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RESUMO

SILVA, M.A.C. CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE ORQUIDEA
(Cattleya warneri concolor) POR ACIDOS HUMICOS ISOLADOS DE
VERMICOMPOSTO. Orientador: Dr. Leonardo Barros Dobbss.

A Cattleya warneri (Orchidaceae) é uma epifita ameacada de extingédo
com potencial econémico ornamental e bioindicador, que regula a biodiversidade e
promove a manutencgéo das interagdes bioldgicas. No presente trabalho, estudou-se
0 crescimento in vitro de plantulas de Cattleya warneri em diferentes doses de
acidos humicos isolados de vermicomposto. Para isso, explantes de plantas adultas
foram cultivadas durante 90 dias em condi¢cdes controladas de temperatura e
fotoperiodo. A avaliagdo de mudancas no crescimento promovidas pelos éacidos
hdmicos foi realizada por meio da contagem do numero de folhas e numero de
raizes, pela obtencdo da massa fresca e massa seca das folhas e das raizes e de
estimativas da atividade H*-ATPase através de medidas da acidez em soluc&o. Os
resultados obtidos indicam que o0 material hudmico utlizado oriundo de
vermicomposto foi capaz de incrementar o crescimento da espécie estudada. Além
de induzirem o aumento do numero de raizes e folhas, foram capazes de
proporcionar aumentos na massa fresca e seca das folhas e raizes, bem como,
estimular a atividade da H*-ATPase em relacdo ao controle. Estabelece-se assim,
uma tecnologia inovadora na producdo de mudas Cattleya warneri tratadas com

bioestimulantes a base de substancias himicas.

Palavras chaves: Efeitos fisiologicos, bioatividade, substancias hamicas,

Orchidaceae.



ABSTRACT

SILVA, M.A.C. FOSTERING GROWTH OF SEEDLING Cattleya warnery
concolor BY HUMIC ACIDS ISOLATED FROM VERMICOMPOST. Advasor: Dr.

Leonardo Barros Dobbss.

Cattleya warneri (Orchidaceae) is an epiphyte in endangered extinction
situation. It has economic potential as ornamental and bioindicator, and also
regulates the biodiversity and promotes the biological interactions maintenance. In
this study was observed the in vitro growing of Cattleya warneri seedlings. The
seedlings was exposed to differents concentrations of humic acids isolated from
vermicompost. For this, explants of mature plants were grown for 90 days under
controlled conditions of temperature and photoperiod. The evaluation of changes in
growth promoted by humic acids was performed by counting the number of leaves
and number of roots, by measurement of the fresh weight and dry weight of leaves
and roots, and by estimation of H*-ATPase activity through the measures acid
solution. The results indicate that the humic acid was capable to enhance the
Cattleya warnery plant growth. Beyond increased the number of roots and leaves,
humic acids promoted addition in fresh weight and dry weight, and stimulated H*-
ATPase activity in comparison with the control experiment. Thus there is established
an innovative technology for the production of Cattleya warneri seedlings that was

treated with biostimulants bases on humic substances.

Keywords: Physiological effects, bioactivity, humic substances,

Orchidaceae.
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1 INTRODUCAO

A bioestimulacdo de plantulas de espécies do Bioma Mata Atlantica
(Rodrigues & Leitdo-Filho, 2000) é fundamental para a reintroducdo destas ap4s um
inicio de processo de extingdo. A utilizacdo de solu¢cdes contendo substéancias
hamicas (SH) visando o estimulo ao desenvolvimento vegetal ja tem sua eficiéncia
comprovada em diferentes espécies de interesse agricola (Adani et al., 1998; Busato
et al., 2010; Dobbss et al., 2010).

O composto de minhoca (vermicomposto ou hdamus de minhoca)
condiciona a fertiidade do solo pelo aumento da oferta de nutrientes e da
capacidade fisica do solo (Landgraf et al.,, 1999). As minhocas aumentam
significativamente a velocidade da decomposicdo dos residuos organicos
(Vinceslas-Akpa & Loquet, 1997) e também produzem uma série de substancias
humicas com atividade biologica elevada (Cacco & Dell’Agnola, 1984; Nardi et al.,
1996; Masciandaro et al., 1999; Dell’Agnola & Nardi, 1987; Muscolo and Nardi, 1997;
Muscolo et al., 1999; Facanha et al., 2002; Canellas et al, 2002; Quaggiotti et al.,
2004; Canellas et al., 2006; Rodda et al., 2006a,b; Zandonadi et al., 2007). Essas
substancias tém atividade parecida com a dos horménios vegetais e aumentam a
absorcdo de nutrientes e o crescimento vegetal (Vaughan & Ord, 1985; Chen &
Aviad, 1990; Nardi et al., 2002). Desde o inicio do século passado ja se conhecia
gue os acidos humicos (AH) podiam apresentar uma atividade de estimulacdo do
crescimento quando usados em concentracdes relativamente pequenas (Bottomley,
1917).

O efeito das substancias humicas sobre o metabolismo das plantas foi
resumido por Nannipieri et al. (1993) como resultado (i) da influéncia positiva sobre o
transporte de ions facilitando a absorcdo; (i) do aumento da respiracdo e da
velocidade das reacbes enziméticas do ciclo de Krebs, resultando em maior
producdo de ATP; (iii) do aumento no conteddo de clorofila; (iv) do aumento na
velocidade e sintese de acidos nucleicos; (v) do efeito seletivo sobre a sintese
proteica e (vi) do aumento ou inibigdo da atividade de diversas enzimas.

O papel das substancias humicas (SH) na sustentacdo da vida no planeta
origina-se de sua importancia na bioquimica do carbono orgéanico e relagdo com a
emissao de CO, atmosférico, no destino de poluentes e no crescimento vegetal
(Piccolo, 1996; Piccolo et al. 2004). Cerca de 95% da matéria organica (MO)
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acumulada na superficie do planeta é constituida de SH (Hayes et al., 2001), as
guais ndo possuem caracteristicas bioquimicas definidas.

Utilizou-se neste trabalho uma pequena fracdo soluvel da matéria
organica oriunda de vermicompostagem (os acidos humicos), sobre o estimulo ao
crescimento de plantulas de Cattleya warneri concolor, visando uma posterior

analise de viabilidade da reincorporacao desta espécie ao seu habitat natural.



2 REVISAO LITERARIA

2.1 Mata Atlantica

Desde 1500, a histéria do Brasil e a destruicdo da Mata Atlantica séo
explicadas, simultaneamente, pelas consequéncias resultantes dos interesses
exploratorios das riquezas naturais, visadas inicialmente pela coroa portuguesa.
Com o desenrolar da colonizacdo, os saques iniciais foram substituidos por ciclos de
praticas agricolas e pecuarias e extracdes minerais ao longo dos séculos XVII, VVIII
e XIX que, também trouxeram uma relacdo destrutiva (Mata Atlantica e
Biodiversidade, 2005).

Durante o século XX, os diversos modelos adotados pelas a¢des politicas
governamentais para um desenvolvimento econdmico e modernizador da agricultura
brasileira foi seletivo e excludente, gerando no final extremas desigualdades sociais
e um “passivo ambiental” preocupante para as futuras geracgoes. (Canellas & Santos
2005).

Atualmente no Brasil, as imagens de satélites mostram um ritmo
acelerado no crescimento de empreendimentos agropecuarios e expansao urbana,
além das exploracfes predatorias ilegais. Tais imagens denunciam a substituicdo
desorganizada e alarmante das areas de preservacao das diversas florestas (Lagos
& Muller, 2007).

