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Acidos himicos de vermicomposto estimulam o crescimento in vitro
de plantulas de Cattleya warneri (Orchidaceae)
Vermicompost humic acid stimulates in vitro growth of Cattleya warneri (Orchidaceae) seedlings
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Resumo

A Cattleya warnerivar. concolor (Orchidaceae) ¢ uma planta epifita ameagada de extingdo com potencial econdmico
ornamental. Este trabalho objetivou estudar o crescimento in vitro de plantulas da espécie supracitada em diferentes doses
de acidos himicos (AH) isolados de vermicomposto. A avaliagdo do crescimento promovido pelos AH foi realizada por
meio das variaveis numero de folhas e raizes, massas frescas e secas das folhas e de raizes e de estimativas da atividade
da enzima H'-ATPase. Os resultados obtidos indicaram que o material hiimico obtido foi capaz de incrementar o
crescimento da planta estudada e promover estimulos associados a atividade da referida enzima. Estabelece-se assim,
um bioestimulante eficiente visando a produgio de mudas de Cattleya warneri var. concolor.

Palavras-chave: Crescimento vegetal, orquidea, substancias humicas.

Abstract

Cattleya warneri var. concolor (Orchidaceae) is an endangered epiphyte plant with ornamental economic potential.
In this research, we have studied in vitro growth of C. warneri’s seedlings at different doses of humic acids isolated
from vermicompost. The evaluation on growth promoted by AH was performed using variables number of leaves
and roots, fresh and dry weight of leaves and roots and estimates of the H'-ATPase enzyme activity. The results
indicated that the humic material obtained was able to increase the growth of the studied plant and promoting stimuli
associated with the said enzyme activity. It is thus established, an efficient biostimulant aimed at producing Cattleya
warneri var. concolor seedlings.

Key words: Plant growth, orchid, humic substances.

Introducio Por outro lado, além do Brasil possuir
um rico patriménio de orquideas, representado

A familia Orchidaceae compreende " . .
por 190 géneros e 2.300 espécies, existe uma

aproximadamente 10% de todas as angiospermas

existentes e possui distribuicdo cosmopolita, ameaga iminente de decrécimo desse nimero por
desempenhando um importante papel na consequéncia do processo de extin¢do (Pansarin
manutencéo da diversidade biolégica (Ackerman & Pansarin 2011). Varios sdo os motivos para o
1998; Pinheiro et al. 2004). E considerada desaparecimento destas orquideas do ambiente
refletora nas dindmicas dos processos ecoldgicos, natural, na sua grande maioria relacionados as
como também, potencialmente bioindicadora na atividades antropoge_mcgs (F_’an_sarm & Pansarin
avaliacio de impactos da poluig&o atmosférica nos 2011). As coletas indiscrimidadas ocorrem,
ecossistemas, devido a sua capacidade de acumular possivelmente pelo seu elevado valor econémico
elementos quimicos (Elias et al. 2006). no agronegocio floricola (Zanenga-Godoy &
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Costa 2003). Segundo o ultimo relatério divulgado
pelo Ministério do Meio Ambiente (Instrucdo
Normativa, n°6 de 23 de Setembro de 2008), a
espécie Cattleya warneri var. concolor, nativa do
Bioma Mata Atlantica, esta entre as 34 orquideas
ameacadas em extin¢do no Brasil (MMA 2014).

S8o escassos na literatura estudos que
tenham se dirigido a reintroducdo de orquideas
apos bioestimulagdo himica in vitro. Sendo assim,
a utilizacdo de materiais orgénicos visando o
estimulo ao crescimento de plantulas de orquideas,
torna-se uma ferramenta fundamental para sua
reintroducdo, apds inicio de processo de extingao
(Zeng et al. 2012). A germinacdo de sementes
de orquideas assimbidticamente, com posterior
propagagcdo in vitro da cultura em meios contendo
diferentes fracfes organicas torna-se Util para a
articulacdo de programas que visem a reintrodugao
de espécies nativas (Martini et al. 2001). Trabalhos
utilizando-se substancias himicas (SH) em
substratos para o crescimento e desenvolvimento
de plantulas ja mostraram eficiéncia para o
género botanico Cymbidium pertencente a familia
Orchidaceae (Baldotto et al. 2014), bem como
para outras espécies vegetais, principalmente
de interesse agricola, tais como: milho (Zea
mays), arabidopsis (Arabdopsis thaliana), tomate
(Solanum licopersicum) e arroz (Oryza sativa)
(Canellas et al. 2002; Dobbss et al. 2007; Dobbss
et al. 2010; Ramos et al. 2015).

