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RESUMO

EBURNEO, Ligia. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso, Marco de
2014. Desenvolvimento de plantulas e anatomia foliar comparada de
Catasetum x apolloi Benelli & Grade (Orchidaceae) submetidas a
diferentes doses de silicato de potassio e fontes de luz. Orientadora: Profa
Dra Ivone Vieira da Silva.

O objetivo desse trabalho foi comparar plantas de Catasetum x apolloi
cultivadas sob luz natural e luz artificial e sob diferentes concentracdes de
silicato de potassio, para verificacdo do desenvolvimento da planta e
diferenciacdo anatbmica que auxiliem no processo de aclimatizacdo dessa
espécie endémica da regido norte matogrossense. Protocormos provenientes
da semeadura in vitro com aproximadamente 0,5 cm de tamanho foram
inoculados em frascos com 100 mL L™ de meio de cultura alternativo, com
silicato de potassio (0; 0,5; 1,0 mL L™). As culturas foram mantidas sob luz
natural e luz artificial por 150 dias . As raizes obtiveram maior crescimento com
a aplicacdo de 1 mL L * de K2sio3 em ambiente natural. Maiores teores de
clorofila e quantidade de pseudobulbos foram evidenciados em ambiente luz/
artificial, e aplicacdo de silicio 1,0 mL L *e 0,5 mL L *, respectivamente. Houve
formacdo de raizes em todos os tratamentos, porém com decréscimos
proporcionais ao aumento das doses. Para comparacdo anatdmica utilizou-se
plantas adultas as quais apresentaram folhas anfiestomaticas com estdématos
teraciticos e anomociticos, sinuosidades nas células do mesofilo, células
epidérmicas adaxiais e abaxiais com as mesmas dimensdes, ndo apresentam
colénquima. Os melhores resultados observados com a aplicacdo de K,SiO4
em meio alternativo, nos ambientes TAA (Luminosidade artificial), TAN
(Luminosidade natural), foram: alongamento da hipoderme - doses 0,5 e 1mL L"
- maior mesofilo - 0,0 e 0,5 mL L™ (TAA) e nervura central dose 0,0 mL L
Y(TAA); abertura estomatica eliptica 0,5 mL L™ e 1mL L™ (TAA); formacéo de
camaras supraestomaticas 0,5 mL L™ menor densidade estomatica 1 mL L™
menores diametros equatorial e polar dos estématos, nas doses de 0,0 e 0,5
mL LY Os caracteres observados, como espessamento da cuticula,
alongamento da hipoderme, formagcdo de camaras supra-estomaticas, menores

densidades de estbmatos, abertura estomatica eliptica, estbmatos menores,

Xi



maiores tamanho do mesofilo, promovem menor estresse hidrico no processo
de aclimatizacédo das plantas cultivadas in vitro, inferindo que esse conjunto de

caracteristicas na planta propicia maior chance de sobrevivéncia ex vitro.

Palavras chave: Catasetineae; Iluminosidade; morfoanatomia; silicio;

vitrocultura.
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ABSTRACT
Eburneo, Ligia. M.Sc. University of Mato Grosso State, March 2014 . Seedling

development and leaf comparative anatomy of Catasetum x apolloi Benelli
& Grade(Orchidaceae) compared and submitted to different potassium
silicate doses and light sources. Advisor: Prof. Dra. Ivone Vieira da Silva.

The aim of this study was to compare plants of Catasetum x apolloi cultivated
under natural and artificial light and under different concentrations of potassium
silicate for verification of plant development and anatomical differentiation which
assist the acclimatization process of this endemic species from the northern
Mato Grosso region. Protocorms from in vitro sowing measuring around 0.5 cm
were inoculated in a 100 mL L™ jars with an alternative growth media with
potassium silicate (0, 0.5, 1.0 U mL L™). The growth media were kept under
natural light and artificial light for 150 days. The roots had a higher growth under
application of 1 mL L™ K2sio3 and natural light environment. Higher chlorophyll
amount and pseudobulbs content were seen in brightness environment, and 1.0
mL L™*and 0.5 mL L™ silicon application, respectively. There was root formation
in all treatments, but a root reduction was proportional to the doses increments.
For anatomical comparison, we used adult plants which showed amphistomatic
leaves with tetracytic and anomocytic stomata, mesophyll cells sinuosity,
adaxial and abaxial epidermic cells of the same size, do not show collenchyma.
The best results were observed with application of the alternative growth media
in KySiO4 in (TAA) environments brightness (TAN) (natural light) were:
stretching on the hypodermis - 0.5 and 1 mL L™ doses; bigger mesophyll - 0.0
and 0.5 mL L™ ( TAA ) and midrib 0.0 mL L™ dose ( TAA ) ; elliptical stomatal
aperture 0.5 mL L and 1 mL L™ ( TAA ) ; supra- stomatal chambers formation
0.5 mL L ; lower stomatal density 1ml L™ ; smaller equatorial and polar
stomata diameters, at doses of 0.0 and 0.5 mL L™. The observed traits such as
cuticle thickening, stretching of the hypodermis, supra-stomatal chambers
formation, lower stomatal density, elliptical stomatal aperture, smaller stomata ,
mesophyll larger size, promote less water stress in the in vitro cultivated plants
acclimatization process , implying that this set of traits on the plant provides

greater chance of ex vitro survival.
Keywords : Catasetineae ; brightness ; morphoanatomy ; silicon; vitri-culture
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1. INTRODUCAO GERAL

Orchidaceae é considerada uma das maiores familias de plantas,
estima-se uma variacao entre 20.000 e 35.000 espécies distribuidas em mais
de 800 géneros e 120.000 hibridos (SOUZA & LORENZI, 2005). Porém, este
namero tende sempre a aumentar, pois a cada ano novas descobertas sao
feitas (SILVA & SILVA, 2010). As orquideas estdo entre as plantas ornamentais
mais apreciadas por sua beleza, exoticidade e agregam maior valor comercial.

Entre as orquideas destacam-se as espécies do género Catasetum Rich.
ex Kunth que compreende 95 espécies e sete hibridos naturais ocorrentes no
Brasil, das quais 28 espécies foram confirmadas para Mato Grosso. Destas, 21
espécies sao relatadas para a por¢cdo amazébnica do Mato Grosso (PETINI-
BENELLI, 2012). Entre hidridos naturais de Catasetum est4d a Catasetum Xx
apolloi Benelli & Grade, sendo encontrada sobre palmeiras da espécie
Maximiliana regia as margens do rio Teles Pires no municipio de Carlinda- MT
e também observadas em Alta Floresta - MT (BENELLI & GRADE 2008).

Catasetum x apolloi € uma erva epifita com pseudobulbos robustos,
fusiformes e cilindricos, folhas longas, linear-lanceoladas, acuminadas e para a
base atenuadas em pseudopeciolo caniculado, rijas e reto patentes
recurvadas, com nervuras destacadas e haste floral com até 55 cm,
sustentando mais de uma dezena de flores nos 2/3 finais. A flor apresenta
pedicelo patente, reto ou levemente arqueado atingindo até 30 mm de
comprimento e na base apresenta bractea apressa e fixa, concava. As sépalas
sdo carnosas, castanho-avermelhadas, sendo as laterais um pouco obliquas e
mais reflexas (BENELLI & GRADE, 2008).

As pétalas de Catasetum x apolloi sdo ovaladas, obtusas ou agucadas,
igualmente castanho-avermelhadas. O labelo, espessamente carnoso e rijo, €
saquiforme com a parte dorsal da protuberancia arredondada e os lobos
laterais fimbriados (BENELLI & GRADE 2008).

A espécie Catasetum x apolloi foi descrita em 2008 como sendo uma
nova espécie para a regido norte de Mato Grosso, pelas autoras Benelli &
Grade (2008). No entanto, a identificacdo correta ainda nao foi conclusiva. As
autoras realizaram experimentos de hibridacdo entre as espécies C.

schmidtianum e C. longifolium e, apontaram uma similaridade com C. x apolloi.
1



Uma analise envolvendo caracteres anatdmicos e marcadores moleculares

(extracdo de DNA) mostraria claramente a identificacdo da espécie citada.

Figura 1- Caracteristicas florais de Catasetum x apolloi Benelli & Grade.
A ocorréncia de hibridos naturais é citada em muitas familias botanicas

(BRIGGS & WALTERS, 1997; STUESSY, 1990; DE LA SOTA & PAZOS, 2001;
WENDT et al., 2001; GOBERT et al., 2002). Wendt et al. (2001), afirmam que a
hibridacdo é comum em popula¢des proximas e que o isolamento geografico e
ecolégico entre espécies tem diminuido pela facilidade de acesso provocada
pelo homem. Stebbins (1959) relata que a hibridacdo tem sido considerada
fundamental na evolucdo das plantas por representar uma possibilidade de
recombinacdo genética, ou seja, pode originar uma nova linhagem evolutiva.
Um hibrido natural pode, muitas vezes, ser confundido com uma espécie nova
ou uma variedade (STUESSY, 1990).

A familia Orchidaceae tem caracteristicas muito especializadas com
elevado poder de adaptacdo a diferentes ambientes (BENZING et al., 1982) e
suas flores exibem particularidades marcantes que desempenham importante
papel na atracdo do agente polinizador o que, consequentemente, favorece a
polinizacdo cruzada (DRESSLER, 1993).



Devido as caracteristicas ornamentais, as orquideas apresentam grande
importancia econdmica, desta forma séo retiradas excessivamente do seu
habitat natural, levando muitas espécies a extingdo, sem ao menos serem
identificadas (FERREIRA & SUZUKI, 2008). Catasetum x apolloi, possui
exoticidade e beleza inigualaveis, com cores vibrantes e variacdes
morfoldgicas, sendo constantemente retiradas de seu habitat natural Inserir
referéncia. Decorrente dos grandes desmatamentos e queimadas na regiao,
sua multiplicacdo in vitro e aclimatizacdo é fundamental para a conservacao
deste “hibrido”. O cultivo in vitro tem propiciado a propagacdo massal de uma
série de espécies de orquideas em risco de extincdo ou de elevado valor
comercial (SANTOS et al., 2006). Nas duas ultimas décadas, as técnicas de
cultivo in vitro tém sido utilizadas para a propagacdo de orquideas, para o
estudo de aspectos fisiolégicos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento e como método de conservacao ex-situ para reducao do risco
de extincdo (FERREIRA & SUZUKI, 2008).

Orquideas podem ser propagadas tanto por meio de sementes como
vegetativamente, a cultura de tecidos é utilizada para a obtencdo de grande
quantidade de mudas em curto espaco de tempo e esta técnica tem sido
utilizada para estudos de propagacao in vitro, fitopatologia e nutricdo mineral
(SOARES et al., 2008). Segundo Lone et al. (2008), a germinacao in vitro de
orquideas via sementes possibilita maior aproveitamento, pois favorece a
germinacao de grande parte delas.

A cultura de tecidos se destaca como uma técnica que viabiliza a
germinacao de sementes possibilitando a obtencdo de grande quantidade de
mudas em curto espaco de tempo (PASQUAL et al., 2011). As orquideas
apresentam frutos com milhares de sementes, contudo a germinacao destas é
pouco eficiente em condigcbes naturais, ficando em torno de 3 a 5%
(TOMBOLATO & COSTA, 1998).

Varios meios de cultura sdo relatados para o cultivo assimbiético de
sementes de orquideas in vitro (ARDITTI, 1992). Contudo, plantulas cultivadas
por esse processo raramente sobrevivem, quando transferidas para seu habitat
natural em programas de reintroducdo de espécies no campo (CLEMENTS et
al., 1986; ANDERSON, 1991).



A composicado do meio de cultura tem importante funcéo nas respostas
de crescimento de células e tecidos. Plantas ou explantes cultivados in vitro
tém exigéncias nutricionais especificas e requerem meios nutritivos compostos
por minerais, vitaminas e fontes de energia. Os meios de cultura podem ser
modificados de acordo com a necessidade de cada tipo de explante e a
espécie com a qual se esteja trabalhando (TORRES et al., 2001). O cultivo in
vitro proporciona alta taxa de multiplicacdo, mas as plantas produzidas diferem
quanto a anatomia, morfologia e fisiologia, comparadas as plantas
desenvolvidas em casa de vegetagdo e em campo (CALVETE et al., 2002).

O potéassio € o elemento mineral mais abundante nas plantas, que pode
ser adicionado aos meios de cultura, porém nao existem relatos sobre a
utilizacdo desse elemento para o desenvolvimento in vitro de Catasetum X
apolloi. Segundo Malavolta (1997), o potassio ativa mais de 60 enzimas, muitas
delas essenciais para a fotossintese e para a respiracdo, estando envolvido
nas sinteses de proteinas e de amido, nos movimentos de abertura e
fechamento dos estbmatos e nos movimentos nasticos, além de participar na
manutencdo do equilibrio eletrostatico e turgescéncia nas células, juntamente
com outros cations.

Atualmente incluido como micronutriente o silicio (Si) € absorvido pelas
plantas em grandes quantidades. Em muitas espécies os teores encontrados
nos tecidos superam os de nitrogénio e potassio, considerado um componente
essencial (BRASIL, 2004). Muitos trabalhos em campo tém demonstrado o
efeito benéfico da sua utilizacdo em diversas culturas, j& que sua funcéo
estrutural na parede celular pode elevar os conteudos de hemicelulose e
lignina, aumentando a rigidez da célula. Segundo Camargo et al.,, ( 2007) a
acdo benéfica do silicio tem sido associada a diversos efeitos indiretos como
aumento da eficiéncia da capacidade fotossintética, reducéo da transpiracdo e
aumento da resisténcia mecéanica das células. Porém existe escassez de

protocolos que incluam esse nutriente aos meios de cultura in vitro.

O silicio tende a se acumular nas folhas, onde forma uma barreira
protetora e regula a perda de agua da planta por evapotranspiracdo. Isto auxilia
a aclimatizacdo das plantas micropropagadas, pois a principal causa de morte

durante esse processo € o0 estresse hidrico, pela baixa funcionalidade dos
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estdbmatos e delgada camada de cera epicuticular (SILVA, 2007). Segundo o
mesmo autor a deposicdo desse elemento na parede das células torna a planta
mais resistente a acdo de pragas e evita a desidratacao através da diminuicao
da taxa de transpiracao.

As folhas de vitroplantas possuem menos estdmatos e estes séo
circulares em vez de elipticos (DESJARDINS et al., 1995). Isso pode explicar
sua ma funcionabilidade, principalmente sua dificuldade em fechar quando
necessario (na aclimatizacdo), fator essencial, para manter os niveis hidricos
da planta. A anatomia foliar pode apresentar mudancas, estas ocorrem durante
a aclimatizacao e sao percebidas na maioria das folhas que se desenvolvem no
cultivo ex vitro. No processo de aclimatizagcao as folhas primordiais apresentam
caracteristicas intermediarias entre as folhas crescidas in vitro e as crescidas
na casa de vegetacdo. Somente as novas folhas se assemelham as de plantas
cultivadas em condi¢gdes de campo.

O ambiente natural através da alta intensidade luminosa contribui para o
espessamento foliar e a elongacéo do parénquima palicadico (CASTRO, 2002).
Folhas de plantas crescidas em ambientes ensolarados demonstram taxa
fotossintética mais elevada e sdo menores, mais pesadas e mais espessas por
unidade de area, comparadas com plantas de locais sombreados
(BOARDMAN, 1977; BJORKMAN, 1981).