A mata Atlantica € um bioma presente na maior parte do territério
brasileiro, abrangendo ainda o territério do Paraguai e da Argentina. As florestas
atlanticas séo ecossistemas que apresentam arvores com folhas largas e perenes.

De acordo com o Decreto Federal 6660/2008, que rege a protecdo a
vegetacdo nativa do Bioma Mata Atlantica, 1é-se: Art. 1 O mapa do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, previsto no art. 2° da Lei n° 11.428, de
22 de dezembro de 2006 contempla a configuragéo original das seguintes formacdes
florestais nativas e ecossistemas associados: Floresta Ombrofila Densa e Floresta
Ombrofila Mista, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual,
manguezais, restingas, campos salinos e areas aluviais, reflgios vegetacionais,
areas de tensdo ecoldgica, brejos interioranos e encraves florestais, areas de
estepes, savana e savana-estépica, vegetacoes nativas das ilhas costeiras e

oceénicas (Decreto Federal, 2008).



A expressdo Mata Atlantica, indica simplesmente a proximidade da
floresta com o Oceano Atlantico e, segundo a classificacdo de Kbéeppen, o clima ao
longo de sua area, varia entre tipo tropical (Aw), tropical de altitude (Wa) e
subtropical (CF). As temperaturas médias variam entre 14 e 21°C e pode chegar a
maxima de aproximadamente 35°C. A pluviosidade média varia entre 1500 a 2000
mm/ano em funcéo da regido geografica e, em particular, do relevo (Mata Atlantica e
Biodiversidade, 2005).

A floresta se apresenta como um continuum espacial dotado de formas de
relevo apresentando familias de solos especificos e coberturas vegetacionais
extensivas (Ab’Saber, 1984). O solo da Mata é de baixa fertilidade e coberto com
espessa biomassa (Lepsch, 2002).

A consideravel diversidade ambiental do Bioma pode ser causa da
diversidade de espécies e do alto grau de endemismo. Segundo Silva e Castelli
(2005) os fatores que explicam parte da extraordinaria diversidade de espécie da
regido sdo: a importancia do eixo de 27 graus de variacdo latitudinal, os
consequentes gradientes altitudinais (nivel do mar até 2.700m) e a variacao
longitudinal.

A biota da Mata Atlantica é extremamente diversificada e abriga uma
parte significativa da biodiversidade brasileira. Mesmo com suas extensas areas
ainda pouco conhecidas, do ponto de vista biolégico, acredita-se que a regido
abrigue até 8% da biodiversidade mundial (Silva & Castelli, 2005).

A Mata Atlantica é a segunda maior floresta pluvial tropical do continente
americano, que originalmente estendia-se de forma continua ao longo da costa
brasileira (Tabarelli et al, 2005). Como paisagem foi radicalmente alterada restando
cerca de 7% da cobertura inicial (Mata Atlantica e Biodiversidade, 2005). A regiao
abriga um contingente de aproximadamente 70% da populacdo brasileira e o
precario equilibrio da biodiversidade das areas florestais remanescentes é
ameacado pela manutencdo desta populacdo e pelos impactos desta ocupacao
(Lagos & Muller, 2007). Esses remanescentes florestais sdo fragmentados e
espalhados em uma matriz prejudicial a sobrevivéncia deles. As destruicbes dessas
florestas implicam principalmente na ruptura de processos ecoldgicos e evolutivos
anicos e perdas das areas de endemismo com a supressao de linhagens evolutivas
singulares que se evidencia pelo grande numero de espécies (Lagos & Muller,
2007).



Apesar de inUmeras leis de protecdo ja existentes, o bioma encontra-se
em grande risco e € considerado um dos “Hot Spot” mundiais, ou seja, area de
grande biodiversidade e ameacada de extincdo (Conservation International do Brasil,
et al. 2000).

Muitas espécies perdem-se sem serem descobertas e conhecidas pela
ciéncia. Em 2005, a Fundacdo Biodiversitas, por meio de um convénio com o
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais- IBAMA e o Ministério do
Meio Ambiente- MMA, foi responsével pela revisdo da Lista de Espécies Ameacadas
de Extingdo no Brasil. Foram avaliadas 5212 taxas e resultaram na identificagcdo de
1495 espécies ameacadas de grandes riscos as espécies com ampla distribuicéo
geografica e, principalmente aquelas de distribuicéo restrita, muitas vezes endémica
de determinada area (Pereire, 2007).

Investimentos monetarios e estudos cientificos continuos e
sistematizados sédo de importancia fundamental para que se possa reverter este
triste cenario. Faz-se necessario conhecer as particularidades da biodiversidade
existentes para que se definam os potenciais ameacados, trazendo-se respostas e
diminuindo-se as lacunas para a protecéo e conservacdo do Bioma. A participacao
do Brasil, como signatario da Conservacao sobre Biodiversidade Biologica - julho
1992, na ocasido da Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente e
Desenvolvimento - CUNUMAD, no Rio de Janeiro em 1992- RIO-92 (Goldemberg,
2012) e ratificada pelo Congresso Nacional em fevereiro 1994 fez produzir algumas
pesquisas, projetos e programas que ja contribuem para o alcance da reducdo da
perda da biodiversidade.

O Espirito Santo tem seu territério em meio ao Corredor Central da Mata
Atlantica e possui uma area de 45.597 km2 que representa cerca de 5% do territério
brasileiro encravado na faixa litoranea na regido sudeste (Machado, 2008). A linha
costeira possui 370 km de comprimento (Mota, 1991) e ao adentrar
aproximadamente 25 km de terras planas surgem rapidamente as montanhas que
podem atingir altitudes superiores a 600 metros (Machado, 2008). A floresta
Atlantica ndo é de formacdo homogénea e, nesta area é composta por trés grupos
distintos: as matas de planicie litoranea, as matas de encosta e as matas de altitude.

As regifes sul e sudeste, com excecdo do Estado do Espirito Santo
(Sudeste), predomina a floresta de encosta (Rizzini,1979). Na regido nordeste
predomina a floresta de terras baixas. O Estado do Espirito Santo abriga uma flora



intermediaria entre as duas regides (Siqueira, 1994) e apresenta um elevado grau de
endemismo observado em alguns grupos vegetais. Ademais, constata-se uma
elevada riqueza de espécies e diversidade floristica (Tabarelli & Montovani, 1999).
Esta megadiversidade é resultado da interacédo de varios fatores bidticos e abioticos,
geogréficos, climaticos, altimetros e geomorfologicos.

A Secretaria Estadual do Meio Ambiente do Espirito Santo em parceria
com o Ministério do Meio Ambiente (MMA) e o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e Recursos Hidricos Renovaveis (IBAMA), implementou o Projeto Corredores
Ecologicos, que tem como objetivo contribuir com a reversdo da fragmentacdo da
Mata Atlantica, para a conservacdo da biodiversidade e promocdo do
desenvolvimento sustentavel (Ayres et al., 2005).

Pelo Decreto lei n° 2529-R (Diario Oficial dos Poderes do Estado do ES,
2010) todo o territério do Espirito Santo esta incluido na area do Corredor Ecoldgico
ou Corredor Central da Mata Atlantica, inclusive a plataforma continental (Figura 1).

ElaboracbGes de estudos e estratégias para a recuperacao e protecdo da
Mata Atlantica e sua biodiversidade sao urgentes e justificados pelos estudos ja
efetuados pelo Instituto de Pesquisa da Mata Atlantica (IPEMA), na coordenocéo da
elaboracdo da lista de espécies da fauna e da flora ameacadas de extingdo no
Estado do Espirito Santo (Biodiversitas, 2012).