A vermicompostagem é a mudanca da
matéria organica, resultado da acdo combinada de
minhocas e dos microrganismaos que vivem em seu
trato digestivo, aumentando assim, a velocidade de
decomposicdo dos residuos organicos (Albanell et
al. 1988). O vermicomposto difere do composto
convencional, dentre outras caracteristicas, pela
maior estabilizacdo dos residuos organicos que,
através do trato digestivo das minhocas sofre
reagOes enzimaticas, convertendo rapidamente
os residuos em grande quantidade de substancias
hdmicas, como humina, &cidos fulvicos e himicos
(Almeida 1991).

As SH sdo bioestimulantes (Trevisan et
al. 2010) e se apresentam também como fonte
de nutrientes para as plantas, disponibilizando
carbono (C), nitrogénio (N), fésforo (P) e enxofre
(S). Geralmente as SH sdo fracionadas em fungéo
de sua solubilidade. Os acidos humicos (AH)
sdo particularmente definidos operacionalmente
como a fracdo das SH sollveis que precipita
pela acidificacdo do extrato alcalino oriundo da
primeira etapa da extragdo convencional (Canellas
& Santos 2005).
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Os AH apresentam elevada atividade de
estimulacdo no crescimento de pléantulas quando
usados em concentrac@es relativamente pequenas
(Nardi et al. 2007; Aguiar et al. 2013). Estas
substancias estdo naturalmente presentes no
solo, contribuindo direta ou indiretamente na
adaptabilidade ambiental e no metabolismo do
C (Nardi et al. 2007). Além disso, beneficios
adicionais sdo relatados, como aumento da
promocdo de crescimento radicular (Nardi et al.
2002), através da ativacdo e expressdao das H*-
ATPases, e maior transporte (influxo e efluxo) de
fons (Zandonadi et al. 2013; Ramos et al. 2015),
apresentando funcGes similares ao do fitormonio
auxina (Dobbss et al. 2010).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o crescimento in vitro de plantulas de
Cattleya warneri var. concolor em diferentes
doses de AH isolados de vermicomposto, visando
posterior viabilidade do repovoamento dessa
orquidea ao seu habitat natural e paralelamente
fornecer plantas com alto vigor vegetativo ao
mercado de ornamentais reduzindo a procura por
exemplares provenientes do ambiente natural.

Material e Metodos

Obtencao, isolamento e purificagao

das substancias hdmicas

As substancias himicas (SH) foram extraidas
e purificadas conforme descrito por Stevenson
(1994) e Canellas et al. (2002). Utilizou-se
como material organico uma amostra de 200 g
de vermicomposto adquirido comercialmente,
que foi seca ao ar e peneirada (peneira de
malha de 2 mm). A extragdo da SH foi realizada
utilizando-se extrator NaOH 0,5 mol L%, na
razdo vermicomposto:solvente de 1:10 (m:v)
em atmosfera inerte de N,. A separacdo dos AH
foi alcancada com a redugédo do pH da solugéo
até 1-1,5 com extrator HCI a 6 mol L seguido
de centrifugagdo a 5000 g por 20 minutos. A
redissolucéo e precipitacdo foram repetidas trés
vezes. Em seguida, adicionou-se 200 mL da solucéo
de &cido fluoridrico (HF)/cloridrico (HCI) a0,3 mol
L%, submetendo as amostras a agitacdo durante 8
horas. Ap6s centrifugacéo a 5000 g por 15 minutos,
o precipitado (AH) foi lavado (4 vezes) com agua
deionizada até teste negativo com AgNO,, dialisado
contra agua deionizada, utilizando-se membranas
com poros de 1000 Da (Thomas Scientific, Inc) e
secos por liofilizagdo.

