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Silicio no crescimento e desenvolvimento in vitro e na aclimatizagcdo de mudas
de Cattleya amethystoglossa (Orchidaceae).!

RESUMO

O cultivo in vitro tem auxiliado na preservacéao de varias espécies vegetais, entre elas
as orquideas. Tal processo resulta em maiores percentuais de germinacdo em
comparacao a condi¢cdes naturais. Ao serem transferidas para o ambiente ex vitro, a
principal causa de mortalidade das plantas durante esse processo é a perda de agua.
O silicio (Si) quando absorvido, tende a acumular-se nas folhas, formando uma
barreira protetora e regulando a perda de agua por transpiracdo, auxiliando no
processo de aclimatizacédo das plantas. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
estudar a interferéncia do silicio, fornecido através da suplementacdo com acido
monossilicico no meio de cultivo, no crescimento e desenvolvimento in vitro e na
aclimatizacdo de mudas da orquidea Cattleya amethystoglossa. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Foram cinco tratamentos (1,0;
2,0; 3,0 e 4,0 mmol de acido monossilicico por litro de meio de cultivo e auséncia do
acido monossilicico - controle), quatro repeticdes e 22 plantas por parcela. Apos seis
meses, foram avaliadas caracteristicas biométricas e, apos 90 dias em casa de
vegetacdo, avaliada a sobrevivéncia das mudas. A suplementacdo de Si na
concentracdo de 4 mmol de acido monossilicico no meio de cultivo, durante a fase in
vitro, resultou em alteracdes nas plantas proporcionando maior taxa de sobrevivéncia
na fase de aclimatizacao.

Palavras chave: orquidea, acido monossilicico, sobrevivéncia.



Silicon in growth and development in vitro and aclimatiation of seedlings of
Cattleya amethystoglossa (Orchidaceae).

SUMMARY

In vitro cultivation has helped to preserve several plant species, including orchids.
Such a process results in higher germination percentages compared to natural
conditions. When they are transferred to the ex vitro environment, the main cause of
seedling mortality during this process is due to the loss of water and silicon, when
abserved by the plant, tends to accumulate in the leaves, forming a protective barrier
and regulating the loss f plant water by transpiration, helping in the process of
acclimating the plants. Thus, this study aimed to study the effects of supplementing
the culture medium with monosilicic acid, in vitro growth and development and in
acclimatization of Cattleya amethystoglossa orchid seedlings. The experimental
design used was completely randomized. There were five treatmens (1,0; 2,0; 3,0 and
4,0 mmol de Si per liter of culture medium and assence of monosilicic acid — control),
four relications and 22 seedlings per plot. After six months, biometric characteristics
were evaluated and after 90 days in the greenhouse, seedlings survival was
evaluated. The supplementation of Si at a dose of 4 mmol in the culture medium,
during the in vitro phase, resulted in changes in the seedlings providing a higher
survival rate in the acclimatization phase.

Key words: orchid, acid monosilisic, survival
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INTRODUCAO

A humanidade cultiva plantas para atender as suas diversas necessidades. Para
além da providéncia de alimento, as plantas ornamentais sdo cultivadas para
satisfazer a alma. Elas sado reconhecidamente capazes de proporcionar bem-estar e
prazer aqueles que as contempla; e dentre elas, as orquideas se destacam no cenario
da floricultura mundial, tornando-se muito requisitadas pela beleza, ou excentricidade,
das suas flores - justificativa para o posto de flores mais colecionaveis e com maior

valor comercial agregado (FARIA et al., 2010).

As orquideas séo sensiveis a a¢cdes humanas em seus habitats, além disso, passam
por longo periodo vegetativo antes de atingir a fase reprodutiva, aumentando o risco
de extincdo, tendo grande impacto em algumas orquideas do género Cattleya
(JURAS et al, 2019). Na natureza, as orquideas sobrevivem em razdo as
associacdes com fungos micorrizicos para o desenvolvimento do embrido e da
germinacao; o cultivo in vitro € uma pratica que visa suprir suas exigéncias nutricionais
na auséncia de tais microrganismos, para producdo em larga escala e em curto
espaco de tempo (PEREIRA et al., 2011; CORBELLINI et al., 2020). Apos as mudas
se desenvolverem in vitro, devem passar por um processo de aclimatiza¢do, onde
ocorre modificacbes morfolégicas, como espessamento da folha e desenvolvimento
de cuticula, para que estas consigam alcancar a estabiliza¢éo do seu potencial hidrico
e desenvolver caracteristicas adaptativas de resisténcia para suportarem estresse

abidtico e bidtico das condi¢des ex vitro (FARIA et al., 2012).