As plantas cultivadas in vitro necessitam de um periodo de
aclimatizacado, para adaptar-se as condi¢des de cultivo em campo. A etapa de
aclimatizacdo é definida como uma adaptacdo climatica de um organismo,
especialmente uma planta, que € transferida para um novo ambiente ex vitro
(CAMPOSTRINI & OTONI, 1996).

Plantulas micropropagadas precisam de um periodo de aclimatizacao,
imediatamente ap0s a remocao do ambiente in vitro, que lhe permitira adaptar-
se as condi¢des de cultivo em campo. A dificuldade de transicdo do mecanismo
heterotréfico para autotréfico em plantas micropropagadas, em virtude das
alteracOes epigenéticas anatdmicas e fisioldgicas, induzidas pelas condi¢des in
vitro (CAMPOSTRINI & OTONI, 1996), requer a realizacdo de determinadas

investigacdes, para que a aclimatizacdo possa ter sucesso.
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A germinagcdo de sementes de Orchidaceae na natureza € pouco
eficiente decorrente da necessidade simbidtica com alguns géneros fungicos.
Entretanto, as orquideas cultivadas in vitro, cuja germinabilidade é alta, no
Campus Universitario de Alta Floresta MT, tém apresentado perdas de 80 a
90% do material biol6gico durante o processo de aclimatizacdo (Laboratério de
Citogenética e Cultura de Tecidos). Fatores associados como a alta
temperatura da nossa regido podem estar contribuindo para a mortalidade
dessas plantas, através da perda excessiva de agua. Modificacbes na
composicdo do meio de cultivo como a adicdo de fontes de silicio, podem
promover efeitos benéficos nas plantas, elevando o contetdo de hemicelulose
e lignina, aumentando assim a rigidez na parede celular, fazendo com que
sejam alcancadas elevadas taxas de sobrevivéncia de plantas na aclimatizacéo
(CAMARGO et al., 2007).

Diante da escassez de informacdes a cerca do comportamento de
Catasetum x apolloi, planta recém-descoberta e endémica da regido, objetivou-
se neste trabalho estudar aspectos relativos as caracteristicas de crescimento
e anatomia foliar do cultivo in vitro em meio alternativo com adicao de silicato
de potassio e diferentes luminosidades, para obtencdo de plantas mais
resistentes no processo de aclimatizacdo, tanto anatomicamente mas também
com caracteristicas fitotécnicas melhoradas.

Procurando atingir os objetivos propostos a dissertacdo esta dividida em
dois capitulos. O primeiro se intitula “Morfometria de vitroplantas de Catasetum
x apolloi Benelli & Grade com adicdo de silicato de potassio em meio
alternativo sob diferentes fontes de luz” e o segundo capitulo “Anatomia e
analise micromorfométrica foliar de Catasetum x apolloi Benelli & Grade com

adicao de silicato de potassio em meio alternativo e diferentes fontes de luz.
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3. CAPITULOS
3.1 MORFOMETRIA DE VITROPLANTAS DE Catasetum x apolloi Benelli &

Grade COM ADICAO DE SILICATO DE POTASSIO EM MEIO
ALTERNATIVO EM DIFERENTES FONTES DE LUZ"
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Resumo- EBURNEO, Ligia. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Marco de 2014. (Morfometria de vitroplantas de Catasetum x apolloi Benelli &
Grade com adicdo de silicato de potassio sob diferentes fontes de luz)
Orientadora: Profa Dra Ivone Vieira da Silva. Catasetum x apolloi € um hibrido
natural recém-descoberto na regido norte de Mato Grosso, sendo endémico
deste local, e apresenta dificuldade de germinacdo em seu habitat natural, a
vitrocultura contribui nesse processo. O objetivo do presente estudo foi avaliar
se a inclusdo de silicato de potassio no meio de cultura alternativo com
diferentes luminosidades, facilita o transplantio e sua aclimatizacdo. As
sementes foram germinadas em meio alternativo, durante 60 dias em sala de
crescimento. Logo apds, 5 protocormos foram inoculados no meio de cultura
alternativo, acrescidos de silicato de potassio (0,0; 0,5; 1,0 mL L™). As culturas
foram nos dois ambientes por 90 dias. O K,SiO3 nao inferiu no parametro peso
da massa fresca, comprimento da maior folha e numero de folhas. O
comprimento total da planta esta correlacionado com o maior tamanho das
raizes (1 mL L ) de K;SiO; em ambiente natural. Maiores teores de clorofila
ocorreram em ambiente com luz artificial na concentracdo de 0,5 mL L™ de
silicato e 1 mL L™* e quantidades de pseudobulbos com 1 mL L e 0,0mLL"
Yuz/natural, 0,5 mL L *, luz/artificial, respectivamente. Houve interacdo do
silicato com as variaveis analisadas, havendo crescimento de raizes em todos
0s tratamentos, porém com decréscimos proporcionais ao aumento das doses.

Palavras-chave: Aclimatizacdo; amaz06nia; micropropagacao; orquideas.

Abstract- EBURNEO, Ligia. M.Sc. University of Mato Grosso State, March
2014. (Catasetum x apolloi Benelli & Grill vitroplants morphometry with addition
of potassium silicate under different light sources) Advisor: Dra Ivone Vieira da
Silva.

The studied orchid is a natural hybrid recent discovered in northern Mato
Grosso, being endemic to this place and it show germinating issues in their
natural ecosystem, vitro culture contributes to this process. The aim of this
study was to evaluate if potassium silicate addition in the alternative growth
media in different light levels, aiding transplanting and their acclimatization
process. The seeds were germinated in alternative growth media for 60 days in
a growth room. Afterwards, five protocorms were inoculated on the alternative
growth media plus potassium silicate (0.0, 0.5, 1.0 mL L™). Cultures were in
both environments for 90 days . The K,SiO3 did not interfere in fresh mass
weight parameter, longest leaf length and number of leaves. The total plant
length is correlated with the largest root size (1 mL L™) of K,SiOs in natural light.
Higher chlorophyll content were found in artificial light environment at 0.5 mL L™
silicate and 1 mL L™ and pseudobulbs amounts with 1 mL L™ and 0.0 mL L™
naturalllight, 0,5 mL L™, artificial/light, respectively. There was interaction
between silicate and the analyzed traits, root growth was found in all
treatments, but a decrease could be observed proportional to the doses
increase.

Keywords : acclimatization; amazon; micropropagation; orchids.
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Introducéo

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de
grande valor comercial, devido, principalmente, a sua capacidade de
combinacdo genética, a beleza, forma e cor de suas flores. Porém devido a
depredacdo humana, muitas espécies tém desaparecido de seu habitat natural,
pela retirada indiscriminada de espécimes.

Orchidaceae é considerada uma das maiores familias botanicas em
namero de espécies. Estima-se uma variacdo entre 20.000 e 35.000 espécies
distribuidas em mais de 800 géneros e 120.000 hibridos (SOUZA & LORENZI,
2005). Porém, este numero tende sempre a aumentar, a cada ano novas
descobertas sao feitas (SILVA & SILVA, 2010), sendo identificadas mais de
3.500 espécies no Brasil.

Dentre os géneros de Orchidaceae, Catasetum Rich. ex Kunth apresenta
95 espécies e sete hibridos naturais ocorrentes no Brasil, das quais 28
espécies foram confirmadas para Mato Grosso. Destas, 21 espécies sao
relatadas para a por¢cdo amazonica de Mato Grosso (PETINI-BENELLI, 2012).

Catasetum apolloi Benelli & Grade foi descrita como uma nova espécie
em 2008 (BENELLI & GRADE, 2008), encontrada na regido norte do Mato
Grosso. E uma espécie endémica e as pesquisas relacionadas sdo incipientes,
principalmente pela recente descoberta e pelo seu endemismo. Em 2012,
depois de pesquisas com polinizacdo induzida as autoras Benelli & Grade
constataram que se tratava de um hibrido natural através do cruzamento entre
Catasetum schimitdianum e Catasetum longifolium. Depois da correcéo
taxondmica ficou descrito mais um hibrido natural Catassetum x apolloi Benelli
& Grade para Mato Grosso- Amazonia Meridional (PETINI-BENELLI, 2012).

A micropropagacao € utilizada para a propagacdo clonal em grande
escala de plantas comercialmente importantes, como, por exemplo, espécies
da familia Orchidaceae. As maiores vantagens do cultivo in vitro sdo a
multiplicacdo rapida e a obtencdo de populacbes homogéneas oriundas de
matrizes melhoradas geneticamente (GOVIL & GUPTA, 1997). Os métodos
convencionais de propagacao vegetativa pela separacao, divisdo de touceiras

ou de pequenas mudas que se formam nos rizomas e em hastes florais sédo
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extremamente demorados, apesar de propiciarem uma descendéncia
geneticamente idéntica a planta matriz (SAGAWA & KUNISAKI, 1984).

O pleno desenvolvimento de vitroplantas esta relacionado diretamente a
composicdo do meio de cultura. Varias substancias vém sendo utilizadas como
formas alternativas na propagacdo in vitro como: agua de coco, diferentes
fertilizantes e polpa de frutas (PEDROSO-DE-MORAES, 2000). Muitos meios
de cultura tém sido testados, sendo identificado pela composicdo de sais
minerais, enquanto as vitaminas, os reguladores de crescimento e outros
suplementos variam na concentragdo (Campos, 2004). A escolha do meio
depende da espécie em questdo e do proposito da cultura (NASCIMENTO et
al., 2010).

Por ndo ser considerado um elemento essencial as plantas, o silicio (Si)
nao tem sido muito estudado na micropropagacdo de plantas, poucos relatos
sao descritos na incorporacédo desse nutriente aos meios de cultura. Contudo,
do ponto de vista fisiologico, para o crescimento e o desenvolvimento das
plantas, o silicio ja apresentou efeito benéfico sobre o aumento de producao de
diversas culturas (GOMES et al., 2008). Acredita-se que ele possa favorecer a
arquitetura das plantas e a fotossintese, ao proporcionar folhas mais eretas,
com maior eficiéncia fotossintética (DEREN et al., 1993).

Outro fator relevante para o melhor desenvolvimento das plantas
cultivadas in vitro vem sendo citado com a utilizacdo de luz natural, a qual vem
apresentando varias vantagens, como a eliminacdo dos gastos com luz
artificial, com instalacdes simples e, durante a aclimatizacdo 0 estresse
causado a planta é menos intenso (KODYM & ZAPATA-ARIAS, 1999). No
entanto, a disponibilidade de luz varia com a intensidade do sol, que depende
das condi¢cBes climaticas, da hora do dia e da época do ano de cada regido
(ERIG et al., 2005)

Nas regides tropicais e subtropicais, os efeitos das mudancas climaticas
sao pequenos, entretanto em regides de clima temperado, estes podem ser
aumentados, desta forma a tomada de decisdo pela utilizagdo ou nao da luz

natural depende da espécie, da técnica in vitro utilizada (heterotrdfica,
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fotomixotréfica ou fotoautotrofica) e das condigBes climaticas locais (KODYM &
ZAPATA-ARIAS, 1999).

Nesse contexto o objetivo desse trabalho foi avaliar se a inclusdo de
silicato de potassio no meio de cultura alternativo, associado a diferentes fontes
de luminosidades contribui para o melhor desenvolvimento de Catasetum X

apolloi, facilitando o transplantio para o cultivo ex vitro e sua aclimatizacao.
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Material e Métodos
O trabalho foi realizado no Laboratério de Citogenética e Cultura de

Tecidos Vegetais e no Laboratério de Biologia Vegetal,da Universidade do
Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta Floresta - MT
(UNEMAT), no periodo entre julho de 2012 e abril de 2013.

Neste trabalho foram utilizadas sementes provenientes da espécie
Catasetum x apolloi Benelli & Grade do Orquidario Alta Florestense do Campus
de Alta Floresta - MT. As sementes foram retiradas de frutos maduros,
armazenadas a 4°C, durante cerca de 24 h para a semeadura in vitro. As
sementes foram embebidas em &gua destilada e desinfestadas durante trinta
minutos sob agitacdo, e posteriormente tratados com solucdo de 15% (v v'') de
hipoclorito de sddio comercial (2,5% de cloro) durante dez minutos. Em seguida
na camara de fluxo laminar com o auxilio de uma micropipeta e ponteiras
esterilizadas, a solucdo de hipoclorito foi retirada e as sementes lavadas trés
vezes em agua destilada e esterilizada.

Foram inoculadas 2 mL da solucdo de agua destilada com sementes no
meio de cultura alternativo constituido de 30 g L™ de aglicar comercial, 2 g L™
de fertilizante B&G®, 200 mL L™ de &gua de coco e 2 g L™ de carvéo ativado.
Foram gelificados com 4 g L™ de Agar, segundo metodologia de Rodrigues et
al.,( 2012). O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,5 = 0,05.
Anteriormente & adicdo do Agar, foram distribuidos em frascos de vidro de 500
mL, sendo que em cada frasco foram colocados 100 mL de meio de cultura e
autoclavados a 121°C sobre presséo de 1 kgcmz2 por 20 minutos.

Os tratamentos foram mantidos a luz (2.000 lux) por 16 horas diarias a
uma temperatura de 27 = 1°C, durante 60 dias. Os tratamentos foram
observados semanalmente durante este periodo para avaliar o
desenvolvimento dos protocormos em plantulas.

Apoés 60 dias a partir da germinacdo das sementes, cinco protocormos
de aproximadamente 0,5 cm de comprimento foram inoculados em frascos com
capacidade para 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura alternativo
(RODRIGUES et al., 2012), acrescido de silicato de potéassio (0,0 ; 0,5; 1,0 mL

L"), pH ajustado para 5,5 + 0,5 e gelificado com 4g L™ de &gar antes do
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processo de autoclavagem a 121°C e 1 kgcm? por 20 minutos. As culturas
foram mantidas sob luz natural e luz artificial por 90 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 3 (2 ambientes e 3 concentracdes de silicato de potassio),
com 4 repeticbes para cada tratamento. Os tratamentos foram: TAA
(Tratamento em Ambiente Artificial) nas doses 0,0; 0,5 e 1,0 mL L™ de silicato
de Potassio em meio alternativo — TAN (Tratamento em Ambiente Natural) nas
doses 0,0; 0,5 e 1,0 mL L™ de silicato de Potassio em meio alternativo.

Ao final de 150 dias de cultivo 10 plantas de quatro repeticbes foram
retiradas aleatoriamente e analisadas as variaveis: comprimento da maior
folha, maior raiz e comprimento total da planta; peso da massa fresca;
guantidade total de folhas e raizes; presenca e auséncia de pseudobulbo e foi
medido o teor de clorofila total. As medidas em milimetros foram realizadas por
meio de paquimetro digital da marca instrutherm®. Os valores de luminosidade
foram coletados durante 30 dias as 09:00,13:00 e 15:00 h, com o auxilio de um
luximetro digital da marca instrutherm®, sob cada condicéo, sendo a seguir
calculada uma média diaria e posteriormente uma média do periodo.

No ambiente artificial, na sala de crescimento, a iluminacéo foi fornecida
por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial (OSRAM® 20 W), com
irradiancia média de 602,27 Lux (Ilimem/m?), fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 22 + 2°C. No ambiente natural (sala climatizada com
iluminacdo natural), apresentando 0s seguintes parametros ambientais:
temperaturas maximas e minimas de 32,05°C e 23,05°C, e niveis de irradiancia
de 939,21 Lux (Itmem/m?).