Rodriguésia 66(3): 759-768. 2015



Crescimento de Cattleya warneri por &cidos htimicos

Composigao elementar

A composi¢do elementar dos AH foi obtida
apos andlise em analisador elementar automatico
(CHNS - 932, Leco, Alemanha) com amostras de
4 mg de AH em triplicata. O teor de oxigénio foi
obtido por diferenga [%0O = 100 - (%C+%H+%N)]
e o de cinzas pela incineragdo de 50 mg dos materiais
hdmicos por 700°C durante 8 horas. Apds a obtencédo
dos valores de C, H, N e O (em %) foram calculadas
as relagdes atbmicas (C/N; H/C e O/C).

Bioatividade dos acidos htiimicos

Ensaio de dose resposta - Crescimento

in vitro de plantulas de Cattleya

warneri var. concolor (Orchidaceae) e

o tratamento com os materiais himicos

Utilizou-se como fonte de explantes, plantulas
de orquidea Cattleya warneri var. concolor,
medindo aproximadamente 1 cm, obtidas por meio
da germinacdo assimbiotica in vitro, seguindo a
metodologia proposta por Dorneles & Trevelin
(2011). O meio de cultura bésico utilizado foi
constituido pelos sais e vitaminas de Knudson
C modificado que é usualmente empregado na
micropropagacao de orquideas (Soares et al. 2009),
acrescido de carvao ativado (2,5 g L), sacarose (20
g L1), polpa de banana nanica (Musa paradisiaca)
(150 g L) e agar-agar (6 g Lt). Apbs a mistura de
todos os nutrientes, o pH foi ajustado para 5,7 + 0,1
antes da autoclavagem, que foi realizada a 121°C e
1 atm, por 20 minutos.

O cultivo foi realizado em frascos de vidro
de 250 mL de capacidade contendo 50 mL do meio
de cultura. Foram acondicionados quatro explantes
em cada frasco, sendo os tratamentos descritos na
(Tab. 1). Cada tratamento possuia cinco repeticoes.
Utilizou-se o0 meio de Knudson C modificado, como
supracitado. Aadicdo das diferentes concentracfes de
AH foi realizada com o auxilio de seringa graduada
estéril e filtro milipore® (0,45um, Sartorius).
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Em ambos os experimentos (ensaio de doses
e com a dose 6tima), as plantulas foram mantidas
em sala de crescimento a temperatura de 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 60
umol de fétons m?2 s. No primeiro experimento
foi obtida uma curva de resposta para a massa
fresca e seca das raizes e folhas, utilizando-se as
concentracOes de 0; 0,5; 1; 2; 4 e 8 mM de C do
AH. A Tabela 1 mostra a descri¢do dos tratamentos
desse experimento. Apds o procedimento da analise
de regressao e obtencdo da melhor dose de AH um
novo experimento foi montado desta vez utilizando-
se a dose recomendada.

Apds a obtencédo da dose 6tima recomendada
através das médias dos pontos de inflexdo pela
derivacdo das equacdes de regresséao (Tab. 3), foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: nimero de
folhas, nimero de raizes, massa fresca e massa
seca das folhas e das raizes sempre realizando-se
comparac0es entre o tratamento controle e e a melhor
dose de AH. A massa seca foi obtida apds secagem
do material em estufa a 60°C, até massa constante.

Medida de acidez em solucao

possivelmente associada a atividade

dos AH sobre as H*-ATPases

A estimativa da atividade da H*-ATPase foi
avaliada pela medicdo de acidez de solugdes de
cultivo contendo plantulas de Cattleya warneri var.
concolor tratadas ou ndo com AH de vermicomposto
seguindo a metodologia de Aguiar et al. (2013).
Utilizou-se a melhor dose de AH (4,16 mM de C
L) obtida no ensaio preliminar de dose resposta.
Nesse experimento, foi utilizado o meio minimo
(CaCl, 2 mM) que é extensamente utilizado em
trabalhos onde se quer testar somente a influéncia
de um determinado material himico (Canellas et
al. 2002; Dobbss et al. 2010 e Ramos et al. 2015).
Esse procedimento foi realizado a fim de evitar

Tabela 1 — Descri¢@o dos tratamentos oferecidos ao meio de cultura contendo plantulas Cattleya warneri var. con-

color crescidas in vitro por 90 dias com adi¢@o de diferentes doses de AH.
Table 1 — Description of the treatments offered to the culture medium containing the seedlings Cattleya warneri var. concolor grown

in vitro for 90 days with the addition of various doses of HA.