Durante a transferéncia para o ambiente ex vitro, a principal causa de mortalidade

das plantas € devido a perda de &gua, pela baixa funcionalidade dos estdématos e
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camada delgada de cera cuticular (LINS et al., 2002). O silicio, considerado um
elemento benéfico quando absorvido pelo vegetal, tende a acumular-se na parede
celular das folhas, formando uma barreira protetora e regulando a perda de agua por
transpiracdo, auxiliando no processo de aclimatizacdo das plantas provenientes da
propagacdao in vitro (ASMAR et al., 2013). A aplicacéo de silicio tem sido reportada
por aumentar o crescimento e o desenvolvimento de varias espécies sendo, portanto,
interessante sua inclusdo em meio de cultura, por sua vez, auxiliando na
sobrevivéncia das mudas no periodo de transicdo das condi¢cdes in vitro para

ambientais, em casa de vegetacao (SIVANESAN & PARK, 2014).

Baseado no exposto, este trabalho teve como objetivo estudar a interferéncia do
silicio, fornecido através da suplementacdo com &acido monossilicico no meio de
cultivo, no crescimento e desenvolvimento in vitro e na aclimatizacdo de mudas da

orquidea Cattleya amethystoglossa Linden & Rchb.f.

REVISAO DE LITERATURA
Classificacao botanica

A familia Orchidaceae é, provavelmente, a maior do grupo das angiospermas;
composta por 899 géneros e 27.801 espécies (ORCHIDACEAE, 2020) e mais de
120.000 hibridos, obtidos mediante cruzamentos naturais ou artificiais. No Brasil, ja
foram catalogados cerca de 200 géneros e mais de 2.300 espécies (FARIA et al.,

2010).

Cattleya € um género da familia Orchidaceae, de flores grandes e vistosas, que
exercem enorme apelo ornamental e grande importancia no cenario da floricultura

brasileira devido sua capacidade de recombinacéo genética, beleza, forma, tamanho
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e durabilidade de suas flores (STULZER et al., 2019; ZANENGA-GODOQY e COSTA,
2003). As espécies do género possuem crescimento simpodial, frequentemente séo
epifitas e estdo distribuidas pelas florestas tropicais da América Latina (FLORA DO

BRASIL, 2020).

A Cattleya amethystoglossa Linden & Rchb.f. é uma orquidea nativa, endémica do
Brasil, com ampla adaptacao a diferentes habitats, ocorrendo em Floresta Atlantica e

na Caatinga (BERKA et al., 2014).

Ecomorfologia da espécie

Cattleya amethystoglossa Linden & Rchb.f. ocorre com maior frequéncia no estado
da Bahia, mas também no Espirito Santo e Minas Gerais. A espécie parece ter uma
tolerancia ampla a habitats bastante distintos, ocorrendo em Floresta Atlantica no sul
da Bahia e Espirito Santo, mas também sendo muito comum na Caatinga, tanto em
florestas semideciduas e deciduas, ou até em areas bastante degradadas como
epifita sobre licurizeiros (Syagrus coronata). Ocorre ainda em areas altas na Chapada
Diamantina até 1000 m de altitude, como epifita e, também, sob vegetacdo rala
crescendo em substratos arenosos. Vegetativamente € uma das maiores espécies,
com pseudobulbos muito robustos e folhas grandes. As flores sdo de coloracao résea
ou creme, pintalgadas de magenta, com labelo réseo e lobo terminal réseo escuro. O
numero de flores varia com o tamanho do individuo, porém em plantas robustas as
inflorescéncias tem muitas flores em relacdo ao restante do género. A floracdo é
predominantemente de agosto até dezembro, com pico de floracdo em setembro e

outubro (CATTLEYA, 2019).
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Cultivo in vitro

Dentre as formas de multiplicacdo comercial das orquideas, encontram-se a
micropropagacao e a semeadura in vitro onde as plantulas se desenvolvem num meio
nutritivo artificial, em condicfes assépticas e com controle dos fatores do ambiente

(SOARES et al., 2011).