Consciente dos valores essenciais da diversidade biologica além dos
valores ecoldgicos, genéticos, social, econdmico, cientifica, educacional, cultural,
recreativo e estético da diversidade biolédgicas, a Lista de Flora e Fauna Ameacada
de Extincdo no Espirito Santo foi declarado no Diario Oficial em 16 de junho de 2005
como Decreto lei n° 1499-R, de 13 de junho de 2005.

A publicacdo do livro “Flora Ameacada de Extincdo no Espirito Santo”
lancado em novembro de 2007 pela Compania do Vale do Rio Doce (CVRD) e

constam 753 espécies de flora ameacada de extincdo (Simonelli & Fraga, 2007).
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Figura 1 - Area de abrangéncia do Corredor Ecoldgico ou Corredor Central da Mata Atlantica. A

Gazeta Especial (2005), adaptada pelo autor.

A necessidade de estudos procura determinar caracteristicas originarias
do ecossistema para poder-se entender as suas fungdes naturais e econémicas que
oferecem beneficios e servicos ambientais inestimaveis (Projetos Corredores
Ecoldgicos, 2005). Tais estudos sdo determinantes para o conhecimento dos valores
dos servicos ambientais proporcionados pela biodiversidade, principalmente aqueles
valores oferecidos pelas espécies endémicas (Simonelli & Fraga, 2007). Da mesma
forma, os conhecimentos dos danos ambientais oriundos do antropismo se fazem
importantes para o estabelecimento de politicas publicas. Ambos os grupos de
informacdes tornam-se estratégicos se aprofundado conjuntamente e possibilitam
incentivar e subsidiar pesquisas e projetos de restauracdo, preservacao ou
conservacao das espécies vegetais.

Entre tantas familias ocorrentes na Mata Atlantica, a Orchidaceae € uma
das mais diversas e presentes nas Florestas Ombrofilas do Espirito Santo (Simonelli
& Fraga, 2007), no entanto as espécies sdo comumente retiradas de seus habitas e
séo alvo de constante de exploracdo por meio de coletas indiscriminadas (Moraes et
al., 2009), justamente pela grande importancia econémica no agronegocio floricola
mundial e devido a ampla capacidade de combinag&o genética, beleza e formas de
suas flores (Zanenga - Godoy & Costa 2003).



A Familia Orchidaceae desempenha papel importante na regulagédo da
biodiversidade e manutencdo das interagdes bioldgicas (Zampirolho et al., 2011),
portanto podem ser consideradas como exemplares refletores das dinamicas dos
processos ecoldgicos. Estes vegetais podem auxiliar no desenvolvimento de novos

modelos produtivos sustentaveis configurados da natureza (Silva et al. 2001).

2.2 Familia Orchidaceae

Ha aproximadamente 4.000 anos, o oriente ja cultivava e apreciava
orquideas por sua beleza, formas e cores, além da fragrancia. Preparo de bebidas,
remédios, cosméticos e alimentacdo tem sido mencionado desde entdo. (Araujo,
2004). Atualmente, além do valor ornamental e na culinaria (Robert & Dixon, 2008;
Chen et al., 2008), as espécies de orquideas sdo apreciadas na medicina tradicional,
sendo estas utilizacbes validadas por meio de estudos farmacologos para a
etnobotéanica (Barreto & Parente, 2006; Mahendran & Bai, 2009).

No Reino Plantae, a Familia Orchidaceae, esta classificada na divisédo
Magnoliophyta; na Classe das Liliopsida e Ordem Asparagales. Tal familia é
cientificamente reconhecida como uma das mais numerosas e diversas no mundo
(Silva & Swedeller, 2009). Em 2003, Chase et al. citaram a existéncia de cerca de
800 géneros e 24.190 espécies espalhadas pelo mundo. Em trabalhos mais recente,
Zampirollo et al. (2011) mencionaram 35.000 espécies. Existem ainda hibridos
naturais e anualmente sdo registrados hibridos produzidos em laboratérios
(Dressler, 1993).

A Orchidaceae ocorre em distribuicdo geografica irregular desde o norte
da Suécia até os paises da América do Sul (Storti, 2007). Os exemplares sao
plantas herbaceas perenes, por vezes trepadeiras ou arbustos apresentando
variagbes quanto ao habitat: terrestres, litofitas, epifitas e raramente aquéticas ou
subterraneas (Waechter, 1992).

O epifitismo é uma associacdo ecoldgica onde um vegetal hospedeiro
(forofito) disponibiliza apenas suporte mecanico a outra planta (epifito) que o utiliza
durante todos os seu ciclo de vida, ou pelo menos parte dele, sem a absorcédo direta
de nutrientes (Giongo & Waechter, 2004).

Abrangendo 70% do numero total de epifitos vasculares tipicos de
florestas tropicais e subtropicais Umidas, sao fortemente influenciadas pelas

mudancas de condicdes ecoldgicas ao longo do gradiente latitudinal. Na Regiéo



Tropical, esta parte da Familia que se adaptou no habito epifitico, pode ocorrer
desde o nivel do mar até aproximadamente 4.000 metros de altitude. Seu
aparecimento mais numeroso se encontra de 500 a 2000 metros de altitude
(Dressler, 1981).

As orquideas sdo plantas geralmente autotroficas, excepcionalmente
saprofitos (aclorofiladas) ou microfitas, mas nunca parasitas. Trata-se de organismos
extremamente especializados que ocupam uma variagcdo de habitat, e para tal,
apresentam também um amplo aspecto de adaptacbes plasticas e ecoldgicas
(Waechter, 1992). Nesse contexto, as comunidades mais ricas em epifitas séo
encontradas nas florestas tropicais e subtropicais umidas (Nieder et al., 2000).

Numa comunidade florestal, as epifitas desempenham importante papel
na manutencao da diversidade bioldgica e no equilibrio interativo (Kersten & Silva,
2001), e séao consideradas como organismos biomonitores, podendo ser utilizados
para avaliar impactos da poluicdo atmosférica em ecossistemas, gracas a sua
capacidade em acumular elementos quimicos retirados diretamente da atmosfera
(Elias et al.,2006). No entanto, h4 um reconhecimento crescente de que a
sobrevivéncia e a manutencdo de muitas espécies com potencial econébmico para
exploracdo comercial e a perda ou reducdo dos habitats devido a remocdo ou
fragmentacao das florestas sdo as principais causa das reducdes da populacdo de
epifitas (Mania & Monteiro, 2010; Unemoto et al., 2007; Colombo et al., 2004).

Diversa analise de resultados de pesquisas cientificas sobre as
adaptacdes anatbmicas foram obtidas em experimentos in vitro e evidenciaram a
plasticidade foliar de exemplares epifitos Orchidaceae, ao ambiente (Dignar et al.,
2009; Unemoto et al., 2007), bem como outras capacidades de alteracbes quando
utilizadas as técnicas de cultura de tecidos (Khan et al., 2002; Serret & Trillas, 2000).

As folhas e raizes das orquideas podem apresentar estratégias plasticas
para adaptacdes marcantes. Além das funcdes de fixacdo e absorcdo de agua com
organizacao relativamente estavel, é atribuido também o armazenamento de agua e
substancias organicas, sintese de hormonio, aeracdo, assimilacdo fotossintética,
entre outros (Canellas & Santos, 2005).