TO - cultivo por 90 dias sem adicdo de &cidos himicos

T1 - cultivo por 90 dias com adicdo de 0,5 mM de C AH aos 15 dias de cultivo
T2 - cultivo por 90 dias com adic¢éo de 1,0 mM de C AH aos 15 dias de cultivo
T3 - cultivo por 90 dias com adicdo de 2,0 mM de C AH aos 15 dias de cultivo
T4 - cultivo por 90 dias com adicdo de 4,0 mM de C AH aos 15 dias de cultivo
T5 - cultivo por 90 dias com adicéo de 8,0 mM de C AH aos 15 dias de cultivo
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qualquer influéncia dos nutrientes, que poderiam
funcionar de maneira sinergética com as AH,
estimulando o desenvolvimento radicular e o
metabolismo das plantulas. Dez plantulas foram
submetidas ao tratamento com e sem AH em
beckeres de 100 mL durante 48 horas. Apos este
periodo, foram transferidas para um recipiente
com 50 mL de uma solugéo de CaCl, 2mM a pH
7 por 140 minutos.

A medida da acidez (pH) da solucdo de
CacCl, foi medida com auxilio de um pHmetro
durante o mesmo periodo (140 minutos). As
raizes foram entdo secas em estufa de ar forgcado,
e a quantidade de H* foi expressa em extrusdo de
H*por grama de massa seca de raizes, podendo-se
associar, portanto, ao gradiente de prétons gerado
pela atividade da H*-ATPase.

Analise Estatistica

Para todas as variaveis analisadas foi
realizada a analise de variancia, para verificar
o efeito do tratamento em relacdo as respostas.
Os dados foram analisados utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com 2 tratamentos (controle e a melhor dose de
acido himico), com cinco repeti¢des cada. Cada
repeticdo foi composta por cinco frascos, sendo a
unidade experimental constituida por um frasco
contendo 4 explantes.

Com relacdo ao experimento de dose-
reposta procedeu-se a analise de regresséo, e
os modelos apresentados foram aqueles em que
melhor se ajustaram. Os dados de regressao
foram normais e suas significancias e de seus
coeficientes foram verificadas pelo teste F
(p<0,05) e pelo teste t (p<0,05), respectivamente.
O ajuste de regressdo foi efetuado pelo coeficiente
ajustado (R?). Tanto a obtencao da melhor dose
de AH quanto as respostas sobre a morfologia
das plantulas foram avaliadas ao final de 90 dias.

Para a estimativa da atividade da H*-
ATPase, foi utilizado DIC, com dois tratamentos
(controle e melhor dose de AH) contendo
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dez plantas cada e 3 repeti¢des. Todos os
dados foram analisados com o emprego do
programa estatistico SISVAR (Ferreira 2011) e
as diferengas entre as médias dos tratamentos
controle e AH foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Analise elementar e relacdes atbmicas

dos acidos himicos

A composicdo elementar e as razles
atbmicas dos AH isolados de vermicomposto
estdo apresentadas na Tabela 2. As caracteristicas
elementares sdo frequentemente utilizadas
para relacionar caracteristicas quimicas dos
AH com a génese e/ou propriedades da origem
de extracdo (Stevenson 1994) e neste trabalho
foram usadas para obtencdo das doses de AH
(em mM de carbono L) que foram utilizadas
nos experimentos preliminares de dose resposta.