O cultivo in vitro tem auxiliado na preservacao de varias espécies vegetais dentre elas
as orquideas. Esta técnica possibilita o manuseio de grande namero de individuos em
espaco reduzido e sob condi¢gBes assépticas, estimulando o crescimento, e assim
adquirindo o controle sobre o cultivo dessas espécies. Estudos que tenham como
finalidade dominar os processos de propagacdo das orquideas tornam-se
extremamente importantes para que seja possivel viabilizar a sua multiplicacdo em
colecBes vivas e possibilitar tanto a reintrodugdo na natureza como também a
conservacao daquelas espécies ameacadas de extincdo (FERREIRA e SUZUKI,

2008).

Silicio em orquidaceas

A absorcédo do silicio ocorre pelas raizes das plantas na forma neutra, como acido
monossilicico (H4SiO4) por processo passivo ou ativo, através de transportadores de
membrana especificos para este fim e é transportado via xilema podendo ser regulado

pela transpiragao ou por processo passivo (DATNOFF et al., 2001).

A deposicéo de cera epicuticular foi visualizada por Pasqual et al. (2011) nas duas
epidermes das folhas da orquidea Brassavola perrine e do hibrido Laelia cattleya
Culminant “Tuilerie” x Laelia cattleya Sons Atout Rotunda x Brassolaelia cattleya

Startifire Moon Beach submetidos ao tratamento com diferentes concentracdes de
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silicio in vitro, em relacdo ao tratamento controle (auséncia de silicato de calcio); essa
deposicao evita a perda de agua pelas células da epiderme e aumenta a capacidade

de aclimatizacdo das plantulas.

A fonte e concentracdo 6tima de silicio na planta varia entre espécies e também entre
genotipos. Pasqual et al. (2011) verificaram que a incluséo de silicato de calcio a 0,5
e 2,0 mg L-1 no meio MS estimulou o crescimento de Brassavola perrinii e do hibrido
Lc ‘Culminant Tuilerie’ x Lc. ‘Sons Atout Rotunda’ x Blc. ‘Startifire Moon Beach’,
respectivamente. Ja Soares et al. (2011) relataram que a adicao de 5,0 mg L-1 silicato
de potéassio e 20,0 mg L-1 silicato de sédio ao meio Knudson C modificado aumentou
0 numero de raizes e 0 comprimento da parte aérea e da raiz em mudas de Cattleya
loddigesii. Mantovani et al. (2018) estudando aplicacao foliar de trés fontes de silicio
(adcido monossilicico, silicato de potassio e silicato de potassio com silicato de sodio)
nas orquideas Phalaenopsis sp. “Golden Peoker” e Dendrobium sp."Valentin
verificaram que a aplicagao de 27 mmol L-1 de silicato de potassio e 16 mmol L-1 de
acido monossilicico resultou nos maiores valores para os parametros biométricos

avaliados para Phalaenopsis sp. e Dendrobium sp., respectivamente.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas
Ornamentais da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

Jaboticabal, Sdo Paulo (Latitude: 21° 15" 19" S; Longitude: 48° 19’ 21" O). A fase de
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aclimatizacao foi conduzida na cidade de Itapolis, S&do Paulo, no orquidario Mantovani

(Latitude: 21° 35' 45" S; Longitude: 48° 48' 46" O).

Plantulas, com 5 + 1 cm de altura, foram transplantadas para frascos de vidro
contendo meio de cultivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com 30 g L? de
sacarose, 2 g L de carvéo ativado, 6 g L' de agar e diferentes concentracées de
acido monossilicico (acido monossilicico - Zumsil®, densidade = 1,25e Si=79,3g L

1), de acordo com o tratamento; com pH ajustado para 5,8.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Foram cinco
tratamentos (1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mmol de acido monaossilicico por litro de meio de
cultivo e auséncia do acido monossilicico - controle), quatro repeticées e 22 plantas

por parcela.