As medidas para temperatura maxima e minima foram registradas com
um termometro. Os teores de clorofila total foram estimados utilizando o
medidor portatil Chlorophyll metter, mod Spad 502° (Soil plant Analysis
Development, Minolta Camera Co. Ltd., Osaka, Japdo), sendo que para
obtencdo da média foram analisadas quatro medidas, uma na base, duas no
terco médio e uma no apice foliar, utilizando a 32 folha. No total foram avaliadas
10 folhas por repeticdo, completamente distendidas. Os valores foram
expressos em indice de clorofila em ambiente com luminosidade natural e

artificial.
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Para cada parametro quantitativo analisado as médias do tamanho da
maior raiz, numero de raizes, numero de folhas, tamanho da maior folha, peso
da massa fresca e teor de clorofila foi realizado tratamento estatistico a partir
da analise de regresséo linear através do programa estatistico: pelo programa
Sisvar (FERREIRA, 2003), (Prob < 5%) em funcéo das doses de K,SiO3 Para a
variavel qualitativa para presenca e auséncia de pseudobulbos foi realizado o
teste Qui-Quadrado a 5% de probabilidade do erro tipo 1.
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Resultados e Discussao

Ocorreu formacéo de raizes em todos os tratamentos. Constatou-se que
a interacdo do silicato com as variagcdes de luminosidade, propiciou um
decréscimo no nimero de raizes para as duas concentracdes 0,5 mL L e 1
mL L *, com luminosidade natural (Grafico 1), sendo mais acentuada com o

aumento das doses, quando comparado com 0 meio alternativo.

No ambiente com luz natural e 1 mL L™ de silicato de potassio, a média
para quantidade de raizes foi de 2,6%. Na dose de 0,5 mL L™ apresentou
quantidade de 3,17% de raizes, contrastando com o tratamento controle no
meio alternativo que apresentou média superior aos tratamentos com silicato
de potassio com um total de 3,67% raizes por planta. Havendo um efeito linear

decrescente para as concentracdes de silicato de potassio.

Numero de raizes

y=-1.07x+3.6817
R?=0.9986
CV % =38.28

O T 1
0 0,5 1

Dose de silicato de potassio {mL L 1)

Figura 1. Numero de raizes de Catasetum x apolloi cultivadas in vitro com diferentes

concentracdes de silicato de potassio e com luminosidade natural.

O resultado observado no presente trabalho para a espécie estudada
diferencia do obtido por outros autores, onde as adi¢cbes de fontes de silicio
aumentaram o namero de raizes quando as doses de silicato eram maiores,
este fato deve ser correlato com as fontes de silicio utilizada e também da
espécie estudada. Soares et al., (2011), demonstram que houve formacao de
raizes em todos os tratamentos que continham as duas fontes de silicio

(silicato de potéassio e silicato de sddio) e também no tratamento-controle, esse
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mesmo resultado foi observado com Catasetum x apolloi que apresentou

desenvolvimento de raizes em todos os tratamentos.

Maiores concentracbes de silicato de potassio propiciando um
decréscimo no numero de raizes possivelmente esta relacionado como a
espécie em questdo. A espécie respondeu de forma diferenciada quando
relacionada a quantidade de nutrientes adicionados nos meios de cultura, ja
que as orquideas epifitas ndo requerem grande exigéncia nutricional. Os meios
nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 0Orgaos vegetais
fornecem as substancias essenciais para o0 seu crescimento e desenvolvimento
in vitro (TORRES,1998). As mesmas vias bioquimicas e metabdlicas basicas
que funcionam nas plantas ex vitro, sdo conservadas em material vegetal in
vitro. Por isso 0s meios nutritivos se baseiam nas exigéncias das plantas
guanto aos nutrientes minerais, com algumas modificacbes para atender as
necessidades especificas in vitro (CALDAS et al., 1998).

Oliveira & Faria, (2005) estudando a espécie Catasetum fimbriatum,
obtiveram maior formacao de nimero de raizes em meio MS modificado com a
metade dos macronutrientes e com o meio a base de adubo NPK (10-30-20).
Essas divergéncias nas formulagcdes dos meios de cultura sdo fatores
intrinsecos que podem ou ndo favorecer o desenvolvimento de raizes, pois
cada espécie tem suas peculiaridades e necessidades nutricionais especificas.

Villa et al., (2006) observaram em amoreira preta (Rubus spp.) maior
absorcao de nutrientes em meio MS modificado, ocasionando aumento no seu
sistema radicular corroborando com este estudo no qual o maior nimero de
raizes foi no tratamento controle com meio alternativo, sem a adicao de silicato
de potassio. Segundo Malavolta 2006, o silicato de potassio em altas doses
pode prejudicar a planta causando toxidade, dessa forma como 0 meio
alternativo ja possuia potassio esse fator deve ser considerado relevante a
diminuicdo no numero de raizes formadas.

Perante os parametros analisados para comprimento da maior
raiz, houve maior crescimento, quando estas foram submetidas aos
tratamentos com adicdo de silicato de potassio ao meio de cultura (Figura 2),
demonstrando diferencas estatisticas para os dois fatores: luminosidades e
doses.
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O maior comprimento das raizes foi verificado no ambiente com
luminosidade natural em presenca da aplicacdo de silicato de potassio na
dosagem de 1 mL L™ com média de 16 cm (Grafico 2). Para o ambiente com
luminosidade artificial em presenca de 1 mL L™ 0 tamanho médio foi de 12 cm
(Grafico 2-A)
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Figura 2. Comprimento da maior raiz (cm) de Catasetum x apolloi cultivadas in vitro com

diferentes concentragdes de silicato de potassio e com luminosidade natural e artificial.

A luminosidade pode degradar compostos fendlicos. Alguns inibidores
de crescimento séo substancias de natureza fenodlica, como o &cido salicilico, o
acido cumaérico, o acido clorogénico e a cumarina, as quais podem retardar
processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, como alongamento
de raizes e caules e a germinacado de sementes (VON-PINHO & KIKUTI, 2004).
Os ambientes com luminosidade natural e artificial ndo causaram inibicdo no
crescimento de raizes ao contrario, no presente trabalho ocorreu alongamento

das mesmas.
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Figura 3. Vitroplantas com meio alternativo/luz natural; B- Meio alternativo/luz artificial; C- Meio
alternativo com 0,5 mL L7luz natural; D- Meio alternativo com 0,5 m L L™*/luminosidade
artificial; E- Meio alternativo com 1m L™/luz natural; F- Meio alternativo com 1mL L’
"luminosidade artificial. Barra = 2,5 cm (A-F).

Pode-se inferir que doses crescentes de silicato de potassio estimularam
maior incremento de massa e alongamento celular, promovendo maior
crescimento das raizes (Figura 1). Os resultados aqui encontrados discordam
com Oliveira & Faria (2005), que em estudo comparativo entre 0s meios MS,
Knudson C, Vacin e Went e meios a base de adubos NPK 10-5-5 e NPK 10-30-
20, na concentracdo de 3,0 g L™, obtiveram as melhores médias para
comprimento da maior raiz nas espécies Catasetum fimbriatum e Cyrtopodium
paranaenses, quando utilizaram o meio a base do adubo NPK (10-05-05), ou

seja com menores concentracdes de potassio ao meio de cultura. Este fato

21



pode ter ocorrido decorrente da formulagédo dos nutrientes incluidos ao meio de
cultura

Asmar et al. (2011) relatam em pesquisas realizadas com cultivo in vitro
de bananeiras utilizando o silicato de potassio (K;SiO3), que o silicio
concentrou-se nas raizes, indicando reduzida distribuicdo e translocacao para
as folhas. Neste trabalho resultados semelhantes foram observados, ja que o
tamanho das raizes foram maiores que a parte aérea, indicando que o silicato
de potassio propiciou o alongamento das raizes.

Em substratos com poucas reservas nutricionais, aumentar o
comprimento das raizes é primordial para que estas possam absorver com
mais funcionabilidade esses nutrientes. Diante do exposto, neste trabalho
observou-se que a quantidade de nutrientes para a planta em estudo eram
suficientes para seu desenvolvimento e conforme Grataplaglia (1998), a
manipulacdo de plantas cultivadas in vitro com raizes nuas ou que precisam
ser podadas, muitas vezes resultam em ma qualidade do transplante e até na
morte das plantas.Desta forma fica implicito que tamanhos menores de raizes
sdo fundamentais para se obter maior nimero de plantas sadias na
aclimatizacao, inferindo que doses menores de silicato de potassio (0,0 e
0,5mL L™) para a espécie sdo fundamentais.

A porcentagem de formacao de pseudobulbos (Tabela 1), demonstrada
através dos testes analisados, evidencia que com a aplicacéo de 0,5 mL L™ de
silicato de potassio ocorreu diferenca significativa para o ambiente com
luminosidade natural e artificial, sendo que o ambiente com luminosidade
artificial propiciou o maior aumento na quantidade de plantas com
pseudobulbos. Resultados obtidos em estudos com Phalenopsis (ZHOU, 1995)
e Solanum esculentum (ROMERO-ARANDA et al., 2006), demonstram que
para o crescimento da parte aérea das plantas a sala de crescimento com
luminosidade artificial foi mais eficiente, corroborando com os dados
encontrados para Catasetum x apolloi.

Os melhores tratamentos para a presenca de pseudobulbos é o meio
alternativo sem a adicdo de silicato de potassio, nas duas condi¢cdes de

luminosidade e o tratamento com 0,5 mL L™ de silicato de potassio em
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ambiente artificial. Acredita-se aqui que as altas temperaturas provocaram um

decréscimo na formacédo de pseudobulbos em ambiente natural.

Tabela 1. Porcentagem de pseudobulbos de Catasetum x apolloi mediante

aplicacdo de diferentes concentragdes de silicato de potassio.

Doses (mL L™) de Porcentagem de pseudobulbos
K,Sios Luz Natural Luz Artificial
0,0 82.5 Aa 75 Aa
0,5 60.0 Ba 80 Aa
1,0 27.5Cb 52.5 Ba

Média seguida da mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha nédo diferem entre si
pelo teste qui-quadrado, a 5% de probabilidade de erro tipo 1.

Este resultado deve ser decorrente da diferenca de temperatura entre os
dois ambientes, j& que no ambiente com luminosidade natural as temperaturas
apresentaram maximas e minimas de 32,05°C e 23,05°C, inferindo a
possibilidade da agua disponivel para a formacdo dos pseudobulbos ter se
translocado para outras partes da planta, para manter seu equilibrio osmatico,
pois as vitroplantas estdo sujeitas ao aumento e oscilacdo de temperatura
dentro dos frascos.

Um decréscimo maior no desenvolvimento de pseudobulbos foi
observado quando aplicado ao meio de cultura 1 mL L™ de silicato de potassio
em ambiente natural, onde somente 27,5% das plantas apresentaram
pseudobulbos. Nesse mesmo tratamento em ambiente artificial houve um
acréscimo do dobro de pseudobulbos formados quando comparados com
ambiente de luminosidade natural, apresentando um total de 52.5%, indicando
que a temperatura da sala de crescimento influenciou diretamente os
resultados obtidos e também menores doses de silicato.

O meio de cultura alternativo teve em sua composicdo 200 mL L™* de
agua de coco. Soares et al., 2013 também encontrou resultados positivos
guando utilizou meios alternativos para cultura in vitro de Dendrobium nobile
com a adicdo de 200 mL L™ de &gua de coco ao meio de cultura a qual
promoveu os melhores resultados para comprimento, diametro e nimero dos

pseudobulbos, numero de folhas, nimero de raizes, comprimento de raizes e
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massa fresca de Dendrobium nobile, ndo influenciando apenas a porcentagem
de germinacao e o numero de plantulas produzidas.

A agua de coco € 0 componente organico mais utilizado no
enriquecimento de meios de cultura, porém seus efeitos em relacdo a
promocao da germinacao, crescimento e desenvolvimento in vitro de orquideas
precisam ser mais pesquisados uma vez que é constituida por diversas classes
de horménios vegetais tais como acido indol acético, acido indol butirico, acido
abcisico, acido giberélico, zeatina, benzil adenina, acido naftalenoacético e
acido diclorofenoxiacético (MA et al., 2008). O efeito benéfico da adicdo de
agua de coco pode ser explicado pelos elevados teores de glicose, frutose e
sais minerais, além de horménios vegetais, necessarios ao processo de
formacéo e desenvolvimento das plantulas (NUNES et al., 2008).

Como citado acima a agua de coco contém muitos horménios, os quais
podem ter favorecido a formacdo de pseudobulbos, mesmo ndo tendo sido
avaliado os componentes nutricionais dessa substancia neste trabalho. Pois
sabe-se que os nutrientes da agua de coco auxiliam o processo de ramificacdo
tanto da parte aérea (no caso das orquideas o numero de pseudobulbos)
quanto das raizes (BERLETH et al., 2004).

Verifica-se que as baixas concentracbes de sais minerais foram
essenciais para a espécie em estudo na medida em que proporcionaram, em
geral, maior crescimento. Tal hipétese é reforcada pelo fato de espécies de
orquideas cultivadas in vitro necessitarem de baixa concentracdo de sais
minerais no meio de cultura (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009;
CORDEIRO et al., 2011; CUNHA et al., 2011), principalmente as orquideas
epifitas, ja que vivem em habitat com baixa quantidade de nutrientes
(STANCATO, 2008).

A variavel analisada para namero de folhas por planta demonstra que o
silicato de potassio ndo promoveu diferenca significativa entre o ambiente
natural e as doses de 0,0 mL L™ (4,37); 0,5mL L™ (4,62) e 1,0 mL L™ (4,35).
Para o ambiente com luminosidade artificial as médias observadas foram: dose
0,0 mL L™(4,37); 0,5mL L™(4,70) e 1,0 mL L™ (4,57). Observando os dados é

possivel inferir que mesmo ndo havendo diferenca estatistica a dose de 0,5mL
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L™ nos dois ambientes testados propiciou um aumento na média do nimero de

folhas.

A relacdo entre o transporte de acucares e o K sugere que plantas
cultivadas in vitro sejam muito mais sensiveis a deficiéncia deste nutriente no
meio. Diversos trabalhos relatam que tanto a dose de K interfere no
crescimento de plantas cultivadas in vitro, mas também a fonte usada, uma vez
que o K entra como ion acompanhante de nitrato, cloreto ou sulfato (CALDAS
et al., 1998; JUNQUEIRA et al., 2003; VILLA et al., 2006; FIGUEIREDO et al.,
2008). Maior quantidade de folhas pode determinar maior area fotossintética e,
consequentemente maior producdo de fotoassimilados,com melhor

desenvolvimento da plantula, em especial durante a fase de aclimatizacao.

Resultados com outra fonte de silicio foram relatados por Pasqual et al.
(2011), analisando-se o numero de folhas das duas espécies de orquideas:
Laelia cattleya Culminant "Tuilerie” x Laelia cattleya Sons Atout Rotunda)
X Brassolaelia cattleya Startifire Moon Beach. Os autores observaram um
comportamento semelhante entre as duas, obtendo melhores resultados na
presenca de luz artificial, sendo que a orquidea hibrida apresentou maior
numero de folhas (6,56) com a utilizacdo de 1,1 mg L™ silicato de célcio e a
espécie nativa (7,72) com a utilizacdo de 0,7 mg L™ de silicato de célcio.
Ambas mostraram decréscimo no numero de folhas com o aumento na
concentracdo de silicato de célcio. O silicio segundo Malavolta, 2006 € um
elemento benéfico as plantas principalmente por promover aumento na
capacidade fotossintética e também aumento no namero de folhas. Analisando
os tratamentos com silicato de potassio verifica-se que tanto o K quanto o Si
podem aumentar o numero de folhas de plantas cultivadas in vitro, mesmo que
esse aumento ndo tenha sido significativo nos testes estatisticos, verifica-se
que a dose de 0,5mL L™ nos dois ambientes testados propiciou um aumento na

média do niumero de folhas.