A presenca de abundantes ramificacdes de raizes é fundamental para o
crescimento da planta. Essa atividade do sistema de raizes € essencial para
adaptacdes no Meio Ambiente (Dobbss, 2007). As mudancas na arquitetura e
fisiologia da planta afetam a absorcéo de agua e nutrientes (Silva & Dellatorre, 2009;



Hodge, 2004). A especializacdo de algumas raizes ocorreu, em muitos casos,
posterior a adaptacdo morfolégica, como é o caso observado em raizes aéreas
(Tissot, 1991), comum aos habitos epifiticos (Silva et al., 2010; Pita & Menezes,
2007).

Entre tantas adaptac6es morfoldgicas e funcionais do epifitismo podem
ocorrer a presenca de epiderme multisseriada nas raizes, o velame capaz de
absorver 4gua e sais minerais com reduzicdo da transpiracdo e uma protecao
mecanica (Dressler, 1981; Prindgeon, 1986; Benzig, 1987). Também ocorrem
pseudobulbos que armazenam agua e auxiliam na manutencdo do balanco hidrico
da planta em situacbes de pouca ou ndo disponibilidade de agua (Braga, 1987,
1977). Em espécies que carecem de pseudobulbos, o meséfito aparece possuindo
células com espessamento espiralado armazenando 4gua e evitando o colapso do
tecido durante o periodo de dessecacdo (Scatena & Nunes, 1996)

As adaptacdes fisiologicas podem ser de comum ocorréncia do
Metabolismo do Acido das Crassulaceas (CAM), que representam um eficiente
mecanismo de economia hidrica (Braga, 1987; Sanders, 1979; Coutinho, 1970).

Devido ao grande numero de espécies torna-se dificil estabelecer
caracteristicas comuns a todas as orquideas. Na tentativa do agrupamento, Dressler
(1993) mostrou caracteristicas florais e vegetativas usados em estudos anteriores e ,
desta forma dividiu a Familia em cinco subgrupos baseado principalmente no
numero e posicdo da antera: Apostasioideae, Cypnipedioideae, Spiranthoideae,
Orchidoideae e Epidendroideae.

A partir do estudo de Dressler e do advento de estudos moleculares,
atuais pesquisas tém tido foco nos relacionamentos evolucionarios da Familia
Orchidaceae. Recentes estudos do DNA (Chase et al, 2003) apresentaram outras
informacgdes solidas para as classificacfes das relacbes existentes entre o grupo de
orquideas. Segundo esta pesquisa, cinco subgrupos, sdo aceitos: Apostasioideae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae.

2.3 Orchidaceae no Brasil
A chegada da Familia Real Portuguesa, em 1808 e a abertura dos portos
possibilitaram a exploracdo botanica, no Novo Mundo, trazendo diversos

naturalistas, botanicos, desenhistas e pintores, pesquisadores e viajantes que
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participaram de expedigcbes por diferentes regides com o objetivo de coletar
informacdes e materiais diversos, sobretudo aqueles que tivessem valor medicinal e
econdbmico (Perleberg, 2009). Portanto muitos vegetais da flora brasileira
desconhecida e novos para a Ciéncia foram descritos e as suas exsicatas
depositadas em herbarios na Europa.

Os viajantes que estiveram no Brasil no século 19 podem ser
classificados em cinco categorias. A primeira € a dos comerciantes, mineradores e
outros homens de negdcio. A segunda é a dos nobres, diplomatas, militares e
funcionarios de governo. A terceira categoria € a dos cientistas, integrantes das
inUmeras expedicBes que percorreram o pais nesse periodo. O quarto grupo € o dos
pintores e paisagistas. O quinto e Ultimo € composto por aventureiros, curiosos e
gente que chegou ao pais quase por acaso.

Em cada um desses grupos houveram pessoas envolvidas direta ou
indiretamente com as plantas exoéticas, entre as mais belas, a Familia Orchcidaceae.

Dentre a categoria de cientistas que percorreram o pais no periodo, os
mais famosos botanicos foram o francés St. Hilaire e os bavaros Karl Frienderick
Phillip Von Martius e Johann Batista Von Spix. Estudos e retiradas de exemplares
eram permitidas para diversos estudos (Gomes, 2007).

Pabst & Dung (1977) citaram algumas renomadas expedi¢cdes: Van
Langsdorf, Friendrich Sellow, August St. Hilaire, Carl Axel Magnus Lindman,
Barbosa Rodrigues. Essas expedi¢cdes proporcionaram estudos e obras literarias de
grande valor e importancia, ainda hoje, referéncias para pesquisas cientificas.

O mais completo estudo, ricamente ilustrado, sobre orquideas foi a obra
Flora brasiliensis, publicada em 1845 por Carl Phillip Von Martius (Figura 2), ainda
atual fonte de identificacdo de diversas espécies para epifitologos e base para
estudos taxonémicos da Familia (Kersten, 2010).

11



CATTLEYA Warneri.

Figura 2 - Cattleya warneri

Orchidaceae brasiliensis foi o ultimo grande trabalho publicado no Brasil
em 1975 e 1977 por Pabst e Dung, com citacéo e ilustracdo de 198 géneros e cerca
de 2.350 espécies brasileiras (Pabst & Dungs,1975; 1977). Apesar de o Brasil se
destacar dentre os paises com a maior ocorréncia de Orchidaceae muitas das
pesquisas brasileiras atuais, abordam floras regionais e, sobretudo, na Regido
Sudeste foram efetuadas em Unidades de Conservacéao- U.C.

Em 2008, O Instituo Brasileiro Geogréafico e Estatistico- IBGE fez 62
levantamentos da flora epifita incluidos nos estudos das epifitas da Mata Atlantica
ocorrente no Espirito Santo (Kersten, 2010). Esse trabalho possui valiosas
informagdes sobre quantidade, espécies e localizacdo da flora, que servem como
subsidios para estudos mais aprofundados e necessarios para o dominio do
conhecimento da diversidade e da riqueza da Familia Orchidaceae e dos servigos

ecossistémicos proporcionados.
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2.4 O género Cattleya e a espécie warneri no Espirito Santo.

A Cattleya é o género mais caracteristico conhecido de toda a Familia
Orchidaceae sem duvida pelo seu tamanho de flores, beleza de formas e imagem de
‘rainha das flores”. O nome Cattleya € uma homenagem ao horticultor inglés William
Cattley, que no século XX, conseguiu que um exemplar da planta produzisse flor na
Europa, a Cattleya labiata (Chadwick & Arthur, 2006).

O Género Cattleya Lindl pertence a subfamilia Epidendroideae (Chase et
al, 2003) e apresenta aproximadamente 50 espécies distribuidas nos tropicos da
Ameérica do Sul e Central. O Brasil é o centro da diversidade onde ocorre mais da
metade das espécies (Brito & Cribbs, 2005).

(A) (B)
Figura 3 - A - Cattleya warneri T Moore, semi- Alba,Machado (2008), adapt. pelo autor. B - Cattleya

warneri concolor, Moraes (2009), adaptado pelo autor.

A orquidea Cattleya warneri T. Moore (Figura 3) € uma erva epifita que
ocorre nos remanescentes de Mata Atlantica do Espirito Santo, Minas Gerais, Norte
do Rio de Janeiro e Sul da Bahia, onde as temperaturas variam entre 13° e 30°C
(Cruz et al., 2003). A Zona tropical amida oscila entre 400 e 800 metros de altitude,
tem terras acidentadas, fertilidade variada e € a é&rea ideal para o pleno
desenvolvimento desta espécie (Machado, 2008).