Stevenson (1994) sugeriu que quando a razao
C/N estaentre 10 e 12, € um indicativo de intensa
estabilidade bioldgica. Conforme mostrado na
Tabela 2 o AH isolado de vermicomposto
utilizado nesse trabalho esta dentro da faixa
sugerida, indicativo de material himico estavel.
Com relacdo a razdo atdmica H/C, valores
superiores a 1, indicam maior contribuigéo
de componentes alifaticos (alifaticidade) das
SH (Steelink 1985; Canellas & Santos 2005),
indicando também a presenca de material com
caracteristica apolar nos AH, tipicos de SH
pouco evoluidas estruturalmente. Neste estudo
a natureza alifatica foi bem evidente, ja o AH
apresentou razdo H/C superior a 1 (Tab. 2). Por
sua vez, valores da relagdo O/C maiores que 0,5,
conforme verificado para o AH utilizado nesse
trabalho, indica presenca de maior quantidade
de grupos funcionais oxigenados como COOH
e carboidratos (Fontana 2010). Em um trabalho
realizado por Miranda et al. (2007), foi verificado
resultados semelhantes ao encontrado no presente
trabalho quanto as relagdes H/C e O/C.

Tabela 2. Composigio elementar (livre de gua e cinzas) e relagdes atdmicas das substincias humicas estudadas.
Table 2. Elemental composition (free of water and ash) and atomic ratios of humic acids.

C H N 6] Relagdes Atbmicas
AH _ % CIN H/C o/C
Vermicomposto 44,60 4,51 475 4614 1095 121 0,78
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Atividade Biol6gica dos Acidos

Hiamicos

As curvas de regressdo quadratica para a
massa fresca e massa seca das folhas e raizes
das plantulas de Cattleya warneri var. concolor
tratadas com diferentes doses dos acidos himicos
se encontram ilustradas na Figura 1. A Tabela 3
indica o modelo de dose-resposta, mostrando a dose
ideal do material himico estudado. Conforme pode
ser observado na Tabela 3, os valores das médias
das doses 6timas de AH variaram de 3,98 a 4,25
mM de C L respectivamente para as massas seca
e fresca de raizes. No trabalho de Pinheiro et al.
(2010), para mudas de eucalipto, a melhor dose para
0 estimulo do didmetro dos caules foi de 4,30 mg
C Lt de AH. Ja Aguiar et al. (2009) verificaram
dosesem torno de 5 mg C L de AH para o nimero
de raizes laterais de Arabidopsis thaliana. Assim, é
importante destacar que o sucesso da aplica¢do dos
acidos himicos sobre vegetais, depende de estudos
preliminares que definam a dose étima para cada
espécie (Baldotto & Baldotto 2014).
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De acordo com a Figura 2, os AH isolados
de vermicomposto apresentaram habilidade para
estimular o crescimento de plantulas de Cattleya
warneri var. concolor. A adi¢cdo de AH ao meio de
cultura proporcionou um incremento de 81 e 159 %
em relacdo ao controle (100%), para a massa fresca
das folhas e das raizes respectivamente (Figura
2a,b). Resultado semelhante foi encontrado por
Conceigéo et al. (2008) onde foi verificado que
a adigdo de acidos humicos de vermicomposto
incrementou em 34% a massa da matéria fresca
das raizes de plantas de milho em relagéo ao
tratamento controle. J& Bernardo et al. (2011)
observou aumentos da massa fresca das raizes de
tomateiro quando utilizou himus como substrato
para o crescimento vegetal.

O maior efeito em magnitude dos AH sobre
as plantulas de Cattleya warneri var. concolor foi
observado na massa fresca das raizes, onde foram
observados acréscimos de até 159% em relagdo
ao controle (Fig. 2b). Esse aumento, segundo
Vaughan & Malcolm (1985), pode estar relacionado
ao forte estimulo das substancias himicas sobre
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Figura 1 - Curvas de regressio quadratica para a massa fresca das folhas e raizes (a,b) e massa seca das folhas e raizes (c,d).
Figure 1 — Quadratic regression curves for leaves and roots fresh weight mass (a,b) and leaves and roots dry weight (c,d).
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Tabela 3 — Modelo de dose-resposta, coeficiente de correlagio (RY), desvio-padrdo da regressdo (DP), numero de
unidades que integram a amostra (n), nivel de significincia da regressdo (valor-p) e ponto de inflexdo (dose 6tima)
para a massa fresca das folhas (MFF), massa fresca das raizes (MFR), massa seca das folhas (MSF) e massa seca das

raizes (MSR) de plantulas de Cattleya warnery var. concolor apos 90 dias em tratamento com AH.