Nesta pesquisa, ndo houve resultado significativo através dos testes de
regressao linear na quantidade de folhas com a aplicacdo de silicato de
potassio quando comparado com o meio alternativo sem a adi¢ao de silicato de

potassio, esse resultado pode ser decorrente da utilizacdo de diferentes
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nutrientes na formulagdo do meio de cultura, os quais podem ter suprido as
necessidades nutricionais da planta. O numero de folhas por planta para
Catasetum x apolloi foi acima de quatro, sendo possivel afirmar que esta

guantidade de folhas séo suficiente para a espécie ou 0 género, se aclimatar.

A variavel quantitativa analisada através de regressdo linear para
tamanho da maior folha apresentou as seguintes médias: ambiente com
luminosidade natural nas doses de 0,0 mL L™ (4,02cm); 0,5mL L™ (4,20 cm) e
1,0 mL L™ (4,26 cm). Para o ambiente com luminosidade artificial as médias
observadas foram: dose 0,0 mL L™ (4,63 cm); 0,5mL L™ (5,01cm) e 1,0 mL L™
(5,21cm), ndo havendo diferenca estatistica entre os fatores estudados. Porém
€ possivel afirmar que a aplicacdo de silicato de potassio ao meio alternativo
promoveu um pequeno aumento no comprimento das folhas sendo mais
representativo com o aumento das doses e que o ambiente com luminosidade
artificial propiciou melhores resultados. Pasqual et al., (2011) encontrou
resultados semelhantes trabalhando com orquideas para a variavel ambiente,
observando maior tamanho da parte aérea na sala de crescimento, com a
adicdo de 2mg L-' de silicato de célcio. O mesmo autor relata que para a
espécie nativa (Brassavola perrine), 0 maior comprimento foi obtido com a
utilizacdo de 0,5 mg L™ de silicato de célcio, também em sala com iluminagéo
artificial. Como a fonte de silicio sdo diferentes, € pertinente inferir que o silicio,

por ter a capacidade de aumentar a parede celular promoveu tal crescimento.

Os beneficios do silicato de potassio séo atribuidos ao efeito conjunto de
silicio e do potassio na nutricdo e na producdo das plantas (SOUZA et al.,
2010).

Além dos nutrientes as plantas necessitam de outros fatores para
completar seu ciclo de vida, como luminosidade e temperatura adequadas a
cada espécie. Contudo, nesse experimento ndo houve diferencas estatisticas
entre 0os ambientes com luz natural e artificial, demonstrando a plasticidade
dessa espécie em relacdo ao tamanho da maior folha e ao peso da massa
fresca. Provavelmente, essas orquideas se adaptariam facilmente em
ambientes com temperaturas médias de 22 a 32,05°C, predominantes durante
0 experimento e que também sdo caracteristicas em nossa regiao.
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No meio alternativo foi utilizado agua de coco e segundo Aragao (2001),
essa adicdo ao meio o deixa mais nutritivo, pois nela estdo contidos varios
tipos de nutrientes e também vitaminas. Em 100 mL de agua de coco tem175
mg de potassio, essa dosagem de potassio pode ter sido suficiente para que a
planta de Catasetum x apolloi, tenha apresentado similaridade nos resultados
do meio alternativo sem a adicdo de silicato com os meios acrescidos de
silicato de potassio, ja que é uma planta epifita com baixas exigéncias
nutricionais.

A média do comprimento total, através da analise de regressao linear,
demonstrou interacdo benéfica entre os fatores analisados onde a luz natural
(Grafico 3A) associada a inclusdo de silicato de potassio ao meio de cultura, na
concentracdo de 1 mL L™ propiciou maior crescimento da planta com cerca de
20,20 cm (Grafico 3A).
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Figura 4. Média do comprimento total (cm) de Catasetum x apolloi cultivadas in vitro com

diferentes concentragdes de silicato de potassio e com luminosidade natural (A) e artificial (B).

A técnica de alteracdo da fonte de luz artificial para luz natural foi
benéfica para o crescimento da planta, porém esta alteracéo € ainda bastante
guestionada por causa da escassez de informacdes sobre os efeitos causados
nas culturas in vitro, muito embora Soares et al., (2013), afirmam que esta
técnica é viavel para o desenvolvimento de vitroplantas, e que pode ser
utiizada para obtencdo de plantas mais capacitadas a sobrevivéncia no
processo de aclimatizacdo e também possuir menor custo para o consumidor.

A temperatura é um dos fatores questionados no ambiente com
luminosidade natural, pois dentro dos frascos de cultivo o calor é mais intenso,

havendo, portanto maior evaporacao. Contudo Ahloowalia & Savangikar (2004)
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afirmam que muitas plantulas cultivadas in vitro sdo capazes de tolerar altas
oscilagbes de temperatura, e se adaptam melhor as condicbes de campo,
quando aclimatizadas, do que aquelas que séo cultivadas sob a mesma
temperatura. Kodym & Zapata-Arias (1999), afirmam que além dos reguladores
de crescimento, a luz também influencia consideravelmente a taxa de
multiplicacéo e o crescimento de explantes cultivados in vitro.

Segundo Soontounchainaksaeng et al., (2001), o crescimento das
plantas € controlado por uma série de reguladores de crescimento, como a
auxina, que é sensivel a elevadas intensidades de luz. Neste experimento a
luminosidade natural atingiu a média de 939,21 Lux ( limem m?, divergindo da
sala de crescimento que apresentou 602,27 Lux (ltmem/m?). Mesmo diante
das médias superiores de luminosidade no ambiente natural, nesse trabalho
houve maior desenvolvimento das plantas, € possivel considerar, portanto que
a irradiancia ndo afetou a auxina, degragando-a e também que o silicato de
potassio associado a luminosidade propiciou esse crescimento.

Na concentracéo de 0,5 mL L™, também houve maior desenvolvimento,
quando comparado ao tratamento com meio alternativo sem a adicao de
silicato, conferindo um comprimento de 15,5 cm no ambiente com luminosidade
natural. Os dados apresentados sugerem efeitos benéficos na adi¢do de silicio
(Si) ao meio de cultura e no cultivo de plantulas nos dois ambientes (luz
artificial e natural), pois no ambiente artificial (Grafico 3B), as plantas atingiram
0 maior comprimento na dose de 1,0 mL L' de silicato de potassio
com(18,27cm). Os maiores valores para crescimento de plantulas tratadas com
Si sugerem que, além dos efeitos benéficos do Si em reter 4gua (TRENHOLM
et al., 2004), aumentando assim a eficiéncia na fase de aclimatizacdo, o
mesmo pode estar envolvido no metabolismo da parede celular, melhorando a
capacidade das células em expandir, e consequentemente, aumentando o
dimensionamento da célula (ROMERO-ARANDA et al., 2006).

Para o peso da massa fresca ndo houve diferenca estatistica entre as
doses e também para a fonte de luminosidade, porém € possivel verificar que
ocorreu um pequeno ganho na massa quando aumentou a dosagem de silicato
de potassio para ImL L™, nos dois ambientes (Tabela 2). Observando também

gue ocorreu um bom desenvolvimento da plantula, principalmente porgue o
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género Catasetum possui folhas delgadas e mesmo assim obteve um peso

satisfatorio para seu crescimento ex vitro.

Tabela 2. Peso da Massa Fresca de Catasetum x apolloi mediante aplicacdo de
diferentes concentracbes de silicato de potassio em ambiente com

luminosidade artificial e natural.

PMF (mg) PMF (mg)
Doses K,Sioj
Ambiente Natural Ambiente Artificial
0 0,585 a 0,500 a
0,5 0,590 a 0,547 a
1,0 0,645 a 0,610 a
CV(%) 38,60 21,20

Médias seguida da mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ,
a 5% de probabilidade( Ferreira, 2003).

A banana tem alto teor de potéssio, tal constatacdo corrobora com
experimentos in vitro realizados para varias culturas, os quais demonstraram
gue a polpa da banana é o melhor suplemento para a diferenciacdo de 6rgaos
e promotor do crescimento de raizes e folhas (VALMAYOR & PRICE, 1970;
ARDITTI, 1992; CALDAS et al.,1998) e tem apresentado resultados positivos
para o crescimento de varias plantas quando implementado aos meios de
cultura (VIDOZ et al., 1999), porém com o acréscimo de silicato de potassio ao
meio de cultura, ndo ocorreu diferenciacdo estatistica quanto ao meio
alternativo utilizado como testemunha. As diferencas entre esses dados e de
outros experimentos podem ser decorrentes da especificagdo dos meios de
cultura para cada espécie, uma vez que diferentes combinacdes de
carboidratos, sais minerais, vitaminas e reguladores de crescimento estimulam,
ou nao, o crescimento de Orgaos, tecidos ou células e o desenvolvimento da
planta (GEORGE et al., 2008).

Além dos componentes do meio de cultura otimizado para cada espécie
ou género, as plantas necessitam de outros fatores para completar seu ciclo de
vida, como luminosidade e temperatura adequadas a cada espécie. Contudo,
nesse experimento ndo houve diferengas estatisticas entre os ambientes com
luz natural e artificial, demonstrando a plasticidade dessa espécie em relacao
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ao peso da massa fresca. Provavelmente, essas orquideas se adaptariam
facilmente em ambientes com temperaturas médias de 22 a 32,05°C,
predominantes durante o experimento e que também s&o caracteristicas em

nossa regiao.

N&o ha equacao de regressao que explique a relacdo concentracédo de
silicato com o teor de clorofila (Gréfico 4), pois a fungéo linear para luz natural
ndo deram significAncia ao nivel de 5% de probabilidade de erro tipo 1, perante
a ANOVA de regresséo (Pr > F = 0.9070). Um dos fatores ligados a eficiéncia
fotossintética de plantas e consequentemente ao crescimento e adaptabilidade
a diversos ambientes é a clorofila.

N&o s6 a concentracao total de clorofila, mas também a proporcao entre
os diversos tipos desta mudam em funcéo da intensidade luminosa. De uma
maneira geral demonstra-se que a proporcao entre clorofila a e b tende a
diminuir com a reducdo da intensidade Iluminosa. (BOARDMAN, 1977,
KRAMER & KOZLOWSKI, 1979; WHATLEY & WATLEY, 1982; TINOCO &
VASQUEZ-YANES, 1982; GRACA, 1983; LEE, 1988).
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Figura 5. Clorofila total de Catasetum x apolloi cultivadas in vitro com diferentes concentracdes

de silicato de potassio com luminosidade artificial.

Analisando o quadro de regresséo linear é possivel verificar que houve
interacdo entre os fatores estudados onde o aumento da concentracdo de

silicato de potassio promoveu maior incremento no teor de clorofila total no
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ambiente com luminosidade artificial (Figura 4). Na concentracdo de 0,5 mL L™
de silicato, o teor de clorofila total foi de 15.43 ug mg™ e no tratamento com a
aplicacdo de 1 mL L™ houve um acréscimo com teores de clorofila total de
19,09 ug mg™.

Resultados similares encontrados no cultivo in vitro de Cattleya
walkeriana por Dignart et al., (2009), corroboram com os encontrado neste
trabalho onde os maiores valores para clorofila foram encontrados em
ambiente com luz artificial, na sala de crescimento.

O crescimento e a adaptacdo da planta a diferentes condicbes de
ambiente relacionam-se a sua eficiéncia fotossintética que, por sua vez, esta
associada, entre outros fatores, aos teores de clorofila foliar. Diversos fatores
externos e internos afetam a biossintese de clorofilas, por isso, 0s seus
conteudos foliares podem variar de maneira significativa. Entre estes fatores, a
luz é essencial a sua biossintese (WHATLEY, 1982). A clorofila esta sendo
constantemente sintetizada e destruida (foto-oxidacdo) em presenca de luz,
porém sob intensidades luminosas mais elevadas ocorre maior degradacao, e
o equilibrio é estabelecido a uma concentracdo mais baixa. Portanto, folhas de
sombra possuem concentracdo maior de clorofila do que as folhas de sol
(KRAMER & KOZLOWSKI, 1979).

Portanto, Epstein (2001) relatou que o uso de uma fonte de silicio é
capaz de aumentar o teor de clorofila das folhas e a tolerancia das plantas aos
estresses ambientais. Essas informacdes estdo de acordo com os resultados
encontrados neste trabalho, pois os maiores teores de clorofila total foram
alcancados com o aumento das doses de silicato de potassio nos tratamentos.

Pode-se inferir, portanto que a sala de crescimento com menor
intensidade luminosa e doses maiores de silicato promoveram maior acréscimo

no teor de clorofila total de Catasetum x apolloi.

Conclusodes

Todos tratamentos apresentam a formacao de raizes, porém a interagéo
de silicato com as variacbes de luminosidade proporcionou decréscimo no

ndmero de raizes para as concentracbes de 0,5 e 1,0 mL L * .Tamanhos
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menores de raizes sdo fundamentais no processo de aclimatizacéo, inferindo

gue doses menores de silicato sdo recomendadas.

N&o houve diferenca estatistica na média do niumero de folhas, porém a
dose de 0,5mL L™ nos dois ambientes testados propiciou um aumento, as
maiores doses no ambiente com luminosidade artificial resultou melhores

resultados no comprimento das folhas.

Para a média do comprimento total, a luz natural associada a incluséao
de silicato de potassio ao meio de cultura, na concentracdo de 1 mL L™
propiciou maior crescimento da planta. Os melhores tratamentos para a
presenca de pseudobulbos foi o meio alternativo sem a adicdo de silicato de
potassio, nas duas condicBes de luminosidade e o tratamento com 0,5 mL L™
de silicato de potassio em ambiente artificial.

Na concentracdo de 0,5 mL L* de silicato e 1 mL L* houve um

acréscimo com teores de clorofila total em ambiente artificial.

32



Referéncias Bibliogréficas

AHLOOWALIA, B. S.; SAVANGIKAR, V. A. Low costs options for energy and
labour. In: . Low costs options for tissue culture technology in
developing countries. Austria: IAEA, 2004. p. 41-45.

ARAGAO, W. M.; ISBERNER, I. V.; CRUZ, E. M. O. Agua de coco. Aracaju:
Embrapa CPATC/ Tabuleiros Costeiros, 2001. (Série Documentos).

ARDITTI, J. Fundamentals of orchid biology. New York: John Wiley & Sons,
1992.

ASMAR, A. S. et al. Fontes de silicio no desenvolvimento de plantulas de
bananeira ‘Mag¢a’ micropropagadas. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 41, n. 7, p.
1127-1131, 2011.

BERLETH, T.; KROGAN, N. T.; SCARPELLA, E. Auxin signals - turning genes
on and turning cells around. Current Opinion in Plant Biology, London, v. 7,
p. 5563-563, 2004.

BOARDMAN, N. K. Comparative photosyntesis of sun and shade plants.
Annual Review of Plant Physiology, California, v. 28, n. 1 p. 355-377, 1977.
CALDAS, L. S.; HARIDASAN, P.; FERREIRA, M. E. Meios nutritivos. In:
TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. (Eds.) Cultura de tecidos e
transformacédo genética de plantas. Brasilia: Ed. Embrapa-SPI/Embrapa-
CNPH, 1998, p. 87-132.