Apoés seis meses foram avaliadas, em trés mudas por parcela, as caracteristicas:
altura da muda; namero de brotos; nimero de folhas; area foliar, determinada pelo
medidor LICOR®, modelo 3100; teor de clorofila, com auxilio de um aparelho
ClorofiLOG (FALKER®, modelo CFL1030); nimero de raizes e massa seca da parte
aérea e das raizes, onde as mudas foram retiradas dos frascos (in vitro) e separadas
em parte aérea e sistema radicular, embaladas em sacos de papel e colocadas em
estufa de circulacdo de ar forcada, a 65 °C até atingirem massa constante, sendo 0s

resultados para massa seca expresso em gramas.

Os dados foram submetidos a analise de regressdo polinomial a fim de verificar o
comportamento das variaveis em funcao do aumento da concentracdo de acido
monossilicico, empregando o software estatistico AgroEstat® (BARBOSA &

MALDONADO JUNIOR, 2015).

A partir das plantas restantes, foram escolhidas aleatoriamente 10 plantas por

parcela, que foram aclimatizadas em casa de vegetacdo, equipada com tela de
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sombreamento 70% e irrigagdo automatizada por microaspersao, durante 90 dias.
Houve alto indice de mortalidade nos tratamentos. Os resultados para andlise de

sobrevivéncia foram expressos em porcentagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Altura das plantas, massa seca de parte aérea, area foliar, teor de clorofila, nUmero
de raizes e massa seca de raizes foram influenciadas pelo Si, sendo observado, para
estas caracteristicas, que a concentracdo de 4,0 mmol de acido monossilicico L™
apresentou as maiores médias em relacdo aos outros tratamentos (Figura 1). Nao
houve interferéncia do Si no nimero de folhas e de brotos, ndo havendo ajuste de

regressao para estas caracteristicas.

Resultados semelhantes quanto ao efeito positivo do Si, também foram observados
por SOARES et al. (2011), que relataram que a adicao de 5,0 mg L* de silicato de
potassio e 20,0 mg L de silicato de sédio ao meio Knudson C modificado
aumentaram a altura das plantas, o nimero e 0 comprimento das raizes em plantas
da orquidea Cattleya loddigesii e por SOARES et al. (2012), que verificaram estimulo
do crescimento de mudas das orquideas Brassavolva perrinii e do hibrido
((Laeliacattleya Culminant “Tuilerie” x Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x
Brassolaeliacattleya Startifire Moon Beach), quando adicionaram silicato de célcio,
respectivamente, nas concentracdes de 0,5 e 2,0 mg L' ao meio MS e, também, por
MANTOVANI et al. (2020), que observaram que a incorporacgao de silicato de potassio
e silicato de sddio resultou em maior area foliar, respectivamente para Cymbidium

atropurpureo e Dendrobium secundum.

As concentracdes de acido monossilicico testadas neste estudo foram adequadas e

benéficas ao crescimento e desenvolvimento in vitro de Cattleya amethystoglossa,
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podendo ser evidenciado pelo aumento do teor de clorofila nas doses de 3 e 4 mmol
de acido monossilicico L™ pois, a clorofila constitui um fator indicativo de estresse,
podendo ocorrer reducao desse teor quando ocorre fitotoxidade, como demonstrado
por MANTOVANI et al. (2020) em Cymbidium atropurpureo, quando utilizaram
concentracbes elevadas de Si; essa espécie de orquidea, portanto, se mostrou
sensivel a toxicidade de Si e essa diminuicdo da producéo de clorofila ocorreu para
as concentracdes estudadas (14,15 a 56,6 mmol L) e pelo tempo de fornecimento
do elemento durante o cultivo; ja Dendrobium secundum foi tolerante ao excesso de

Si e apenas a fonte acido monossilicico prejudicou a sintese de clorofila.

Semelhante ao observado em Cattleya amethystoglossa, em outros estudos
onde também foram testadas concentracdes de Si inferiores houve incremento da
clorofila verificado no cultivo in vitro de plantas comerciais como morangueiro

(BRAGA et al., 2009), anturio (DIAS et al., 2017) e bromélia (MARTINS et al., 2019).