O conhecimento desta riqgueza orquidofila deve-se a Estrada de Ferro
Leolpodina, Rede Federal, que faz ligacdo entre Rio de Janeiro e Vitoria. O trem
passava por muitos locais nas montanhas capixabas ou proximas a estas. Em
outubro, época da principal floragdo da Cattleya warneri, os viajantes podiam
admirar e comprar estas plantas, que ficavam expostas em arbustos de pomares,
xaxins e nos vasos de plantas das janelas das casas. Em pouco tempo, a noticia da
existéncia desses exemplares de grande beleza e cores, chegaram ao Rio de

Janeiro e Sao Paulo e a procura pelas plantas aumentaram. O Porto de Vitéria, nas
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décadas de 20 e 30, também favoreceu a venda e compra das orquideas aos
tripulantes alemaes e italianos, por meio de vendedores mais ou menos
estabelecidos (Machado, 2008).

Segundo as pesquisas de Machado (2008), as caracteristicas da Cattleya
warneri sdo os pseudobulbos atarracados que afinam mais bruscamente perto do
rizoma, afirmando que o porte mais esparramado pode ficar mais compacto com
auxilio de tutores.

Keller (2008) afirma que as Cattleyas se dividem em trés grupos quanto
ao padréao de enraizamento dos pseudobulbos: Grupo A — Cattleyas que enraizam o
psdeudobulbos antes da floracdo; Grupo B - Cattleyas que enraizam o
psdeudobulbos depois da floracdo; e Grupo C — Cattleyas sem padrdo de
enraizamento do psdeudobilbo. A espécie warneri pertence ao Grupo B enraizando
os pseudobulbos apés a floracéo e, portanto sofre pressédo de seu maior peso neste
periodo. As folhas ovaladas com comprimento superior a largura fazem angulos com
os pseudobulbos. A brotacdo € em junho e a florac&o principal € no més de outubro.
A flor pode apresentar a forma labeloide ou trilabelo e pode atingir até 25 cm de
diametro. A variedade e classificacdo sdo apresentadas pela diferenciacédo da flor,
em funcéo do tipo ou padrao, quer quanto ao colorido, as nuances, os desenhos ou
falta dos mesmos. Podem ser Albinas (Alba, Pseudo-alba, Albacens, Alba-punctata,
Alba-striata, Alba-venos, Amoena, Amesiana, Amestistina), ou Coloridas (Concolor
ou Unicolor, Punctata, Striata, Venosa, Marginata, Integra, Palidas ou Suaves,
Orlata).

As orquideas, no seu ambiente natural, vém sofrendo grande exploracao
devido a destruicdo de seu habitat e ao seu potencial econébmico e ornamental.
Algumas espécies estdo atualmente ameacadas de extingdo (Colombo, 2004).

Inicialmente os cultivadores e comerciantes fizeram tentativas de
cruzamento entre espécies (hibridizacdo), com parcela significativa de participacéo
do Espirito Santo quando se diz respeito a espécie warneri. Esta espécie € muito
utilizada quando o intuito € o aumento do tamanho das flores (Machado, 2008).

Atualmente sdo desenvolvidas pesquisas de fundo cientifico, com
exemplares de Cattleyas, devido ao seu importante papel na regulacdo da
biodiversidade e manutencéo das interaces bioldgicas (Waechter, 1992), além de

um maior conhecimento e obtencdo de subsidios necessarios para a sua
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manutenc¢ao, ajustes fisioldgicos nos eventos de alteragdo da luz e do clima e evitar

a sua extincdo (Unemoto, 2007; Zampirollo, 2011).

2.5 A importancia da bioatividade da matéria organica para os sistemas de
producao de orquideas

Magdof (1992) definiu matéria organica (MO) em sentido amplo como
organismos vivos, residuos de plantas e animais pouco ou bem decompostos que
variam consideravelmente em estabilidade, susceptibilidade ou estagio de alteracao.
A MO produz muitos beneficios para o solo, melhorando suas propriedades fisicas,
guimicas e biologicas.

Considerando esses aspectos extremamente relevantes relacionados a
dindmica da MO e a funcdo do solo como de sustentacdo da atividade bioldgica,
diversidade e produtividade, é observada uma elevada correlagdo entre a matéria
organica do solo e a sua fertilidade. Segundo Herrick e Wander (1998) a matéria
organica contribui para a fertilidade servindo de fonte de nutrientes para as plantas,
providenciando superficies de trocas e ainda pela sua capacidade de agir como
tampédo de pH. Em sistemas com baixa entrada ou os sem uso de fertilizantes o
fornecimento de Nitrogénio (N), Fésforo (P), Enxofre (S) e micronutrientes pode ser
fortemente dependente da mineralizacdo de tecidos de plantas e animais. A
disponibilidade de cations também é€ influenciada pela matéria organica e sua
Capacidade de Troca de Cations (CTC). Além disso, a matéria organica influencia a
absorcdo de nutrientes, altera a morfologia das raizes e regula a expresséo génica
(Canellas et al., 2002). Ou seja, a sempre citada relacdo positiva entre matéria
organica e qualidade do solo é consistente com 0s mais de cem anos de pesquisa
em estacdes experimentais e com o0s milhares de anos de observacdo e
experimentacdo dos agricultores (Herick & Wander, 1998). Essa relacdo esta
baseada na contribuicdo da matéria organica como constituinte do solo na funcéo do
solo como meio de crescimento das plantas, regulacdo e compartimentalizacdo dos
fluxos de agua e energia e de tampédo ambiental (Franzluebbers, 2002).

A quantidade de matéria organica ndo € o unico fator que contribui para
as propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do solo. A natureza quimica é
importante para Capacidade de Troca de Cétions (CTC), agregacgéo, estabilidade
estrutural e persisténcia dos compostos organicos no solo. Apos a adicdo de matéria

organica ao solo, muitos processos biolégicos sdo ativados envolvendo fauna,
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microrganismos e enzimas resultando na estabilizacdo dos compostos organicos.
Esse processo € genericamente definido como humificacdo e durante seu curso o
conteudo de compostos facilmente biodegradaveis (como alguns polissacarideos)
diminui enquanto a proporcdo de lipideos e compostos de natureza aromatica
aumenta. A humificagdo tem sido considerada como um mecanismo complexo
envolvendo a quebra de biomacropolimeros até constituintes menores e sua
subsequente recombinacéo até formar (bio)quimicamente geopolimeros complexos
(Senesi & Loffredo, 1999).

Alguns trabalhos mais recentes, tais como os de Adani et al. (2009) e
Papa et al. (2010) tém sugerido que os mecanismos de estabilizacdo da matéria
organica e, por conseguinte, os de humificacdo, passam mais pela preservacao dos
biopolimeros em sitios de dificil acesso as exo e endoenzimas do que pela
degradacdo e ressintese microbiana. Assim, a matéria humica seria melhor descrita
guimicamente como misturas complexas de biopolimeros identificaveis (Kelleher &
Simpson, 2006) e o mecanismo de humificacdo poderia ser entendido como o
conjunto de processos quimicos, fisicos e biolégicos que levem a preservagao
através da organizacdo de biopolimeros de plantas e microrganismos no solo. Nesse
contexto, a estabilizacdo dos biomacropolimeros no solo contra a biodegradacéo se
daria pela preservacdo seletiva devido a recalcitrancia quimica e protecdo contra
degradacdo (Christensen, 1992). A recalcitrancia proveniente a natureza quimica do
material € uma propriedade intrinseca da estrutura molecular (como exemplo as
longas cadeias alquilicas nos lipideos e as estruturas aromaticas em compostos
aromaticos e fendlicos), mas também devido a formacédo de ligacdes entre 0s
biopolimeros (organizacdo entre os constituintes). O dominio hidrofébico da matéria
organica formado pelas forcas fracas de natureza hidrofébica que estabilizam as
unidades moleculares pode também contribuir com a estabilizagdo da matéria
organica pela incorporacao de novas moléculas e pela exclusdo da agua dificultando
acesso de enzimas de degradacéao (Piccolo et al., 1999).