CORDEIRO, G. M. et al. Desenvolvimento in vitro de Cattleya amethystoglossa
Lindley X (Cattleya dupreana X Laelia purpurata Lindley) em diferentes meio de
cultura. Revista Cientifica Eletrédnica de Agronomia, Garca, v. 18, n. 1 p. 22-
28, 2011.

CUNHA, T. et al. Desenvolvimento in vitro de Laeliocattleya schilleriana Rolfe
em meios de cultivo simplificados. Scientia Plena, Sergipe, v. 7, p. 1-5, 2011.
DIGNART, S. L. et al. Luz natural e concentracbes de sacarose no cultivo in
vitro de Cattleya walkeriana. Ciéncia agrotécnica, Lavras, v. 33, n.3, p. 780-
787, 2009.

EPSTEIN, E. Silicon in plants, facts vs. Concepts. In: DATNOFF, L.E. et al.
(Ed.) Silicon in agriculture. Amsterdam: Ed. Elsevier, 2001. p.1-15.
FERREIRA, M. E.; CALDAS, L. S.; PEREIRA, E. A. Aplicacoes da cultura de

tecidos no melhoramento genético de plantas Brasilia: EMBRAPA-SPI,
33



EMBRAPA-CNPH, 1998 v.1 p.21-43 In: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S,
BUSO, J. A. Cultura de tecidos e transformacdo genética de plantas.
Brasilia: EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-CNPH, 1998.

GEORGE, E. F.; HALL, M. A.; KLERK, G. J. Plant propagation by tissue
culture. 3. ed. Dordrecht: Springer, 2008.

GRACA, M. E. C. Influence of light intensity on growth nodulation and nitrogen
fixation of selected woodytl actinorhizal species. 1983. 109 f. (Philosophy
Doctor Thesis) Purdue University, Perdue, 1983.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M.A. Micropropagacao. In: TORRES. A.C. et
al., eds. Cultura de Tecidos e Transformacao Genética de Plantas. Brasilia:

Embrapa - SPI/Embrapa - CNPH, 1998. p.183-260.

KNUDSON, L. A new nutrient solution for germination of orchid seed. American
Orchid Society Bulletin, West Palm Beach, v. 15, p. 214-217, 1946.

KODYN, A.; ZAPATA-ARIAS, F. J. Natural light as an alternative light source for
the in vitro culture of banana (Musa acuminate cv. 'Grand Nainel). Plant Cell
Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v. 55, p. 141-145, 1999.

KRAMER, T.; KOZLOWSKI, T. Physiology of woody plants. New York,
Academic Press, 1979.

LEE, D. W. Simulating forest shade to study the development ecology of
tropical plants: Juvenile growth in three vines in India. Journal of Tropical
Ecology, Cambridge, v. 4, p. 281-92, 1988.

MA Z; GE L; LEE ASY; YONG JWH; TAN SN; ONG ES. Simultaneous analysis
of different classes of phytohormones in coconut (Cocus nucifera L.) water
using high performance liquid chromatography and liquid chromatography-
tandem mass spectrometry after solid-phase extraction. Analytica Chimica
Acta, v. 610, p. 274-281,2008

NASCIMENTO, H. R. et al. Germinacgéao in vitro de sementes de Brassocattleya
Pastoral alba “Innocence” em meio de cultura alternativo. In: SEMANA DA
BIOLOGIA, 3, 2010, Alta Floresta. Anais... Alta Floresta: UNEMAT, 2010. p.
109-112.

34



NUNES, C. F. et al. Diferentes suplementos no cultivo in vitro de embrifes de
pinhdo-manso. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 43, n. 1, p. 9-
14, 2008.

OLIVEIRA, R. L.; FARIA, R. T. In vitro propagation of Brazilian orchids using
traditional culture media and commercial fertilizers formulations. Acta
Scientiarum. Maringa, v. 27, n. 1, p. 1-5, 2005.

PASQUAL M; SOARES JDR; RODRIGUES FA; ARAUJO AG; SANTOS RR.
Influéncia da qualidade de luz e silicio no crescimento in vitro de orquideas
nativas e hibridas. Horticultura Brasileira 29: 324-329, 2011.

PEDROSO DE MORAES, C. et al. Desenvolvimento in vitro de Cattleya
loddigesii Lindley (Orchidaceae) utilizando fertilizantes comerciais. Revista
Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v. 7, n. 1, p. 67-69, 2009.
PEDROSO-DE-MORAES, C. Cultivo de orquideas. Araras, SP: Biblioteca
Duse Ruegger Ometto, 2000. 130 p.
PETINI-BENELLI, A.; GRADE, A. A new species of Catasetum (Orchidaceae)
for the state of Mato Grosso, Brazil. Edinburgh Journal of Botany, [s.l.], v. 65,
p. 27-34, 2008.
RODRIGUES, D. T. et al. Concentracbes e composi¢cdes quimicas do meio
nutritivo para o cultivo in vitro de orquidea. Revista Ceres, Vicosa, v. 59, n. 1,
p. 1-8, 2012.
ROMERO-ARANDA M.; JURADO, O.; CUARTETO, J. Silicon alleviates the
deleterious salt effect on tomato plant growth by improving plant water status.
Journal of Plant Phygiology, Stuttgart, v. 163, p. 847-855, 2006.
SAGAWA, Y. & KUNISAKI, J. T. Clonal propagation: Orchids. Cell Culture and
Somatic Cell Genetic of Plants, [s.l.], v. 1, p. 61-67, 1984.
SAS-STATISTICAL ANALYSIS SYSTEMS INSTITUTE. Statistical analysis
systems user's guide: version 8.2. 6th ed. Cary: Statistical Analysis System
Institute, 2001.
SILVA, M. F. F.; SILVA, J. B. F. Orquideas nativas da Amazonia brasileira Il.
2 ed. Belém: Museu Paraense Emilio Goeldi, 2010.
SOARES, J. D. R. et al. Fontes de silicio na micropropagacao de
orquidea do grupo Cattleya. Acta Scientiarum Agronomy, Maringa, v.
33, n. 3, 2011.

35



SOARES, J. S. et al. Cultivo in vitro de Dendrobium nobile com uso de agua de
coco no meio de cultura. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 31, p. 63-67,
2013.

SOARES-FILHO, B. S. Anélise das mudancas de cobertura do solo do norte de
Mato Grosso, Pp.3357-3364. In: Simpoésio Brasileiro de Sensoriamento
Remoto, 12., 2005, Goiania. Anais... Goiania: INPE, 2005.
SOONTORNCHAINAKSAENG, P. et al. In vitro studies on the effect of light
intensity on plant growth of Phaius tankervilliae (Banks ex L’ Herit) Bl. And
Vanda coerulea Giff. Science Asia, [s.l.], v. 27, p. 233-237, 2001.

SOUZA, J. V. et al., Silicato de potassio via foliar no milho: fotossintese,
crescimento e produtividade. Biosci. J, Uberlandia, v. 26, n. 4, p. 502-513,.
2010.

SOUZA, V. C.; LORENZI, H. Botéanica sistematica: guia ilustrado para
identificacdo das familias de Angiospermas da flora brasileira, baseado
em APG Il. Nova Odessa: Instituto Plantarum. 2005.

STANCATO, G. C.; ABREU, M. F.; FURLANI, A. M. C. Crescimento de
orquideas epifitas in vitro: adicdo de polpa de frutas. Bragantia, Campinas, V.
67, n.1, p. 51-57, 2008.

TINOCO, C. O.; VASQYEZ-YANES, C. Diferencias em poblaciones de Piper
hispidum bajo condiciones de luz contrastante en una selva alta perenifolia. In:
WHATLEY, J. M.; WHATLEY, F. R. A luz e a vida das plantas. Sdo Paulo:
EPU-EDUSP, 1982.

TRENHOLM, L. E.; DATNOFF, L. E.; NAGARA, R. T. Influence of silicon on
drougth and shade tolerance of St. Augustinegrass. HortTechnology,
Alexandria, v. 90, p. 14-48, 2004.

VALMAYOR, H. L.; PRICE, G. R. Banana fruit pulp: a good medium for growing
orchids. Agriculture at Los Banos, Los Banos, v. 9, n. 4, p. 142-152, 1970.
VIDOZ, M. L. et al. Comportamiento ex vitro de plantas de Brassavola perrinii
(Orchidaceae) y de trés hibridos intergenéricos. Ciencia y Técnica, s.l., v. 5, p.
13-16, 1999.

VILLA, F. et al. Efeito do cloreto de potéassio e fosfato de sédio na multiplicacéo
in vitro de amoreira-preta cv. Cherokee. Revista Ceres, Vigosa, v. 53, p. 224-
227, 2006.

36



VON-PINHO, E. V. R.; KIKUTI, A. L.Portal do agronegocio do café:
inibidores da germinacdo no espermoderma. Coffeebreak. Disponivel em:
<http://www.coffeebreak.com.br/ocafezal.asp?SE=8&ID=228>. Acesso em: 25
jul. 2004.VYAS, S. et al. Rapid regeneration of plants of Dendrobium lituiflorum
Lindl. (Orchidaceae) by using banana extract. Scientia Horticulturae,
Amsterdam, v. 121, p. 32-37, 2009.

ZHOU, T. The detection of the accumulation of silicon in Phalaenopsis
(Orchidaceae). Annals of Botany, London, v. 75, n. 6, p. 605-607, Dec.1995.

37



3.2 ANATOMIA E ANALISE MICROMORFOMETRICA FOLIAR DE
Catasetum x apolloi Benelli & Grade COM ADICAO DE SILICATO DE
POTASSIO EM MEIO ALTERNATIVO E DIFERENTES FONTES DE LUZ
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Resumo- EBURNEO, Ligia. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Marco de 2014. (Anatomia e analise micromorfométrica foliar de Catasetum
x apolloi Benelli & Grade com adicado de silicato de potassio em diferentes
fontes de luz). Orientadora: Profa Dra Ivone Vieira da Silva.

O objetivo desse trabalho foi comparar vitroplantas de Catasetum x apolloi
cultivadas sob luz natural e luz artificial e diferentes concentracdes de silicato
de potassio, fornecendo dados sobre diferenciacdo anatdmica que auxiliem no
processo de aclimatizacdo dessa espécie. Utilizou-se plantas provenientes da
semeadura in vitro, cinco protocormos de aproximadamente 0,5 cm foram
inoculados em frascos com capacidade para 500 mL contendo 100 mL de meio
de cultura alternativo, acrescido de silicato de potéssio (0,0; 0,5; 1,0 mL L), pH
ajustado para 5,5 +0,5 e gelificado com 4gL™ de &gar antes do processo de
autoclavagem. As culturas foram mantidas sob luz natural (TAA) e luz
artificial( TAN) por 90 dias, e feitas analises micromorfométricas (diametro polar
e equatorial, densidade e indice estomético, espessura do limbo na nervura
central e nervuras secundarias). As plantas adultas de Catasetum x apolloi.
apresentam folhas anfiestomaticas, estdmatos tetraciticos e anomociticos,
células epidérmicas com mesma dimensdo em ambas as faces, mesofilo
homogéneo com sinuosidades nas paredes das células, feixes vasculares
colaterais e auséncia de colénquima. As aplicacbes de K,SiO3 em meio
alternativo, propiciaram: alongamento da hipoderme; mesofilo mais espesso e
nervura central mais proeminente; formato das células guardas elipticas;
formacdo de cémaras supraestométicas; menor densidade estomatica e
estbmatos com menores diametros equatorial e polar. O ambiente que
propiciou maiores diferencas favoraveis para a aclimatizagdo foram menores
intensidades luminosas e menores doses de silicato de potassio.

Palavras-chave: Anatomia foliar; Luminosidade; Orquideas; Vitroplantas

Abstract - EBURNEO, Ligia. M.Sc. University of Mato Grosso State, March
2014. (Anatomy and micromorphometric analysis of Catasetum x apolloi
Benelli & Grill leaves with potassium silicate addition in different light
sources). Advisor: Profa Dra Ivone Vieira da Silva.

The aim of this study was to compare vitroplants of Catasetum x apolloi grown
under natural and artificial light and different concentrations of potassium
silicate, providing data about anatomical differentiation that will aid the
acclimatization process of this species. Plants from a in vitro sowing were used,
five protocorms measuring around 0.5 cm were inoculated into 500 mL flasks
containing 100 mL alternative growth media plus potassium silicate (0.0, 0.5;
1.0 U mL LY, pH adjusted to 5.5 + 0.5 and gelled by 4gL™ agar before
autoclaving process. Cultures were kept under natural light (TAA) and atrtificial
light (TAN) for 90 days and micromorphometrics analysis were performed (polar
and equatorial diameter, density and stomatal index , blade thickness in the
midrib and secondary veins). Catasetum x apolloi adult plants have
amphistomatic leaves, tetracytic and anomocytic stomata, equal size epidermal
cells on both sides, homogeneous mesophyll with sinuous cell walls, vascular

bundles and absence of collenchyma. Applications of K,SiOg3 in the alternative
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growth media, provided: stretching on the hypodermis; thicker mesophyll and
more prominent midrib; elliptical shape guard cells; supra-stomatal chambers
formation; lower stomatal density and reduced diameter of equatorial and polar
stomata. The environment the provided bigger differences in favor to the
acclimatization was lower light intensities and lower doses of potassium silicate
environments.

Keywords : Leaf anatomy; Brightness; Orchids; Vitroplants.
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Introducéao

Considerada no mundo cientifico a maior familia botanica entre as
espécies, Orchidaceae, possui uma variacdo entre 20.000 e 35.000 espécies
distribuidas em mais de 800 géneros e milhares de hibridos (SOUZA &
LORENZI 2005). Este nUmero aumenta a cada ano, ja que novas descobertas
séo realizadas (SILVA & SILVA, 2010). As orquideas estdo entre as plantas
ornamentais mais apreciadas por sua beleza, exoticidade e que agregam maior
valor comercial, sendo constantemente predadas pelo homem, que as retira de
seu habitat natural, seja para colecdes particulares ou comercializacao.

Nos Neotropicos a familia é amplamente diversificada, sobretudo na
regido equatorial, com grande diversidade de espécies na Colémbia, Equador,
Brasil e Peru. O Brasil detém uma das maiores diversidades de orquideas do
continente americano e do mundo, com aproximadamente 2.433 espécies e
236 géneros, das quais 1.620 sdo endémicas deste pais (BARROS et al.
2010), sendo a regido centro-oeste com menor representatividade, com 458
espécies e 112 géneros.

Catasetum Rich. ex Kunth é um género com 95 espécies e sete hibridos
naturais ocorrentes no Brasil, das quais 28 espécies foram confirmadas para
Mato Grosso. Destas, 21 espécies sao relatadas para o Mato Grosso - Porcao
Amazobnica (PETINI-BENELLI, 2012). Entre hidridos naturais do género esta
Catasetum x apolloi Benelli & Grade, sendo encontrada sobre palmeiras da
espécie Maximiliana regia as margens do rio Teles Pires no municipio de
Carlinda- MT e também observadas em Alta Floresta - MT (Benelli & Grade
2008).

As orquideas sao organismos extremamente especializados que
ocupam uma diversidade de nichos ecoldgicos e habitats, em razdo do que
apresentam uma série de adaptacdes a nivel morfolégico, anatbmico e
fisiologico (SILVA et al., 2006). Essas adaptacbes morfologicas e funcionais
ocorrentes nas Orchidaceae podem estar relacionadas ao ambiente em que as
espécies habitam. Estas podem apresentar caracteres xeromorficos, como
parede da célula epidérmica espessa e lignificada, presenca de hipoderme,
baixa densidade estomatica relacionada a suculéncia foliar, metabolismo acido

das crassulaceae (CAM), presengca marcante de tecidos de sustentag&o, maior
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desenvolvimento do parénquima paligadico, projecdes das paredes celulares e
cuticula sobre os estdbmatos, além da presenca de cutina revestindo as
camaras subestomaticas (SILVA ET AL., 2006).