Table 3 — Dose-response model, correlation coefficient (R, standard deviation of regression (SD), number of units included in the
sample (n) regression significance level (p-value) and inflection point (optimal dose) for leaves fresh weight (LFW), roots fresh weight
(RFW), leaf dry weight (LDW) and root dry weight (RDW) seedlings of Cattleya Warnery var. concolor after 90 days in HA treatment.

Material Equacéo R? Desvio N Dose ideal
hdmico (y = b2x? + b1x + b0) Padréo P (dx/dy): bl +2(b2)x =0
MFF y =-0,0091x* + 0,0768x + 0,1609 0,9500 1,17 20 <0,0001 4,22

MFR y =-0,0205x* + 0,1741x + 0,1655 0,9386 1,26 20 <0,0001 4,25

MSF y =-0,0026x* + 0,0217x + 0,0519 0,8981 1,68 20 <0,0001 4,17

MSR y =-0,005x2 + 0,0398x + 0,0639  0,8346 2,84 20 <0,0001 3,98

MEDIA 4,16

o0 desenvolvimento radicular (bem mais do que
na parte aérea) com concentracfes relativamente
pequenas de materiais himicos em solucéo.

Foram observados incrementos estatisticamente
significativos tanto para a massa seca das folhas
quanto raizes de Cattleya warneri var. concolor,
promovidos por AH (Fig. 2c¢,d). Nossos dados
corroboram com os de Baldotto et al. (2014)
no qual foi avaliado o crescimento de orquidea
Cymbidium sp. in vitro em resposta a aplicagdo
de AH. No referido estudo os autores revelaram
aumentos a massa seca da raiz e da parte aérea
das plantulas de Cymbidium sp. com as aplicagdes
das concentracdes de 18,75 mmol L* de C de AH
extraidos da compostagem de cama de frango e de
3,77 mmol L*de C de AH extraidos de compostagem
de esterco bovino, com incrementos em relagéo ao
controle de 21 e 28%, respectivamente. Doses essas
bem maiores do que a utilizada nesse estudo (4,16
mM de C L1). Pinheiro et al. (2010) verificaram
que concentragdes baixas de AH promovem raizes
altamente ramificadas, resultando numa elevada
area radicular que pode contribuir para uma
absorcdo mais eficiente de nutrientes. Vaughan &
Malcolm (1985), também notaram efeitos positivos
no crescimento radicular e foliar de trigo cultivado
em uma solucéo com a concentracdo de 50 mg L*
de AH.

Conforme observado na Figura 2e, houve
incremento estatisticamente significativo de
17% no namero de folhas por planta submetidas
ao tratamento com AH em comparagdo com as

plantulas controle (sem adicdo de AH). Para o
nimero de raizes por planta ocorre incremento
ainda maior, quando adicionado AH ao meio
de cultura, proporcionando 32% em relacdo as
plantulas controle, sendo significativamente
superior (Fig. 2f). Esses resultados estéo de acordo
com os de outros autores que também observaram
efeito positivo dos AH no incremento do ndmero de
folhas e de raizes apds a avaliagdo do crescimento
(Atiyeh et al. 2002) e nutricdo mineral de plantulas
de tomate (Adani et al. 1998; Turkmen et al.
2004). Da mesma forma, Nikbakht et al. (2008),
também observaram aumento dessas variaveis apos
avaliacdo do crescimento e nutricao de plantas de
Gerbera jamesonii L. cv. Malibu.