Segundo Cordeiro e colaboradores (2010), além de fornecer nutrientes
para as plantas através da mineralizacdo, as SH podem estimular diretamente o
crescimento e a produtividade das plantas. Os efeitos das SH sobre o
desenvolvimento vegetal sdo dependentes da fonte de obtencdo, das doses
utilizadas e da espécie da planta estudada (Vaughan & Malcolm, 1985). Nannipieri et

al. (1993), resumiram os efeitos fisiolégicos das SH como resultado: (i) da influéncia
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positiva sobre o transporte de ions facilitando a absorcdo; (i) do aumento da
respiracdo e da velocidade das reacdes enzimaticas do ciclo de Krebs resultando
em maior producdo de ATP; (iii) do aumento no conteddo de clorofila; (iv) do
aumento na velocidade e sintese de acidos nucléicos; (v) do efeito seletivo sobre a
sintese protéica e (vi) do aumento ou inibicdo da atividade de diversas enzimas.
Atualmente, na literatura, trabalhos evidenciam os beneficios gerados pelas
substancias humicas e pelas suas fracdes sobre diferentes cultivares, promovendo
tanto efeitos diretos, como indiretos sobre o desenvolvimento vegetal (Dobbss et al.,
2007; Canellas et al., 2008).

As substancias humicas, assim como suas fracdes, sdo capazes de
promover incrementos positivos sobre o crescimento das plantas, causando efeitos
similares aos dos horménios vegetais (Dobbss et al., 2007; Canellas et al.; 2008).
Estudos salientam que as SH aumentam o desenvolvimento das raizes de uma
maneira semelhante ao processo promovido pela auxina, (Canellas et al., 2002;
Quaggiotti et al., 2004; Nardi et al., 2005), fitormonio intimamente relacionado ao
crescimento vegetal (Cordeiro & Souza, 2010).

O processo se da com a ativacdo da bomba de prétons (H') da
plasmalema (Canellas et al., 2002; Quaggiotti et al., 2004), e da bomba de H* do
vacuolo (Zandonadi et al., 2007) pelas substancias humicas. Essas enzimas
transmembranares hidrolisam ATP, gerando energia e gradiente eletroquimico, que
esta intimamente relacionado a dois mecanismos essenciais ao desenvolvimento e
crescimento vegetal: a energizacdo de sistemas secundarios e translocacéo de ions
fundamentais para a absorcdo de macro e micronutrientes; e o aumento da
plasticidade da parede celular, possibilitando o crescimento vegetal (Rodda et al.,
2006).

A ativagcdo das bombas faz aumentar a concentracdo de H* no espaco
intracelular, reduzindo o pH apoplastico e aumentando a plasticidade da membrana
celular, permitindo o seu alongamento. Este processo €& denominado de
“crescimento acido” (Rayle & Cleland, 1992; Hager, 2003; Cordeiro & Souza, 2010),
que em raizes tratadas com SH, podem promover maior desenvolvimento, e
consequentemente, maior absorcdo de nutrientes pela planta (Canellas & Santos,
2005).

O estudo da acao direta das SH sobre o metabolismo e o crescimento das

plantas tem-se concentrado na fracdo humica considerada de menor massa
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molecular (Vaughan & Malcolm, 1985) em funcdo do modelo de concepgao
estrutural das SH (Canellas & Santos, 2005). O fato de uma substéncia do tamanho
dos AH (na ordem de micrdmetros) atravessarem poros ou espacos aparentes no
apoplasto (na ordem de nanémetros) ndo era concebido (Cameron et al., 1972). No
entanto, baseando-se na concepcao emergente do arranjamento supraestrutural das
SH, compostos de reconhecida capacidade de regulacdo e estimulacdo do
crescimento vegetal, tais como os hormoénios vegetais, podem estar fracamente
unidos a supraestrutura das SH e serem liberados para a solucdo do solo e para a
absorcdo das plantas por uma simples variacdo de pH na interface das raizes,
decorrente por exemplo, da exsudacédo de acidos organicos, como experimentado
por Facanha et al. (2002).
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESE:

HO: uma pequena fragdo soluvel da matéria organica oriunda de
vermicomposto (os &cidos humicos) promove marcadamente o estimulo ao
crescimento de plantulas de Cattleya warneri, podendo ser utilizado como
bioestimulante vegetal,

H1: Nao promove crescimento.

3.2 OBJETIVOS:

Estudar o crescimento in vitro de plantulas de Cattleya warnery em
diferentes doses de acidos humicos isolados de vermicomposto;

Estabelecer a melhor dose para o crescimento in vitro de plantulas de
Cattleya warner;

Avaliar o efeito dos AH sobre a enzima bioindicadora H*-ATPase em
plantulas de Cattleya warnery a partir da proposta de um novo método (medida da

acidez em solucéo).
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1 Obtencdo, isolamento e purificacdo das Substancias Hiumicas

As substancias humicas foram extraidas e purificadas como relatado em
outros trabalhos (Stevenson, 1994; Canellas et al., 2002). Resumidamente, 200 g da
amostra de vermicomposto foram secas ao ar e peneiradas (peneira de malha de 2
mm). A extracdo das SH foi realizada com NaOH 0,5 mol L™, na razéo
vermicomposto: solvente de 1:10 (m:v) em atmosfera inerte de N,. A separacéo dos
acidos humicos foi conseguida com o abaixamento do pH da solucdo até 1,0-1,5
com HCL 6 mol L™ seguido de centrifugacéo (5000 g / 20 min). A redissolucéo e a
precipitagdo foram repetidas trés vezes. Em seguida, adicionou-se 200 mL de uma
solucdo de &cido fluoridrico (HF) / cloridrico (HCI) 0,3 mol L™ submetendo as
amostras a agitacdo durante 8 horas. Apés centrifugacdo (5000 g por 15 min), o
precipitado (AH) foi repetidamente lavado (3 a 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 liofilizacéo.

4.2 Composicédo elementar

A composicdo elementar dos AH foi obtida apdés analise em auto-
analisador CHN Perkin Elmer (14.800) com amostras de 4 mg de AH em triplicata. O
teor de oxigénio foi obtido por diferenca e o de cinzas pela incineracdo de 50 mg dos
materiais htmicos por 700° C durante 8 h. 50 mg do AH obtido foi mineralizado com
uma solugdo de HNO3/HCIO,. Tais solucdes foram distribuidas em balbes
volumétricos de 20 mL, e posteriormente analisadas por espectrometria de absorcéo
atdmica (Perkin-Elmer AAS Analyst 700) onde ndo foram encontrados vestigios de

potassio (K) e algumas espécies de metais (Fe, Mn, Cu, Al).

4.3 Bioatividade dos Acidos Hiumicos

Ensaio de dose resposta - Crescimento in vitro de plantulas de orquideas e
tratamento com os materiais humicos.

O material vegetal utilizado como fonte de explantes foi constituido de
plantulas de orquidea (Cattleya warnery), medindo aproximadamente 1,0 cm,
obtidas por meio da germinagcdo assimbidtica in vitro. O meio de cultura basico
utilizado foi constituido pelos sais e vitaminas de Knudson modificado, acrescido de
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carvao ativado (2,5 g L™), sacarose (20 g L), polpa de banana nanica (150 g L™) e
agar (6 g L™). Apds a mistura de todos os nutrientes o pH foi ajustado para 5,7+0,1
antes da autoclavagem a 121 °C e 1 atm, por 20 minutos.