Na natureza a propagacdo de orquideas ocorre através de mudas
laterais, porém esse processo é lento e a produtividade € baixa sendo
insignificante, diante da quantidade de sementes produzidas, pois milhdes de
sementes sdo lancadas no ambiente e quando entram em contato com as
micorrizas das plantas adultas da mesma espécie se associam e germinam,
porém apenas 3 a 5 % conseguem se desenvolver (RAMOS & CARNEIRO,
2007).

A semeadura in vitro representa, em relacdo a germinagdo em
condi¢cBes naturais, uma alternativa importante para a propagacdo de varias
espécies de orquideas, sobretudo para as ameacadas de extingdo, por ser um
protocolo para producdo de orquideas em curtos periodos de tempo
(PEDROSO DE MORAES et al., 2009). Diversos meios de cultura tém sido
formulados, com base nas exigéncias nutricionais de cada espécie, visando a
obtencdo de maior nimero de plantas germinadas e também seu pleno
desenvolvimento.

O silicio é outro nutriente utilizado nos protocolos de cultura in vitro
conferindo efeitos benéficos as plantas pela sua contribuicdo para a
estruturacdo da parede celular de raizes e folhas. Entretanto, este elemento
ndo tem papel metabdlico definido nas plantas e sua acdo, conforme afirma
Malavolta (2006) provoca efeitos indiretos, os quais, no conjunto contribuem
para maior produtividade.

A luminosidade natural proporciona elevadas densidades estomaticas
com estomas funcionais, favorecendo a adaptacdo da planta a condicdo
heterotrofica (ARAUJO et al., 2009). Lee et al. (1988) e Dousseau et al. (2008)
sugerem gque altas intensidades de luz propiciam um aumento no tamanho das
células do mesofilo, maior espessura da folha, bem como a uma compactagéo
celular mais pronunciada, em folhas cultivadas de Liquidambar styraciflua L.
Estes autores afirmaram ainda, que baixas intensidades luminosas reduzem a
divisdo celular, resultando em areas foliares menores, produzindo folhas mais

delgadas.
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Varios estudos anatdmicos demonstraram que 0s 0rgaos vegetativos de
vitroplantas apresentam tecidos e estruturas pouco diferenciadas quando
comparadas com plantas cultivadas em casa-de-vegetacdo (APOSTOLO et al.,
2005).

Este trabalho objetivou comparar vitroplantas de Catasetum x apolloi
cultivadas sob luz natural e luz artificial e diferentes concentragdes de silicato
de potassio, fornecendo dados sobre plasticidade anatémica que possam

auxiliar no processo de aclimatizacao dessa espécie endémica da regiao.
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Universidade do Estado de Mato Grosso,
Campus Universitario de Alta Floresta - MT (UNEMAT), no Laboratorio de
Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais e no Laboratorio de Biologia
Vegetal, no periodo entre julho de 2012 e abril de 2013.

Alta Floresta esta situada no Norte do Estado de Mato Grosso e conta
com uma inestimavel riqueza, constituindo uma area com imensa
biodiversidade, potencial hidrico e outros recursos naturais em abundancia,
além de complexos mosaicos vegetacionais (FEMA, 2002). O municipio esta
localizado na faixa de florestas estacionais semideciduais de transicdo entre os
biomas Amazbdnia e Cerrado. Apresenta uma fisionomia bem tipica,
caracterizada pelo envolvimento das arvores por lianas lenhosas e solo
adaptado por um emaranhado de lianas herbaceas (SELUCHINESK, 2008).

O Municipio situa-se nas coordenadas geograficas: 10°27'56” de
Latitude Sul e 56°09°01” de Longitude Oeste, apresentando altitude média de
284 metros, e sua sede esté localizada a 830 km da capital do Estado, Cuiaba.
Segundo dados do IBGE em pesquisa realizada em Alta Floresta ocupa uma
area de 8.976,177 km2 e possui uma populacéo estimada em 49.164 habitantes
(IBGE, 2013).

O relevo regional varia de plano a montanhoso. O clima é do tipo Awi,
segundo a classificacdo de Koppen, ou seja, tropical chuvoso, alcancando
elevado indice pluviométrico no verdo, podendo atingir médias as vezes
superiores a 2.750 mm, e um inverno seco, predominando altas temperaturas.
A temperatura média anual fica em torno de 20° C (IBGE, 2013).

Neste trabalho foram utilizadas sementes provenientes da espécie
Catasetum x apolloi Benelli & Grade do Orquidario Alta Florestense do Campus
de Alta Floresta-MT. As sementes foram retiradas de frutos maduros,
armazenadas a 4°C, durante cerca de 24 h para a semeadura in vitro. As
sementes foram embebidas em agua destilada e desinfestadas durante trinta
minutos sob agitac&o, e posteriormente tratados com solucdo de 15% (v v-1)
de hipoclorito de sédio comercial ( 2,5% de cloro) durante dez minutos. Em

seguida na camara de fluxo laminar com o auxilio de uma micropipeta e
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ponteiras esterilizadas, a solugdo de hipoclorito foi retirada e as sementes
lavadas trés vezes em agua destilada e esterilizada.

Foram inoculadas 2mL no meio de cultura alternativo constituido de 30
gL de aclicar comercial, 2 gL de fertilizante B&G®, 200mL L™ de agua de
coco e 2 gL™ de carvéo ativado. Foram gelificados com 4gL™ de Agar, segundo
metodologia de Rodrigues et al.,( 2012). O pH dos meios de cultura foi ajustado
para 5,5+ 0,05. Anteriormente a adicdo do Agar, foram distribuidos em frascos
de vidro de 500 mL, sendo que em cada frasco foram colocados 100 mL de
meio de cultura e autoclavados a 121°C sobre presséo de 1 kgcm? por 20
minutos.

Os tratamentos foram mantidos a luz (2.000 lux) por 16 horas diarias a
uma temperatura de 27 = 1°C, durante 60 dias. Os tratamentos foram
observados semanalmente durante este periodo para avaliar o
desenvolvimento dos protocormos em plantulas.

Para proceder estudos com plantulas de C. x apolloi ap6s 60 dias a
partir da germinagdo das sementes in vitro, 5 protocormos de
aproximadamente 0,5 cm de comprimento foram inoculados em frascos com
capacidade para 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura alternativo,
acrescido de silicato de potassio (0; 0,5; 1,0 mL L™), pH ajustado para 5,5 +0,5
e gelificado com 4gL™ de &gar antes do processo de autoclavagem a 121°C e 1
kgcmz2 por 20 minutos. As culturas foram mantidas sob luz natural e luz artificial
por 90 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 3 (2 ambientes e 3 concentracfes de silicato de potassio
no meio de cultura), com 4 repeticdes para cada tratamento. Os tratamentos
foram: TAA (Tratamento em Ambiente Atrtificial) nas doses 0,0; 0,5e 1,0 mL L™
de silicato de Potassio em meio alternativo — TAN (Tratamento em Ambiente
Natural) nas doses 0,0; 0,5 e 1,0 mL L™ de silicato de potassio em meio
alternativo.

No ambiente artificial, na sala de crescimento, a iluminacéo foi fornecida
por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial (OSRAM® 20 W), com
irradiancia média de 602,27 Lux (limem/m?), fotoperiodo de 16 horas e

temperatura de 22 + 2°C. No ambiente natural (sala climatizada com
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iluminacdo natural), apresentando o0s seguintes parametros ambientais:
temperaturas maximas e minimas de 32,05°C e 23,05°C, e niveis de irradiancia
de 939,21 Lux (Iltmem/m?).

Ao final de 150 dias de cultivo, 10 plantulas de 4 repeticbes por
tratamento, foram retiradas aleatoriamente, seccionando 4 folhas de cada
plantula. O material botanico foi fixado em FAAs5, (Formaldeido, acido acético
glacial e etanol 50%; 5:5: 90 v/v), por 48 horas e acondicionadas em etanol
70% (Johansen, 1940).

Para o estudo anatbmico de plantas adultas de C. x apolloi foram
utilizadas amostras foliares provenientes de 4 individuos de ambiente natural
coletadas na Chacara Recanto das Orquideas, localizada na Perimetral Auxiliar
Oeste s/n° entre as coordenadas 56°05'44.5"W e 09°52°34,2”S no municipio de
Alta Floresta- MT (Tipo: Brasil. Mato Grosso, Carlinda, 26.i.2007. A. Grade
37269 UFMT).

Para as andlises anatdmicas foram utilizadas duas folhas por repeticdo
onde seccdes transversais realizadas na regido do terco mediano foram
obtidas através da inclusdo das amostras em resina sintética Leica® (Meira &
Martins, 2003). Os blocos foram cortados transversalmente em micr6tomo
rotativo de avanco automatico, com a utilizacdo de navalhas de aco
descartaveis. Os cortes, com espessura de 8 um, foram corados com azul de
toluidina. As laminas foram montadas entre laminas e laminulas com Permont
metacrilanato Leica®. As variaveis analisadas para as seccbes transversais
foram: espessura do limbo na regido do feixe vascular central e feixes
vasculares secundarios. As quais foram estimadas medindo-se esses
parametros em 6 campos de cada material em estudo, com o auxilio do
programa Anati Quant 2® UFV (AGUIAR et al., 2007).

Para as analises epidérmicas foi utilizado o protocolo de Franklin, 1947
(apud KRAUS & ARDUIN, 1997), modificado; onde porcdes foliares foram
colocadas em tubos ependorf com perdoxido de hidrogénio (30 v) e acido
aceético glacial na proporcao de 1:1 e mantidas em estufa a 50°C, por cerca de
20 horas. Apos esse periodo, as amostras foram lavadas em agua destilada e

em etanol 50%, separando-se as duas superficies epidérmicas, coradas com
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fucsina basica (ROESER, 1962) e montadas em resina sintética Permont-
Leica®.

O indice estomaético (IE) foi realizado por meio da formula de (CUTTER,
1986) onde (IE) = [NE/(CE + NE)] x100, em que NE € o numero de estbmatos e
CE o numero de células epidérmicas propriamente ditas. Foi avaliada a regiao
do terco mediano de 1 folha de cada repeticéo, quantificando-se dez campos.
Para os estudos relacionados a caracterizacdo dos estdbmatos (nUmero meédio
por mmz2, diametro polar e equatorial), as laminas foram fotomicrografadas com
objetiva de 20x por meio do capturador de imagens, acoplado ao
fotomicroscopio Leica® DMLB, e as analises das imagens foram feitas por
meio do programa Anati Quant 2® UFV (AGUIAR et al., 2007).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 3 (2 ambientes e 3 concentracdes de silicato de potassio
no meio de cultura), com 4 repeticdes para cada tratamento. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade( FERREIRA,2003).
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Resultados e Discussao

Planta adulta

Em vista frontal as folhas da planta adulta apresentam células com
formatos hexagonais e pentagonais, com as mesmas dimensdes em ambas as
faces, exibindo paredes retas (Figura 1A-B). Os estdmatos sdo anomaociticos,
sendo observados em alguns campos estdématos tetraciticos, ndo ocorrendo
tricomas (1A-B). As folhas s@o anfiestomaticas, apresentando maior nimero de

estbmatos na face abaxial.

Figura 1. Fotomicrografia de sec¢fes paradérmicas da epiderme de Catasetum x apolloi. 1A
(Face abaxial), 1B (Face adaxial) da planta adulta; esa-estdbmato anomocitico, CE- células

epidérmicas, est-estdmato teracitico,ESA-estdmatos tetrciticos. Barra = 40 uym (A, B)

Em seccao transversal (ST), os estbmatos localizam-se no mesmo nivel,
Ou em posicao um pouco acima, das demais células epidérmicas, com paredes
periclinais espessadas formando cristas (Figura 2C). Possuem camaras
subestomaticas pouco desenvolvidas (Figura 2C).

As folhas estudadas em ST apresentam epiderme uniestratificada com
células levemente maiores na face adaxial e recoberta por cuticula delgada
(Figura 1A). O mesofilo € homogéneo, constituido por células justapostas de
parénquima clorofiliano com paredes sinuosas. Verifica-se presenca de feixes
de fibras proximos a face adaxial e abaxial, e por vezes intercalando os feixes
vasculares (Figura 2E). Os feixes vasculares sdo colaterais com calotas de
fibras xilematicas e floematicas, estando dispostos numa unica série, com
alternancia de tamanhos, entre maiores e menores, porém nos ultimos os
feixes apresentam poucos elementos de conducédo e poucas fibras. Foram
observados idioblastos com réafides distribuidas no mesofilo (Figura 2E).
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A nervura central apresenta epiderme com paredes espessadas
recobertas por cuticula ornamentada com ondula¢des. O feixe vascular é
colateral proeminente na face dorsal, com ocorréncia maior de fibras
floematicas, comparadas com as fibras xilematicas. Nao apresenta colénquima,

apenas uma camada com células pequenas de parénquima clorofiliano abaixo

da face dorsal (Figuras 2A-B).

Figura 2. Fotomicrografias de seccdes transversais de Catasetum x apolloi: nervura central e
mesofilo AN (planta adulta/ ambiente natural). (csc- cAmara subestomética; m- mesofilo; eab-
epiderme abaxial;ead-epiderme adaxial, x- xilema; f- floema; fff- feixe de fibras floeméticas; ff-
(feixe de fibras,ra,ffx). Barra = 120 ym (A, B); 80 um (C, D, E).

Benevenuti (2013), estudando espécies do género Catasetum verificou
gue anatomicamente estas apresentam epiderme unisseriada, com paredes
das células epidérmicas e cuticula finas, células adaxiais maiores que abaxiais,
folhas hipoestomaticas, estbmatos tetraciticos com espessamentos periclinais
formando cristas, no mesmo nivel ou um pouco acima das demais células

epidérmicas, camaras subestomaticas pouco desenvolvidas, células com
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paredes delgadas, feixes de fibras extravasculares subepidérmicas e feixe
vascular colateral. Catasetum x apolloi apresenta diversamente das outras
espécies folhas anfiestomaticas, sinuosidades nas células do mesofilo (Figura
2D), com células adaxiais e abaxiais apresentando as mesmas dimensdes e
estbmatos tetraciticos e anomociticos (Figuras 2C, 2D).

Oliveira e Sajo (1999) estudando espécies do género Catasetum e de
outros géneros (C. fimbriatum, Dichaea bryophila, Encyclia calamaria,
Epidendrum campestre, E. secundum, Miltonia flavescens, Pleurothallis
smithiana, Stanhopea lietzei e Vanda tricolor) verificam nas espécies folhas
apresentando mesofilo homogéneo, com feixes menores e maiores
intercalados e feixes de fibras extravasculares subepidermicamente ao longo
do mesofilo, corroborando com os resultados apresentados nas folhas dos

individuos adultos.

