdo con-
cordantes com resultados encontrados
por Silva (2007) que, trabalhando com
gérbera (Gerbera jamesonii), verificou
maior numero de folhas utilizando
silicato de calcio em relagdo as demais
fontes de silicio (silicato de sodio, calcio
e de potassio e acido salicilico), indican-
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light)). UFLA, Lavras, 2010.

do que este elemento ¢ absorvido pelas
raizes ¢ translocado para a parte aérea,
onde desempenha papéis fisioldgicos e
estruturais na anatomia da folha (Barros
etal., 2002).

De modo semelhante, Romero-
-Aranda et al. (2006) evidenciaram
maior massa de plantulas de tomate
com a utilizagdo de silicato de potassio
e de cloreto de sddio. Trabalhando com
orquidea Phalaenopsis, Zhou (1995)
também constatou incremento em massa
com a utilizacdo de silicato de calcio.

O silicio tende a acumular-se nas
folhas, formando uma barreira protetora
e regulando a perda de agua da planta
por transpiragdo, auxiliando o processo
de aclimatizacdo das plantas micropro-
pagadas. Ao serem transferidas para
0 ambiente ex vitro, a principal causa
de mortalidade durante esse processo
¢ devido a perda de agua, pela baixa
funcionalidade dos estdmatos e camada
delgada de cera epicuticular (Barros et

al.,2002).

Nas superficies adaxial e abaxial
(folha anfiestomatica) foi verificada a
presenga de estomatos do tipo tetracitico
tanto no hibrido quanto na espécie nativa
independente do tratamento com silicio.
Estudos da anatomia do estdmato, em
conjunto com respostas fisiologicas, po-
dem mostrar evidéncias de aclimatagio
adaptativa a determinados ambientes
(Dunlapp & Stettler, 2001). A deposigao
de cera epicuticular foi visualizada nas
duas epidermes das folhas de orquidea
submetidas a tratamento com diferentes
concentragdes de silicio, em relagdo
ao tratamento controle (auséncia de
CaSiO,) (Figura 3). A deposi¢do de
cera também foi observada na cultura
do morangueiro com a utilizagdo de si-
licato de sodio (NaSiO,) por Braga et al.
(2009). Com isso, evitou-se a perda de
agua pelas células da epiderme. Zanega-
-Godoy & Costa (2003) observaram es-
tomatos tetraciticos para quatro espécies
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Figura 3. Eletromicrografia feita em microscopio de varredura em folhas de dois gendtipos de
orquideas submetidas a diferentes concentragdes de silicato de calcio em sala de crescimento:
auséncia de silicato de calcio, (A) espécie hibrida e (C) espécie nativa; espécie hibrida com
2,0 mg L' de CaSiO, (B) e espécie nativa 0,5 mg L' de CaSiO, (D) (electron micrograph of
orchid leaves exposed to different concentrations of calcium silicate and culture environments:
Room for growth and absence of calcium silicate (A) hybrid species and (C) native species;
room for growth and 2.0 mg L' CaSiO, (B) and 0.5 mg L' CaSiO,(D)). UFLA, Lavras, 2010.

do género Cattleya (nativas do planalto
central brasileiro), em ambas as faces
foliares, como no presente estudo em
que foram observados estomatos do tipo
tetracitico nas faces abaxial e adaxial.

O tratamento controle, tanto no
ambiente de casa de vegetagdao quanto
em sala de crescimento, apresentou de-
formagdes na epiderme em relagdo aos
tratamentos que continham concentra-
¢oes de silicio em ambos os ambientes
(Figura 3A, B, C e D). Em algumas
espécies da familia Orchidaceae, ocor-
rem células chamadas stegmatas, que
sao células de morfologia variada, mas,
geralmente elipsoides ou arredondadas.
Esses stegmatas possuem impregnagao
de silica e necessitam desse nutriente
para o adequado desenvolvimento ana-
tomico (Piwpuan & Thammathaworn,
2008; Stern & Carlsward, 2008).

A deformacao das células da epider-
me foi verificada nos tratamentos sem
silicio. Isto pode ser comprovado devido
ao fato de que este nutriente pode se
depositar nas paredes celulares dessas
células e assim conferir resisténcia ao
tecido (Piwpuan & Thammathaworn,

328

2008). A ma formagdo dessas estru-
turas que ocasionaram deformagdes
estruturais, podem nao ter se restringido
apenas a epiderme, mas possivelmente
ao parénquima, devido a um aumento
da sinuosidade dessas paredes.

Na epiderme foliar, o silicio com-
bina-se com a celulose, podendo estar
presente nas células-guarda dos estdma-
tos e nos tricomas (Silva et al., 2005).
Segundo estes autores, o silicio também
pode ser encontrado nos elementos vas-
culares. A deposicao de silicio na parede
das células torna a planta mais resistente
aacdo de fungos e insetos e evita a perda
excessiva de agua, diminuindo a taxa de
transpiragao (Silva, 2007).

De modo geral, informagdes a
respeito das contribui¢des acerca da
estrutura foliar e crescimento das plantas
podem contribuir para um melhor en-
tendimento ou mesmo permitir a eluci-
dagao de lacunas relativas as diferencas
nas taxas de crescimento de plantas
(Schluter et al., 2003). Adicionalmente,
as alteracdes que ocorrem na estrutura
interna das folhas constituem aspectos
determinantes na capacidade de acli-

matiza¢do das espécies (Hanba et al.,
2002). Assim, a presenca do silicio no
cultivo in vitro das espécies estudadas
neste trabalho proporcionou beneficios
estruturais que fizeram com que a planta
mantivesse um correto desenvolvimen-
to. Apesar do tempo de cultivo ter sido
relativamente maior, quando comparado
a outras espécies de orquideas in vitro
(Zhou, 1995), a presenca desse elemen-
to, conferiu as plantas maior resisténcia
a perda de dgua quando comparado ao
tratamento controle, proporcionando o
correto arranjo das células da epiderme,
sem que houvesse desidratagdo dos
tecidos, que por sua vez prejudicaria o
processo de aclimatizacao.

O hibrido [(Laelia cattleya
Culminant “Tuilerie” x Laelia cattleya
Sons Atout Rotunda) x Brassolaelia
cattleya Startifire Moon Beach], teve
seu maior crescimento sob a utiliza-
¢do de 2,0 mg L' de silicato de calcio
enquanto a espécie nativa Brassavola
perrine apresentou maior crescimento
de plantulas com a utiliza¢ao de 0,5 mg
L de silicato de calcio. Tanto o hibrido
quanto a espécie nativa sdo anfiestoma-
ticas, com estomatos do tipo tetracitico
e anomocitico, respectivamente. A
presenga do silicio na estrutura foliar
das espécies estudadas proporcionou o
adequado desenvolvimento de tecidos
de plantulas de orquideas.
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