O cultivo foi realizado em frascos de 250 mL de capacidade contendo 50
mL de meio de cultura e quatro explantes, sendo os tratamentos descritos no
Quadro 1. O meio acrescido teve a mesma constituicdo acima mencionada. A
adicao das diferentes concentracdes de acidos humicos (AH) foi realizada com uma

seringa graduada estéril e filtro milipore.

Quadro 1 — Descricao dos tratamentos

TO - cultivo por 90 dias sem adi¢do de acidos humicos (controle)

T1 - cultivo por 90 dias com adi¢éo de 0,5 mM de C AH aos 15 dias de cultivo

T2 - cultivo por 90 dias com adi¢ao de 1,0 mM de C AH aos 15 dias de cultivo

T3 - cultivo por 90 dias com adi¢do de 2,0t mM de C AH aos 15 dias de cultivo

T4 - cultivo por 90 dias com adi¢éo de 4,0 mM de C AH aos 15 dias de cultivo

T5 - cultivo por 90 dias com adi¢éo de 8,0 mM de C AH aos 15 dias de cultivo

Foi obtida uma curva de resposta para a massa fresca e seca das raizes
e folhas, utilizando-se as concentracdes de 0, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0 mM de C do
AH. Apos o procedimento da analise de regressdo um novo experimento foi montado
utilizando-se desta vez a dose 6tima de AH obtida pelo ensaio preliminar de dose.
As plantulas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 60 umolm?s™. Apés 90 dias de
cultivo, foram avaliadas em todos os tratamentos as seguintes caracteristicas:
namero de folhas, nimero de raizes, massa fresca e massa seca das folhas e das
raizes. A massa seca foi obtida pela secagem do material em estufa a 60° C,

durante 72 horas.

Medida de acidez em solucado possivelmente associada a atividade das SH
sobre as H-ATPases
A estimativa da atividade da H*-ATPase foi avaliada pela medicdo de
acidez em solucédo (Dobbss et al., 2008) contendo plantulas de Cattleya warneri
tratadas com AH. Utilizou-se a melhor dose de AH obtida no ensaio preliminar de
dose resposta. Nesse experimento, 0 meio minimo (CaCl, 2 mM) foi utilizado a fim

de evitar qualquer influéncia dos nutrientes, que poderiam funcionar de maneira
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sinergética com as AH, estimulando o desenvolvimento radicular e o metabolismo
das plantulas. As plantas foram submetidas ao tratamento com e sem AH durante 48
horas. Apos este periodo, foram transferidas para um recipiente com 50 mL de uma
solucéo de CaCl, 2mM a pH 7. A medida da acidez (pH) da solucéo foi medida com
auxilio de um pHmetro durante 150 minutos. As raizes foram digitalizadas e secas
em estufa de ar forcado, e a quantidade de H" foi expressa em extrusdo de H* por

grama de massa seca de raiz.

4.4 Analise Estatistica

Os dados coletados foram analisados com o emprego do programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5 % de probabilidade. Para todas as caracteristicas avaliadas, o delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo cada tratamento

representado por cinco repeticdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise elementar e relagfes atbmicas dos acidos humicos

A composicdo elementar e as razOes atdbmicas dos AH isolados de
vermicomposto estdo listadas no Quadro 2. As caracteristicas elementares séo
frequentemente utilizadas para relacionar caracteristicas quimicas dos AH com a
génese e/ou propriedades da origem de extracdo (Stevenson, 1994) e neste trabalho
foi usada basicamente para obtencdo das doses de AH (em mM de C L) que foram

utilizadas nos experimentos preliminares de dose resposta.

Quadro 2 - Composicao elementar (livre de agua e cinzas) e relagGes atdbmicas das substancias
hdmicas estudadas.

S H N O CN HC o
AH gkg® e
VERMICOMPOSTO

446,0 45,1 37,5 471,4 13,88 1,21 0,79

Os valores encontrados no presente trabalho apresentam similaridades
com a de outros trabalhos em que a fonte de AH também foi o vermicomposto
(Dobbss et al., 2010 e Aguiar et al., 2012). De um modo geral, pode-se observar que
o teor de carbono (C) dos AH isolados de vermicomposto € relativamente mais baixo
e o de oxigénio (O) é elevado em relacdo a composicdo elementar média de outros
AH (Rice & MaCarthy, 1991). O teor de nitrogénio (N) encontrado nos AH foi
elevado, indicando os AH como uma importante fonte de compostos nitrogenados
armazenados no vermicomposto. O teor relativamente elevado de nitrogénio (N) e

baixo de carbono (C) nos AH confere valores baixos para a relacdo C/N dos AH.

5.2 Atividade Biol6gica dos Acidos Hiimicos

Conforme se pode observar nas FigurasFigura 4,Figura 5 e Figura 6 0s
AH isolados de vermicomposto apresentaram habilidade para estimular o
crescimento de plantulas de Cattleya warneri. As curvas de regressao quadratica
para a massa fresca e massa seca das folhas e raizes de plantulas de Cattleya
warneri tratadas com diferentes doses (Quadro 1) dos acidos humicos se encontram
ilustradas na Figura 4. O Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. indica o

modelo de dose-resposta, mostrando a dose-6tima do material himico estudado.

23



0,40 -

8,0

A

T
= 0,30 -
g
N
£
o
£
g 020
4 4 y = -0,0091x + 0,0768x + 0,1609
g8 R? = 0,95
g
“= 0,10 -
2
&

0,00 : : :

0,0 2,0 4,0 6,0
Concentracio de AH (mM C LY)
0,12 -
C

I
(]
e
8 o008
o
£
g
)
= 4 y = -0,0026x% + 0,0217x+ 0,0519
E 0,04 R? = 0,8981
2
2
&

0,00 T T T !

0,0 2,0 4,0 6,0

Concentragio de AH (mM CL1)

8,0

Peso fresco da raiz (g)

Peso Seco da raiz (g)

0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
4 y=-0,0205x2+ 0,1741x + 0,1655
0,20 R* = 0,9386
0,10 -
0,00 . ; ; !
a,0 2,0 2,0 6,0 8,0
Concentragio de AH (mM C L)
0,16 -
0,12 -
0,08 -
1 y=-0,005x2 + 0,0398x + 0,0639
R =0,8346
0,04 -
0,00 ; ; ; .
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0

Concentracdo de AH (mM C L)

Figura 4 - Curvas de regresséo quadratica para a massa fresca das folhas e raizes (A e B) e massa

seca das folhas e raizes (C e D).

Quadro 3 - Modelo de dose-resposta, coeficiente de correlacdo (RZ), desvio-padrédo da regresséo

(DP), nimero de unidades que integram a amostra (n), nivel de significancia da regressao (valor-p) e

ponto de inflexdo (dose étima) para a massa fresca das raizes (MFR), massa fresca das folhas

(MFF), massa seca das raizes (MSR) e massa seca das folhas (MSF) de plantulas de Cattleya

warneri apos tratamento com AH.