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o Si favoreceu o crescimento e
desenvolvimento in vitro de Cattleya amethystoglossa conforme preconizam
SIVANESAN & PARK (2014). Estes resultados, juntamente com os de MANTOVANI
et al. (2018; 2020) mostram que o Si no cultivo in vitro de orquideas pode favorecer o
crescimento ou provocar toxicidade dependendo da fonte, concentragdo do elemento
no meio de cultivo e da espécie, concordando com HAGHIGHI & PESSARAKLI (2013)
e SIVANESAN & PARK (2014) que comentam que, a capacidade de absorcéo e
acumulo de Si pelas plantas é variavel de acordo com a forma e disponibilidade do

elemento, bem como, a espécie.

Apbs aclimatizacao por 90 dias, a taxa de sobrevivéncia foi de 60% na concentracéo
de 4,0 mmol de acido monossilicico L, enquanto para as demais concentracdes a

sobrevivéncia foi inferior a 15,2% (Figura 2).
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A absorcéo do Si in vitro, na concentracdo de 4,0 mmol de acido monossilicico L,
influenciou na sobrevivéncia das plantulas de Cattleya amethystoglossa, pois o Sitem
efeito benéfico em condi¢Bes de estresse abidtico e bibtico, que pode ocorrer nessa
fase de aclimatizacdo das mudas (FARIA et al., 2012). O Si se deposita abaixo da
camada de cuticula nas folhas, causando diminuicdo na taxa de transpiragao;
portanto, mantém alto teor relativo de agua nas folhas, o que faz com que a planta
ndo consuma mais 4gua sob alto potencial osmético (SANGSTER et al., 2001). Esse
efeito benéfico do Si na aclimatizacdo, ocorreu também para plantulas de bromélias
Billbergia zebrina que foram cultivadas in vitro com a adi¢ao de silicato ao meio de
cultura e tiveram taxas de sobrevivéncia superiores em relacdo aquelas cultivadas no

tratamento controle, sem Si (MARTINS et al., 2019).

A suplementacdo de Si na dose de 4,0 mmol de &cido monossilicico L* no meio de
cultivo, durante a fase in vitro para Cattleya amethystoglossa, proporcionou resultados
positivos de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacdo, mostrando, mais uma vez
gue as doses testadas foram adequadas ja que MANTOVANI et al. (2018) verificaram
gue a aplicacao via foliar de 39 e 18 mmol L* Si na forma de acido monossilicico no
cultivo de hibridos de orquideas Phalaenopsis e Dendrobium, respectivamente,
causaram prejuizos e diminuiu a sobrevivéncia das plantas e, também MANTOVANI
et al. (2020), observaram fitotoxicidade nas orquideas Cymbidium atropurpureo e
Dendrobium secundum, quando testaram doses mais elevadas (14,15; 28,30; 42,45
e 56,6 mmol L™ Si) utilizando trés fontes de Si (nanossilica, mistura de silicato de
potassio e silicato de sddio e acido monossilicico) sendo o acido monossilicico a fonte
mais toxica pois provocou danos fisioldgicos em concentracdes maiores do que 14,1
e 11,2 mmol L de Si para Cymbidium atropurpureo e Dendrobium secundum,
respectivamente, interferindo no sucesso da sobrevivéncia das mudas destas

orquideas.
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CONCLUSAO

A suplementacédo de Si na concentracdo de 4,0 mmol de acido monossilicico no meio
de cultivo, durante a fase in vitro, resultou em alteragdes nas mudas proporcionando

maior taxa de sobrevivéncia na fase de aclimatizacao.
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Figura 1. Altura da planta (A), Massa seca da parte aérea (B), Area foliar (C), Teor de clorofila (D),
Numero de raizes (E), e Massa seca das raizes (F) de Cattleya amethystoglossa em fungéo do
aumento de doses de silicio (acido monossilicico). Jaboticabal, SP, 2020.
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Figura 2. Sobrevivéncia de plantas de Cattleya amethystoglossa tratadas com diferentes doses e
auséncia de silicio (acido monossilicico) apés trés meses de aclimatizagéo. Jaboticabal, SP, 2020.