Medida da acidez em solucgao -

associado a atividade da H*-ATPase

O aumento da acidez por menores valores de
pH da solucgéo foi observado nos tratamentos com
AH (Fig. 3a). Nossos resultados corroboram aos de
Aguiar et al. (2011), no qual foi observado aumento
na acidez das solugdes contendo plantulas de
milho que haviam sido tratadas com AH extraidos
de vermicompostos em diferentes estadios de
maturacdo. Conforme pode ser observado na
Figura 3b foi nitido o aumento da extrusdo de
protons pelas raizes de plantulas de Cattleya
warneri var. concolor tratadas por 48 horas com
AH, reflexo da reducdo dos valores dos valores
de pH medidos durante 140 minutos na solugéo
de CaCl, 2mM (Fig. 3a). Segundo Aguiar et al.
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Figura 2 — Efeito dos acidos himicos (4,16 mM C L") isolados de vermicomposto sobre a massa fresca das folhas
(a); massa fresca radicular (b); massa seca das folhas (c); massa seca radicular (d) e niimero de folhas (e) e raizes
(f) de plantulas de Cattleya warneri var. concolor. Os valores representam a média de 20 plantas + desvio padrio e
foram normalizados em relagdo ao controle (controle=100%). Médias seguidas de letras diferentes nas colunas sdo

estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Figure 2 — Effect of humic acid (4.16 mM C L") isolated from vermicompost on the fresh weight of shoots (a); roots (b); dry weight of
shoots (c) and roots (d) and number of leaves (e) and roots (f) of Cattleya warneri var. concolor seedlings. Values represent the mean
of 20 plants + standard deviation and were normalized to the control (control=100%). Means followed by different letters in columns

are statistically different by the Tukey test (p <0.05).

(2011), o aumento da acidez do meio pode ser
principalmente associado a dois fatores principais.
O primeiro diz respeito a produgéo de CO, pela
respiracdo radicular, ou seja, durante a respiragédo
ha a producdo de CO, que ao se dissolver no meio
causa reducédo do pH e o segundo devido aumento
da extrusdo de H*, possivelmente associado a
atividade dos AH sobre as H*- ATPases.
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Aguiar et al. (2013) afirmaram que apesar
da acidez proporcionada pela exposicdo das
plantulas aos AH ndo ser exclusivamente devido
ao estimulo nas bombas de H*, possivelmente este
método simplificado pode ser utilizado nos estudos
de substancias humicas fisiologicamente ativas.
Tais resultados ocorrem devido o mecanismo de
promocdo do crescimento celular ser mediado
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Figura 3 — a. Medida de pH da solug@o contendo plantulas de Cattleya warneri var. concolor apos tratamento com

a melhor dose de AH obtida no ensaio preliminar de dose resposta (4,16 mM C). b. Extrusdo de H' pela massa seca

de raizes de Cattleya warneri var. concolor apos tratamento com a melhor dose de AH obtida no ensaio preliminar

de dose resposta.

Figure 3 — a. Measurement of pH of solution containing seedlings of Cattleya warneri var. concolor after treatment with the best dose of
HA obtained in the preliminary test dose response (4.16 mM C). b. Extrusion of H' by dry mass of Cattleya warneri var roots. concolor
after treatment with the best HA dose obtained in the preliminary dose-response assay.

pelas H*-ATPases num processo conhecido como
“a teoria do crescimento &cido” (Cordeiro et al.
2010). O processo de ativacdo das H*-ATPases que
culmina com o alongamento celular se iniciacom a
geracao do gradiente de H* e abaixamento do pH,
proporcionado pelo acimulo de H* no lado externo
a célula (Canellas & Santos 2005).

Através dos dados obtidos (Fig. 3a,b) pode-
se afirmar, pelo menos em parte, que a medida
da acidez da solugdo contendo plantas tratadas
com AH provavelmente esta relacionada com a
atividade da H*-ATPase (aumento da extrusdo de
H*) de membrana plasmatica, uma vez que houve
uma diminui¢do expressiva dos valores de pH das

Rodriguésia 66(3): 759-768. 2015
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solugBes de CaCl, apds o tratamento das plantulas
de Cattleya warneri com os acidos himicos
oriundos de vermicomposto, culminando com o
crescimento radicular.

Conclusoes

Os AH isolados de vermicomposto
apresentaram capacidade de estimular o crescimento
de pléantulas de Cattleya warneri var. concolor
crescidas in vitro e podem ser utilizados como uma
ferramenta Gtil para o repovoamento dessa espécie
em seu habitat natural além de fornecer plantas
com alto vigor vegetativo ao mercado mundial.
Estabelece-se assim, um bioestimulante eficiente
visando a producdo de mudas de Cattleya warneri
var. concolor.
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