MATERIAL Equacéo 5 Desvio Dose 6tima
HUMICO (y= b2x? + blx + b0) Padréo (dx/dy): b1 +2(b2)x =0
MFR (B) y =-0,0205x* + 0,1741x + 0,1655 0,94 1,26 20 <0,0001 4,25
MFF (A) y =-0,0091x° + 0,0768x + 0,1609 0,95 1,17 20 <0,0001 4,22
MSR (D) y= -0,005x2 + 0,0398x + 0,0639 0,83 2,84 20 <0,0001 3,98
MSF (C) y= -0,0026x2 +0,0217x + 0,0519 0,90 1,68 20 <0,0001 4,17

MEDIA 4,16
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O crescimento das plantulas de Cattleya warneri foram significativamente
alteradas pela adicdo de AH ao meio de cultura, e os resultados sdo apresentados

nas Figura 4Figura 5 e Figura 6. Imagens das plantulas coletadas no final do

experimento mostram claramente a influéncia positiva dos AH sobre as plantulas
(Figura 5).

Figura 5 - Imagem das plantulas de Cattleya warneri coletadas no final do experimento (imagem da

esquerda) e apds secas em estufa a 60° C (imagem da direita).

O resultado do incremento da massa fresca da parte aérea e das raizes
em relacdo ao controle na concentracdo correspondente a 100% do estimulo, obtida
pela primeira derivada da regressao quadratica do efeito da concentracdo dos
acidos huamicos é mostrada na Figura 6. Resultados semelhantes podem ser
encontrados nos trabalhos de Canellas et al. (2002), Dobbss et al. (2007; 2010) e
Aguiar et al. (2009). A adicdo de AH ao meio de cultura proporcionou um aumento
81 e 159 % em relag&@o ao controle para a massa fresca da parte aérea e das raizes

respectivamente (Figura 6).
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Figura 6 - Efeito dos acidos himicos (4,16 mM C L'l) isolados de vermicomposto sobre a massa
fresca da parte aérea (A) e massa fresca radicular (B) de plantulas de Cattleya warneri. Os valores
representam a média de 20 plantas + desvio padrédo e foram normalizados em relacdo ao controle
(controle=100%). Médias seguidas de letras diferentes nas colunas sdo estatisticamente diferentes
pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Com relagcdo a massa seca das raizes (Figura 7) também foram
observados incrementos significativos tanto nas massas da parte aérea quanto das

raizes, indicativo do aumento da area foliar e radicular promovido pelos AH (Rima et

al., 2011).
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Figura 7 - Efeito dos acidos humicos (4,16 mM C L'l) isolados de vermicomposto sobre a massa seca
da parte aérea (A) e massa seca radicular (B) de plantulas de Cattleya warneri. Os valores
representam a média de 20 plantas + desvio padréo e foram normalizados em relagdo ao controle
(controle=100%). Médias seguidas de letras diferentes nas colunas sado estatisticamente diferentes
pelo Teste de Tukey (P<0,05).

O incremento ao numero de folhas e raizes pode ser observado na
Figura 8. Com relacdo ao numero de folhas por plantula foi observado incrementos

de 17% quando se procede a comparacdo com as plantulas controle. J& com

26



relagdo ao numero de raizes este numero aumenta (adicdo de AH ao meio de

cultura proporcionou 32% de aumento em relacéo as plantulas controle).
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Figura 8 - Efeito dos acidos huamicos (4,16 mM C L'l) isolados de vermicomposto sobre o nimero de
folhas (A) e raizes (B) de plantulas de Cattleya warneri. Os valores representam a média de 20
plantas + desvio padrdo e foram normalizados em relagcdo ao controle (controle=100%). Médias
seguidas de letras diferentes nas colunas sédo estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

Os AH estimularam significativamente tanto o nimero de raizes e folhas
(Figura 8) quanto a massa seca e fresca da parte aérea e das raizes (Figura
6Figura 7). O maior efeito em magnitude dos AH sobre as plantulas de Cattleya
warneri foi observado na massa fresca das raizes, onde foram observados
acréscimos de até 159% em relacdo ao controle (Figura 6).

Ha muito tempo pesquisadores tém encontrado na matéria organica
humificada substancias fisiologicamente ativas com capacidade de influenciar
positivamente o desenvolvimento das plantas (Bottonley, 1917). Geralmente, é
observado um forte estimulo no desenvolvimento radicular (bem mais do que na
parte aérea) com concentracdes relativamente pequenas de materiais humicos em
solucdo e inibicdo do crescimento em doses maiores, semelhante a curva
normalmente obtida nos ensaios com horménios vegetais (Vaughan & Malcolm,

1985).

5.3 Medida da acidez em solucéo - atividade da H'-ATPase
A Figura 9 apresenta as medidas de acidez (pH) do meio contendo
plantulas de Cattleya warneri tratadas com AH extraidos de vermicomposto. O

aumento da acidez da solucdo foi observado nos tratamentos com AH. Tais
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resultados corroboram com os obtidos por Dobbss et al., (2008), onde tambéem
foram observados aumentos na acidez das solu¢cdes contendo plantulas de
Arabidopsis tratadas com materiais huamicos extraidos do Rio Paraiba do Sul.
Segundo Aguiar et al. (2011), o aumento da acidez do meio pode ser principalmente
associado a dois fatores principais: i) producao de CO, pela respiracdo radicular, ou
seja, durante a respiracdo ha a producédo de CO, que ao se dissolver no meio causa
reducido do pH e ii) aumento da extrusdo de H”, possivelmente associado a atividade
das SH sobre as H*- ATPases.

Conforme observado recentemente por estes mesmos autores, apesar da
acidez proporcionada pela exposicédo das plantulas aos AH nédo ser exclusivamente
devido ao estimulo nas bombas de H*, possivelmente pode-se sugerir que este
método simplificado pode ser usado no estudo de substancias hamicas
fisiologicamente ativas. Tais resultados obtidos j& eram esperados visto que o
mecanismo de promogao do crescimento celular é mediado pelas H*-ATPases num
processo conhecido como “a teoria do crescimento acido”. O processo de ativagao
das H*-ATPases que culmina com o alongamento celular se inicia com a geracéo do
gradiente de H* e abaixamento do pH, proporcionado pelo acimulo de H* no lado
externo a célula (Canellas & Santos., 2005).
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Figura 9 - A) Medida de pH da solucdo contendo plantulas de Cattleya warneri 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 apds tratamento com a melhor dose de AH obtida no
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Portanto através dos dados obtidos pode-se se afirmar, pelo menos em
parte, que a medida da acidez da solu¢cdo contendo plantas tratadas com AH

provavelmente esta relacionada com a atividade da H'-ATPase (aumento da
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extrusdo de H") de membrana plasmatica.
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6 CONCLUSOES

A ideia de que materiais humicos podem atuar no metabolismo vegetal

ndo é recente. No entanto, estudos utilizando materiais himicos oriundos de

vermicomposto sobre a biostimulacdo de plantas de orquideas (em nosso caso

plantulas de Cattleya warneri) sdo praticamente inexistentes, ainda mais quando o

proposto é potencializa-las para uma posterior reintroducdo ao seu habitat natural. A

partir dos resultados obtidos com este trabalho, foi possivel concluir que:

Os AH isolados de vermicomposto apresentaram capacidade de
induzir o crescimento de plantulas de Cattleya warneri, induzindo o
aumento no numero de folhas e raizes, e da massa fresca e seca
das mesmas;

Os AH, quando em solucéo, puderam atuar como reguladoras do
crescimento, uma vez que foram capazes de aumentar a atividade
da H'-ATPase através de ensaios de medidas de acidez em
solugéo;

Os AH, devido as suas caracteristicas quimicas, afetou
marcadamente o estimulo ao crescimento de plantulas de Cattleya
warneri e pode ser utilizado como uma tecnologia inovadora de
bioestimulacéo vegetal para posterior reincorporacao deste tipo de

vegetacao ao seu habitat natural.
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