Estudo das plantulas submetidas a tratamentos: Epiderme vista
frontalmente

No tratamento com meio alternativo em ambiente natural (TAN), e
artificial (TAA), as células epidérmicas analisadas frontalmente apresentam-se,
com tamanhos semelhantes e formas retangulares (Figuras 2C, 2D). Essa
mesma caracteristica foi relatada por Pasqual et al., (2011) nos tratamentos por
eles realizados sem a adicdo de silicio. Nos tratamentos com aplicacdo de
silicato de potassio 0,5 mL L e 1mL L* ao meio de cultura alternativo
(Figuras 2E-H), as células tém formas mais regulares, provavelmente este
melhor arranjo celular se deve a adicdo desse nutriente. Segundo Camargo et
al., (2007) e Epstein, (2001), esse nutriente proporciona um aumento mecanico
reforcando a paredes celular.

Em meio alternativo os estdmatos se apresentam com aberturas
circulares nos dois ambientes testados com meio alternativo sem a adicao de
silicato de potassio (Figuras 2C-D). Os estbmatos na regido de contato entre o
ostiolo confere um aspecto circular ao lumen. Tem-se observado que as folhas
de vitroplantas possuem menos estdbmatos e que estes sdo circulares em vez
de elipticos (DESJARDINS, et al, 1995). Os dados relatados corroboram com

0os obtidos para as plantas cultivadas em meio alternativo que apresentam
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estdbmatos com aberturas circulares nos dois ambientes. As paredes delgadas
das células estomaticas, quando recebem &agua das células anexas, sofrem
distencédo, as paredes reforcadas dos estdmatos também passam por esse
mesmo processo, levando a abertura dos estdmatos com maior perda de agua.
Ja com a deposicao de silicio nas paredes das células estométicas, tornando-
as mais espessas ocorre uma alteracdo anatdOmica desses estdmatos
tornando-os elipticos, com abertura menor em menor espaco de tempo entre a
abertura e fechamento, fazendo com que os estdmatos elipticos sejam mais
funcionais.

A epiderme no tratamento TAN (0,5), apresenta células com paredes
retas, espessas, com formatos retangulares, poligonais e hexagonais,
apresentando arranjo disperso das células (Figura 2E), aspecto muito
semelhante com a arquitetura da planta adulta (Figuras 1A-B) e diferente das
plantulas sem adicdo de silicato, as quais ndo apresentam uniformidade de
formas (Figuras 2C-D).

Zhou (1995) corrobora que a presenca de silicato proporcionou as
plantas por ele estudadas, maior resisténcia a perda de &gua quando
comparado ao tratamento controle, proporcionando melhor arranjo das células
da epiderme, sem perda por desidratacdo dos tecidos, que prejudicaria o
processo de aclimatizacao.

Na epiderme foliar, o silicio combina com a celulose (SILVA et al.,
2006). A deposicao desse elemento na parede das células torna a planta mais
resistente a acdo de fungos e herbivoria, evita a perda excessiva de agua e
diminui a taxa de transpiracdo (SILVA, 2007), o que acarretardA num maior

indice de sobrevivéncia dessas plantas durante o processo de aclimatizacao.
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Figura 3A-F. Fotomicrografia de sec¢fes paradérmicas da epiderme de Catasetum x apolloi; B-
TAN (Tratamento ambiente natural com meio alternativo/luz natural); A- TAA (Tratamento c/ luz
artificial em meio alternativo); D- TAN c/ silicato de potassio 0,5 mL L™ C- TAA ¢/ silicato de
potassio 0,5 mL L™ ; F- TAN ¢/ silicato de potassio 1 mL L™; E- TAA c silicato de potassio 1mL
L™.(CE- células epidérmicas; EST- Estdmato tetracitico, ESA- Estdmato anomocitico). Barra =
40 pm (A- F).

Seccéo transversal- Epiderme

Para todos os tratamentos em sala com luminosidade artificial e natural,
a epiderme exibe cuticula espessa e ondulada. Silva et al., (2006) estudaram a
anatomia foliar de treze espécies de orquideas e descrevem que em espécies
com reducdo da parte aérea, como em Catasetum x apolloi as células

epidérmicas adaxiais podem apresentar-se com cuticula delgada geralmente
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desprovida de estriamentos. A espécie estudada neste trabalho, apesar de
apresentar reducdo da parte aérea ndo apresenta cuticula delgada e sim
espessa na planta adulta de ambiente natural (Figuras 1A, 1E), e também nos
tratamentos com aplicacdo de silicato de potassio, nos dois ambientes.

Decorrente deste fato, as vitroplantas se assemelham as de ambiente
natural, podendo se adaptar melhor no processo de aclimatizacdo, pois
acredita-se que cuticulas espessas diminuem a evapotranspiracao
(EPSTEIN,1999).

Conforme Evert (2006), a cuticula é a primeira barreira de protecdo entre
a superficie aérea da planta e o ambiente, consistindo no principal obstaculo
para o movimento de agua, incluindo o fluxo de transpiracdo. A cuticula mais
espessada possui natureza lipidica evitando a perda de agua excessiva por
transpiracdo, sendo fundamental no mecanismo de tolerancia a deficiéncia
hidrica (CASTRO et al., 2009). Especialmente quando s&o transplantadas do
ambiente in vitro para o ex vitro, onde as condigdes ambientais de
aclimatizacdo sao totalmente diferenciadas, pois as plantas passam da
condigdo heterotréfica para autétrofa, a umidade relativa é alterada, bem como
a temperatura e a luminosidade, os quais favorecem o0 processo de
desidratagéo.

Observou-se alongamento das células adaxiais, nas plantas cultivadas in
vitro acrescidas de silicato de potassio com 0,5 mL L™ ao meio alternativo em
ambiente artificial (Figuras 3C-D). Tal caracteristica associada ao
espessamento da epiderme podem contribuir para maior acimulo de agua nas
plantas. Segundo Kurzweil et al. (1994), células epidérmicas adaxiais maiores
estdo relacionadas com a funcao de reserva de agua.

Além dos efeitos benéficos do Si em reter agua, Trenholm et al. (2004)
afirmam que esse nutriente tem a fungcdo de aumentar a eficiéncia na fase de
aclimatizacao, o Si pode estar envolvido no metabolismo de parede celular,
melhorando a capacidade das células da parede em expandir,
consequentemente, aumentando a expansao da célula (GUNES et al., 2007).
Diante dessa afirmagdo e conforme observado nas figuras abaixo citadas, o

silicato de potassio acrescido ao meio de cultura alternativo propiciou essa
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alteracdo, sendo benéfica, pois permitiu o espessamento periclinal das células
adaxiais, elevando a dimensao de sua altura.

Silva et al., (2006) afirmam que células epidérmicas adaxiais altas
observadas nas plantas com reducdo da parte aérea € um carater,
provavelmente, envolvido na substituicdo da cuticula espessa. Fato confirmado
para a espécie que em ambiente natural apresenta células com tamanhos
iguais nas duas faces em ambiente natural, porém nas plantas cultivadas in
vitro, quando acrescidas de silicato de potassio na dosagem de 0,5mL L e 1,0
mL L™ em ambiente natural (Figuras 4D-G), a cuticula se apresenta espessa e
as ceélulas abaxiais sdo maiores, demonstrando que o silicato promoveu
expansdo das células adaxiais, caracteristicas fundamentais para a
aclimatizacdo das plantas no ambiente ex vitro, pois essas variaveis em

conjunto aumentam a reserva de 4gua na planta.
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Figura 4A-F. Fotomicrografias de secc¢des transversais de vitroplantas de Catasetum x apolloi:
mesofilo e nervura central TAA (Tratamento com luminosidade artificial). A, B- Controle; C, D-
Adicéo de silicato de potassio 0,5 mL L-1; E, F- Adicdo de silicato de potassio 1mL L™ (cse-
camara subestomatica; m- mesofilo; ead- epiderme adaxial; eab- epiderme espessa abaxial; x-
xilema,; f- floema; fff- feixe de fibras floematicas; ffx- feixe de fibras xileméaticas; r- rafides; co-

cuticula ornamentada). Barra = 80 pm (A-F).

Transversalmente nas sec¢des anatbémicas, foram observadas camaras
supraestomaticas no tratamento com meio alternativo com adic&o de 0,5m L™

de silicato de potassio em ambiente natural (Figura 4C). Presenca de camaras
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supraestomaticas, que mantém um pequeno compartimento de ar umido
reduzindo a transpiracdo, € uma caracteristica comum em orquideas epifitas,
que enfrentam altas temperaturas e pouca disponibilidade de agua
(RASMUSSEN, 1987). No ambiente natural a temperatura maxima e minina
tiveram médias de 32°C e 23°C, respectivamente. A alta temperatura pode ter
contribuido para a formagdo de camaras supraestométicas, porém nos outros
tratamentos ndo ocorreram camaras tao evidentes.

Em todos os tratamentos, em ambiente com luminosidade natural, os
estbmatos possuem células guardas com paredes periclinais externas com
espessamento bastante acentuado, formando uma crista em torno do atrio
externo do ostiolo, e com camaras subestomaticas pouco desenvolvidas (
Figuras 4C-F),apresentando formas elipticas, (ABRANS et al.,1992), comentam
que a perda excessiva de agua pode ser minimizada com a reducdo das

células guarda e do poro estomatico, perante maior luminosidade.
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Figura 5A-G. Fotomicrografias de cortes transversais de vitroplantas de Catasetum x apolloi:
mesofilo e nervura central TAN (Tratamento com luminosidade natural). A, B- controle; C, D-
Adicdo de silicato de potassio 0,5 mL L-1; E, F- Adicdo de silicato de potassio 1mL L™. (cse-
camara subestomatica; csp- cAmara subestomatica; es- estbmato; m- mesofilo; ead- epiderme
adaxial; eab- epiderme espessa abaxial; x- xilema; f- floema; fff- feixe de fibras floeméaticas; ffx-
feixe de fibras xilematicas; r- rafides; cada- células adaxiais alongadas;co- -cuticula

ornamentada). Barra = 80 um (A-F).

De acordo com Fahn e Cutler (1992) camaras subestomaticas
estabelecem um longo e superficial gradiente de difusdo entre o parénquima
clorofiliano e o ambiente, bem como, uma alta resisténcia a perda de agua.

Assim, mesmo quando o0s estdmatos estdo abertos, a baixa densidade
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estomética e alta resisténcia cuticular e subestomatica possibilitam somente
baixas taxas de transpiracdo. Tais caracteristicas sdo fundamentais para
economia de agua em plantas cultivadas e também um excelente aparato
funcional para as plantas no processo de aclimatizacdo onde o estresse hidrico
€ maior.

Através dos dados estatisticos verifica-se que ndo houve interagcdo entre
o fator luminosidade para densidade e indice estomatico, ndo havendo
diferenca estatisticas entre as duas temperatura testadas (Tabela. 1).

Para as doses de 0,0 e 1,0 mL L™ de silicato de potassio no meio
alternativo ndo ocorreu diferenca estatistica para indice estomético. O
tratamento com adicdo de 0,5 mL L™ de silicato de potassio ao meio alternativo
apresentou maior IE, superando os demais tratamentos, com 7.33% de
estdmatos por mm?.

Para densidade estomética as doses de 0,0 e 0,5 mL L™ de silicato de
potassio foram mais eficazes, porém com o aumento das doses, houve uma
diminuicdo na densidade estoméatica. Maiores densidades de estdmatos séo
uma forma de adaptacdo a seca, pois permite que as plantas regulem o
transporte de agua e transpiracdo de forma mais eficiente (LUKOVIC et al.,
2009). No presente trabalho as plantas estavam sendo cultivadas in vitro,
concluindo que ndo houve deficiéncia hidrica dentro dos frascos de cultura,
dessa forma € possivel inferir que as baixas densidades estomaticas
verificadas sd@o decorrentes da alta disponibilidade de agua as plantas e a

aplicacdo de 1,0 mL L™ de silicato de potassio.

Tabela 1. indice (IE) e Densidade Estomatica (DE) de Catasetum x apolloi

cultivadas in vitro com diferentes luminosidades e concentracdes de silicato de

potassio.
. 1 Variaveis
Doses K,SiOz;(mL L™) .
s Ly Densidade
Indice Estomatico% r: 2
Estomatica(mm®)
0 6.37 b 46.49 a
0.5 7.33 a 4598 a
1 5.88 b 38.43 b
CV (%) 17.75 33.87

*|E= Indice estomatico;* DE= Densidade estomatica. As médias seguidas de mesma letra na
coluna ndo diferem entre si pelo teste ANOVA de P < 0,05 através do programa Sisvar
(Ferreira, 2003).
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O microambiente existente nos frascos de cultivo tem sido geralmente,
padronizado, de forma que n&o haja variagcbes ambientais neste
microambiente. O uso generalizado de frascos de cultura fechados cria uma
inter-relacdo particular entre substrato, a planta e a atmosfera condicionado
pela alta umidade relativa do ar, baixa intensidade luminosa, grandes
concentracdes de reguladores de crescimento, excesso de nutrientes e infimas
variacbes de temperatura. Esses fatores associados sdo responsaveis pela
inabilidade de algumas plantas de sobreviverem ao transplantio para condicdes
ex vitro (DANTAS et al., 2001). (DESJARDINS et al., 1995), descrevem que
foram observadas folhas mais finas, com pouca cuticula e um mesofilo com
células muito pequenas e com grandes espacos intercelulares, o que
certamente interfere na disponibilidade de CO, nas células do mesofilo e na
capacidade fotossintética.

Ribeiro et al., (2012) corrobora que maiores densidades estomaticas
podem permitir uma abertura em um espaco de tempo menor, favorecendo
uma captacdo adequada de CO, e diminuindo o periodo em que esses
estdbmatos ficam abertos, reduzindo, consequentemente a transpiragdo. Este
fator é essencial, pois permite uma melhor adaptacdo das plantas cultivadas in
vitro, quando transplantadas para o ambiente ex vitro e as condi¢des de pouca
disponibilidade de agua, porém com a aplicacdo de 1,0 mL L™ silicato de
potassio (Tabela-1) houve decréscimos da densidade e indice estomatico,
observando que os estbmatos sdo funcionais, com aberturas elipticas, podendo
se adaptar mais facilmente as condi¢des fotoautrépicas, com o aumento da
demanda evaporativa.

Os maiores indices estomaticos foram observados no tratamento com
adicdo de 0,5 mL™? de silicato de potassio, com 7,33 %. Para densidade
estomatica a mesma dosagem propiciou 45,98 mm? ndo diferenciando
estatisticamente do tratamento com meio alternativo sem a adi¢cao de silicato
de potassio., Pompelli et al. (2010), acreditam que o indice estomético, sendo
uma caracteristica intrinseca da planta, permanece constante. Esta informacao
descrita pelos autores ndo se aplica aos tratamentos realizados nesse estudo,
pois houve alteracdes nos indices estomaticos quando foram adicionados ao

meio alternativo silicato de potassio e diferente de outros trabalhos ja
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realizados, para Catasetum x apolloi ndo ocorreu interacao entre a quantidade
de luz em relagéo ao indice e densidade estomatica.

N&o existem dados bibliograficos citados para a relacdo do silicato de
potassio com o aumento no IE e DE, porém este dado foi observado neste
trabalho, demonstrando que os nutrientes podem interferir na proporcao de
estbmatos. Esses dados podem ser verificados na Tabela 2 onde o indice
estomatico e a densidade estomatica foram menores com a aplicacdo de 1 mL
L™ de silicato de potassio, demonstrando desta forma que houve aumento no
tamanho das células epidérmicas as quais apresentaram menores densidades
e também menores indices estomaticos.Pompelli et al., (2010), afirma que Os
estbmatos sdo fundamentais na fisiologia vegetal e na sobrevivéncia das
plantas. Em geral, com a diminuicdo da irradiancia, a frequéncia estomatica, ou
mesmo epidérmica, por unidade de &rea foliar diminui, enquanto as dimensodes
dos estdbmatos aumentam.

A planta em ambiente natural apresentou um indice de 5,53 (%) de
estbmatos, demonstrando dessa forma que as plantas de ambiente natural
apresentam menor quantidade de estbmatos, jA& que 0s mesmos Ssdo
responsaveis pela maior perda de agua no vegetal e diminuindo sua
densidade, consequentemente diminui-se 0 estresse hidrico das plantas. A
densidade estomatica para a planta de ambiente natural apresentou densidade
de 30,82(mm?), quando comparadas com as plantas cultivadas in vitro, verifica-
se que a dose de 1,0 mL L™ de silicato de potassio pode ser utilizada, j& que
apresentou menor densidade e indice estomaticos, assemelhando-se as de
ambiente natural e que possivelmente favorecam a adaptacdo no processo de
aclimatizacao.

N&o houve diferenca estatistica no ambiente com luminosidade artificial
e também para as doses de silicato de potassio aplicadas ao meio alternativo
nao diferindo entre todos os tratamentos analisados para diametro polar (Tab.
2). Para luminosidade natural, a aplicacdo de silicato de potassio apresentou
maiores médias para as duas concentragées de 0,5 mL L e 1,0 mL L*, nao
havendo diferenca entre as doses, porém sem a aplicacao de silicato verificou-

se menor diametro polar na sala de crescimento, com luminosidade natural.
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Analisando o diametro equatorial verifica-se que houve interacédo entre
os fatores luminosidade e doses de silicato de potassio no meio alternativo,
onde a dose de 0,5 mL L™ de silicato de potassio em ambiente natural
promoveu o maior DIE com 44.50 (mm?), diferenciando do ambiente da sala de
crescimento que apresentou o DIE de 37.76 (mm?). Na concentrac&o de 1,0 mL
L™, ocorreu o inverso onde o ambiente natural promoveu o menor DIE com
36.25 (mm?) e no ambiente artificial houve diferenca estatistica, apresentando
o valor de 37.92 (mm?). Para as doses 0,0 e 0,1 mL L™ ndo houve diferenca
estatistica a 0,05% de probabilidade. Pode-se inferir analisando o DP e o DIE,
gue os menores diametros estoméaticos foram com as doses 0,0 em ambiente
natural e 1,0 mL L de silicato ao meio de cultura em ambiente natural,

inferindo que proporcionaram estdmatos menores.

Tabela 2. Diametro equatorial (DIE), Diametro polar (DP), Limbo foliar (LF) de
vitroplantas em diferentes ambientes, luz natural/luz artificial e concentracdes

de silicato de potassio ao meio alternativo.

Doses K,SiOs LF (um) DP (mm?) DIE (mm?)
Natural Artificial Natural Artificial Natural Artificial
0 183.38Ba 199.54Aa 18.84Bb 22.66Aa 36.57Ab 36.15Aa
0.5 181.76 Ba 207.21 Aa 2298 Aa 2211Aa 4450 Aa 37.76Ba
1 188.02 Aa 173.95Ab 2181 Aa 2146Aa 36.25Ab 3792Aa
CV% 11.97 10.57 9.36

*Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e mindsculas nas linhas nao diferem
entre si pelo teste Anova com P < 0,05 de probabilidade realizado através do Programa Sisvar
(Ferreira,2003).

A diminuicdo no tamanho dos estbmatos € essencial, pois sua
importancia esta na maior funcionabilidade das trocas gasosas, apresentando
diminuicdo do tamanho dos poros e também menor perda de agua através da
transpiragdo. Bidwell (1964) constatou que menores aberturas estomaticas
apresenta maior difusdo de 4gua do que de CO,, mantendo o influxo de CO,
fundamental para a fotossintese sem que haja estresse hidrico na planta.

Tem-se observado que as folhas de vitroplantas possuem menos

estbmatos e que estes sao circulares em vez de elipticos (DESJARDINS et al.,
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1995). O formato das células-guarda em conjunto e também a relacdo entre
didmetro polar e diametro equatorial dos estbmatos € um indicativo de sua
funcionabilidade (ROCHA, 2005). Alguns autores concordam que a forma
eliptica € caracteristica de estdbmatos funcionais, enquanto a forma
arredondada é associada a estdbmatos que apresentam funcionamento anormal
(KHAN et al.,, 2002). Rocha (2005) verificou em sua pesquisa com
micropropagacao de banana prata and, que quanto maior a relacdo diametro
polar/ diametro equatorial mais elipsoide € o estdémato, podendo resultar em
maior funcionalidade.

Quando analisados os tratamentos verifica-se que as plantas do
tratamento controle apresentam estdmatos circulares, diferenciando dos outros
tratamentos com aplicacdo de silicato de potassio apresentando a relacao de
DP(18,84 mm?) e DIE(36.57 mm?) em ambiente natural. Nos tratamentos com a
aplicacéo de silicato de potassio, os estdbmatos se tornaram mais elipticos,
como observado na Figura 2E-H. Nas plantas adultas a média observada para
DP foi de (24,74mm? e DIE com (39,17mm2). Essas caracteristicas de
estdmatos elipticos com menores dimensfes sdo essenciais para otimizar a

sobrevivéncia e a capacidade fotossintética durante as fases da aclimatizacéo.

Mesofilo

Abaixo da epiderme ocorre uma camada de hipoderme (Figura 3C), em
ambiente artificial.Verifica-se que na concentragéo 0,0 e 0,5 mL L™ de silicato
de potassio, em ambiente artificial, e (Figuras 4D-G) com concentracdes de 0,5
e 1 mL L™ de silicato de potassio em ambiente natural ocorre um alongamento
e expansao das células dessa camada, sem espacos intercelulares, fator de
extrema importancia para as plantulas que serdo transferidas para a
aclimatizacdo, ja que a presenca de hipoderme com alongamento celular
periclinal, propicia maior concentracdo ou reserva de &gua, processos
fundamentais para que ndo ocorra o estresse hidrico nas plantulas ex vitro.

Na Tabela 2 observa-se que o aumento do limbo foi influenciado néo
somente pelas doses de Si aplicados, como também pela incidéncia luminosa
nos dois ambientes, verificando que a luz artificial 602,27 Lux (limen/m?),

associada a doses de silicato 0,0 e 0,5 mL L™* propiciaram a mesma
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significancia para o aumento do limbo, diferente do ambiente com luz natural
939,21 Lux (limen/m?) onde a dose de silicato de potassio foi o dobro 1mL L™
para se conseguir espessura semelhante.

O aumento na espessura do mesofilo, principalmente pelo alongamento
ou adicao de células palicadicas, esta relacionado a redugdo na resisténcia do
mesofilo ao diéxido do carbono (NOBEL, 1977) e correlacionado com aumento
de fatores potencialmente limitantes a fotossintese, como a RuBisco,
carregadores de elétrons ou condutancia estomatal (BJORKMAN, 1981).
Chazdon e Kaufman (1993), estudando duas espécies de Piper, observaram
que a capacidade fotossintética estava correlacionada com a espessura do
mesofilo. Nesse contexto mesofilo com dimensdes maiores, sdo fundamentais
para 0 processo fotossintético e essenciais no processo de transplantio do
ambiente in vitro para o ambiente ex vitro, onde a planta sofre estresse devido
principalmente a diferenciagdo de substrato ao qual estava submetida, com
dosagens de aclUcares ao meio, passando da condicdo autotrofa para
heterotrofica.

Diferente dos resultados aqui encontrados, Lee et al. (1988), Dousseau
et al. (2008) atribuiram a altas intensidades de luz um aumento no tamanho
das células do mesofilo, consequentemente uma maior espessura da folha,
bem como a uma compactacao celular mais pronunciada, em folhas cultivadas
de Liquidambar. Os autores afirmaram ainda, que baixa intensidade luminosa
diminui a divisdo celular, resultando em reduzida area foliar, produzindo folhas
mais delgadas. Para a planta em estudo os resultados foram inversos, onde
menores luminosidades propiciaram aumento no limbo (Tabela 2). Segundo
Taiz & Zeiger (2004), esta é uma estratégia adaptativa que pode proporcionar
melhor captura de luz e permitir maior eficiéncia fotossintética para maiores
ganhos de carbono devido a maior area foliar para captacdo da energia
luminosa.

As diferencas dos resultados também podem ser interpretadas pelo fato
de gue o crescimento de plantas, 6rgaos, tecidos e células in vitro dependem
da formulacdo dos meios de cultura, pois é necessario o desenvolvimento de

meios de cultura otimizados para cada espécie e da perfeita interacdo de
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componentes essenciais como fontes de carbono e nutrientes minerais
(PASQUAL, 2001).

Segundo Saebo et al.,, 1995; Schuerger et al., 1997, a qualidade e
quantidade da luz podem interferir na espessura, na diferenciacdo do mesofilo
e do sistema vascular, na divisdo celular e no desenvolvimento dos estdbmatos
da folha, propiciando uma elevada plasticidade fisiolégica e anatémica nas
plantas.

DimensBes maiores nos tecidos do mesofilo foliar conferem a planta
cultivada in vitro maior possibilidade de sobrevivéncia durante a transferéncia
para ambiente ex vitro, o que é um fator importante para o sucesso da cultura
de tecidos (BARBOZA et al., 2006; SILVA et al., 2008).

Nervura central

N&ao houve interagdo entre os fatores luminosidade e doses através dos
dados estatisticos utilizados para o diametro da nervura central. Contudo a
maior espessura foi em ambiente artificial com 235.66 mm. Para as doses 0s
maiores resultados foram obtidos sem a utilizacdo de silicato no meio de
cultura com 239.05 mm e 224.46 mm no meio de cultura alternativo acrescido
de 1,0 mL L™ de silicato de potassio.

A estrutura da anatomia foliar pode ser influenciada pelos niveis de
luminosidade durante o crescimento, devido a sua plasticidade. A capacidade
de alterar a estrutura das folhas em resposta a diferentes niveis de luz é um
atributo comum das espécies que apresentam amplo potencial de
aclimatizacao (BJORKMAN, 1981). A adaptacao da planta ao ambiente de luz
natural depende do ajuste de seu aparelho fotossintético, de modo que a
luminosidade ambiental seja utilizada de maneira mais eficiente. As respostas
dessas adaptacdes seréo refletidas no desenvolvimento geral da planta. Assim,
a eficiéncia do crescimento esta relacionada a capacidade de adaptacdo das
plantulas as condigbes de intensidade luminosa do ambiente. Nesse
experimento quando observamos as figuras 3C-D em ambiente artificial e
figuras 4D-G, ambiente natural, verifica-se que ocorreu alongamento celular, o
qual proporciona maior captacdo de CO, e melhor aparato funcional para o

processo fotossintético.
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Foram observadas fibras extravasculares na nervura central, e estas
desempenham diferentes fungbes na planta, como sustentacdo, protecdo
contra a perda de agua e atenuacdo da intensidade luminosa (EAMES &
MCDANIELS, 1925). Acredita-se que todas essas funcdes sejam
desempenhadas pelas fibras presentes nos acessos em estudo, mesmo as
fibras sendo em pouca quantidade.

Outras Consideracdes

Vérias alteracdes na estrutura da folha de plantas mantidas in vitro tém
sido relatadas, como o aumento no tamanho na densidade dos estomatos e a
reducdo no controle estomatico, na quantidade de cera epicuticular e na
espessura do mesofilo, com alta proporcdo de espacos intercelulares
(HAZARIKA, 2006). No presente trabalho n&o foram observados amplos
espacos intercelulares, e nas plantulas com adicdo de silicato de potassio
houve incremento na cuticula e parede celular, propiciando maior
espessamento, quando comparadas com as vitroplantas do tratamento controle
(Meio alternativo s/adi¢éo de silicato de potassio).

Silva et al. (2006) também afirmam que tanto a &gua como 0s nutrientes
minerais associados a fatores abibticos exercem influéncia sobre as
caracteristicas estruturais do vegetal. Nesse contexto a insercéo do silicato de
potassio demonstra ser eficiente para a plantas cultivadas in vitro nesse
trabalho, ja que estas se assemelham mais com a planta de ambiente natural,

sendo um indicativo que teriam maior sobrevivéncia no ambiente ex vitro.
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Conclusdes
Os melhores resultados observados com a aplicacdo de K,SiO3z em meio

alternativo, nos ambientes TAA (luminosidade artificial), TAN (luminosidade
natural), foram alongamento da hipoderme (doses 0,5 e 1mL L™); mesofilo mais
espesso (0,0 e 0,5 mL L™ TAA) e nervura central mais proeminente (0,0 mL L™
TAA); formato das células guardas elipticas (0,5 mL L* e 1mL L TAA);
formacdo de camaras supraestomaticas (0,5 mL L™); menor densidade
estomatica (ImL L™); estdmatos com menores didmetros equatorial e polar (0,0
e1,0mLL™Y.

Os caracteres acima citados promovem menor estresse hidrico nas
plantas cultivadas in vitro, inferindo que esse conjunto de caracteristicas na
planta propicia maior chance de sobrevivéncia também ex vitro. Observando
que o ambiente que propiciou maiores diferencas favorareis para a
aclimatizacdo foram menores intensidades luminosas e menores doses de

silicato de potéassio.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Todos os tratamentos apresentam a formacdo de raizes, porém a
interacdo de silicato com as variacbes de luminosidade proporcionou
decréscimo no nlimero de raizes para as concentracdes de 0,5 e 1,0 mL L *
.Tamanhos menores de raizes sao fundamentais no processo de

aclimatizacao, inferindo que doses menores de silicato séo recomendadas.

Observando os dados é possivel inferir que na dose de 0,5mL L™ nos
dois ambientes testados ocorre aumento na média do namero de folhas e
também que com o aumento das doses e que o ambiente com luminosidade

artificial propiciou melhores resultados no comprimento das folhas.

Para a média do comprimento total, a luz natural associada a inclusédo
de silicato de potassio ao meio de cultura, na concentracdo de 1 mL L™
propiciou maior crescimento da planta. Os melhores tratamentos para a
presenca de pseudobulbos é o meio alternativo sem a adi¢cdo de silicato de
potassio, nas duas condicdes de luminosidade e o tratamento com 0,5 mL L™
de silicato de potassio em ambiente artificial.

Na concentracdo de 0,5 mL L* de silicato e 1 mL L houve um
acréscimo com teores de clorofila total em ambiente artificial.

Através das analises anatdbmicas, observou-se que os melhores
resultados com a aplicacdo de K,Sioz em meio alternativo, nos ambientes TAA
(luminosidade artificial), TAN (luminosidade natural), foram: alongamento da
hipoderme; mesofilo mais espesso e nervura central mais proeminente; formato
das células guardas elipticas; formacdo de camaras supraestomaticas; menor
densidade estomatica e estdbmatos com menores diametros equatorial e polar.

Os caracteres acima citados promovem menor estresse hidrico das
plantas cultivadas in vitro, inferindo que esse conjunto de caracteristicas
propicia maior chance de sobrevivéncia também ex vitro. Observando que as
maiores diferencas favoraveis para a aclimatizacdo foram menores
intensidades luminosas e menores doses de silicato de potassio.

E possivel inferir que a utilizacio de silicato de potassio na concentragio

de 0,5 mL™ no meio de cultura alternativo foi benéfico e que as plantas de
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Catasetum x apolloi com os caracteres observados, tém capacidade de se

adaptar mais facilmente durante o processo de aclimatizacéo.
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