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RESUMO

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Inducéo de tetraploides e alongamento
de plantas de Dendrobium nobile Lindl. (Orchidaceae). 2005. 80p. Tese
(Doutorado em  Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras -MG.'

O presente estudo foi desenvolvido no campus da Universidade Federal de
Lavras, Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2003 a fevereiro de 2005,
objetivando a indugdo ¢ identificacdo de polipldides, a analise estomatica em
folhas diploides (2n=2x=38) e tetraploides (2n=4x=76), bem como o
alongamento com aplicacdo de acido giberélico em plantas de Dendrobium
nobile Lindl. Na inducdo de polipldides, plantas intactas de D. nobile foram
completamente imersas em solucdo de colchicina a 0,05% e 0,1% por 24, 48, 72
e 96 horas. Para a identificag@o das plantas poliploides, via analise citogenética,
apices radiculares foram pré-tratados em agua gelada por 24 horas, fixados em
solugdo de acido acético: cloroférmio: etanol 95% (1:3:6) a 4°C por 24 horas e
submetido a técnica de esmagamento convencional. A coloragdo foi feita com
solucdo de Giemsa a 3% com tampao fosfato pH 6,8. No segundo experimento,
para a analise estomatica em microscopia de luz, folhas completamente
expandidas do 3° n6 foram fixadas em FAA5, e submetidas aos procedimentos
usuais em microtécnica vegetal. Os cortes paradérmicos foram corados com
safranina 1%. Para a descri¢do dos estomatos em microscopia eletronica de
varredura, as folhas, nas mesmas condi¢des descritas para a microscopia de luz,

foram cortadas em segmentos de 2 x 2 cm. O material foi fixado em solugdo

1 Comité orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA (orientador), Prof. Dr.
Daniel Melo de Castro-UFLA e Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro-UFLA.



aquosa de Karnovsk, pH 7,2 por 24 horas, pos-fixado com solucdo aquosa de
tetroxido de 6smio 1%, em tampdo cacodilato 0,1 M e desidratado com série
crescente de acetona. Posteriormente, o material foi seco até o ponto critico e,
em seguida, aderido a blocos especiais (“stubs”) e recoberto com uma camada
de ouro metalico. No terceiro experimento, para o alongame nto de plantas de D.
nobile com aplicagdo de acido giberélico, plantas intactas com altura média de
4,74 cm receberam, quinzenalmente, quatro pulveriza¢des com quatro
concentra¢des de GA; (50, 100, 200 e 400 mg.L™). Concluiu-se que a indugio de
poliploidia em D. nobile, mediante imersdo das plantas em solugdo de colchicina
¢ satisfatoria, obtendo maior nimero de individuos poliploides (29,17%) na
concentragdo 0,1% por 96 horas. O tamanho dos estdmatos de D. nobile é
inversamente proporcional ao nivel de ploidia. Os estomatos de D. nobile sdo do
tipo I, com abertura em forma eliptica e com laterais gradualmente inclinadas.
As plantas tetraploides obtidas tém menor crescimento que as dipldides. O &cido
giberélico nas concentragdes de 50 a 400 mg.L™ é igualmente eficiente no

alongamento de plantas.

il



ABSTRACT

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Tetraploids induction and elongation
of Dendrobium nobile Lindl. plants (Orchidaceae). 2005. 80p. Thesis
Doctorate in Crop Science) — Lavras Federal University. Lavras -MG.'

The present study was developed at the campus of the Universidade Federal de
Lavras, Minas Gerais, over period from January of 2003 to February of 2005,
aiming at, for Dendrobium nobile Lindl., the induction and polyploidys
identification, the stomatal analysis in diploid (2n=2x=38) and tetraploids
(2n=4x=76) leaves, as well as the plant elongation with gibberellic acid
application. In the first experiment, intact plants of D. nobile were completely
submerged in 0,05% or 0,1% colchicine solution during 24, 48, 72 or 96 hours.
For the polyploids plants identification by cytogenetics analysis, tips roots were
pre-treatment in cold water for 24 hours, fixed in solution of acetic acid:
chloroform: ethanol 95% (1:3:6) to 4°C for 24 hours and submitted to the
conventional crushing technique The staining was done with solution of Giemsa
3% with phosphate buffer pH 6,8. In the second experiment, for the stomatal
analysis in light microscopy, completely expanded leaves of the 3 ° knot were
fastened in FAAs, submitted to the usual procedures in vegetable and staining
with safranine 1%. For the stomatal analysis in scanning electron microscopy,
the leaves in the same conditions described for the light microscopy, were cut in
2 x 2 cm segments. The material was fixed in Karnovisk solution, pH 7.2 for 24
hours, pos-fixed with aqueous solution of tetroxid of osmio 1%, in cacodilato
buffer 0,1 M, for 1 hour and dehydrated with growing series of acetone. Later,

the material was dried until the critical point and, soon after, it was stuck to

' Guidance committee: Moacir Pasqual - UFLA (Major Professor), Daniel Melo de
Castro — UFLA and Evaristo Mauro de Castro -UFLA.

il



special blocks (“stubs") and covered with a metallic gold layer. In the third
experiment, for the prolongation of plants of D. nobile with gibberellic acid
application, intact plants with medium height of 4.74 cm received four
pulverizations biweekly with four concentrations of GA; (50, 100, 200 and 400
mg.L-1). It was concluded that the polyploidy induction in D. nobile, by
immersion of the plants in colchicina solution is viable, obtaining larger number
of individuals polyploidys (29,17%) in the 0,1% concentration by 96 hours. The
D. nobile plants presented elliptic stomata with lateral gradually tilted, being the
stomatal size inversely proportional at the ploidy level. The polyploidys plants
presented smaller growth when compared with the diploid ones. The acid
giberélico in the concentrations from 50 to 400 mg.L™" is equally efficient in the

prolongation of plants.
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CAPITULO 1

Inducio de tetraploides e alongamento de plantas de
Dendrobium nobile Lindl. (Orchidaceae)

1 Introducao Geral

Dendrobium nobile Lindl. (olho de boneca) é uma das orquidaceas mais
populares do Brasil, ocupando posicdo de destaque no mercado de plantas de
corte e de vaso. O consideravel interesse por esse género ¢ devido a sua larga
distribuicdo geografica, ciclo curto, volume expressivo de comercializacdo,
cultivo relativamente simples, crescimento em diferentes habitats e,
principalmente, ao grande valor floristico de seus hibridos.

O aumento da variabilidade genética em orquideas pode ser obtido pela
duplicacdo cromossomica. A poliploidia foi um fator importante no
desenvolvimento de variedades comerciais melhoradas de hibridos de orquideas,
pois geralmente promove o aumento do tamanho da flor e a intensificacao da cor
e perfume, bem como na restauracao da fertilidade de hibridos raros. Contudo, a
dificuldade na identificacdo precisa do nivel de ploidia das plantas induzidas a
poliploidizacdo, tem se constituido em obstaculo consideravel ao trabalho de
melhoramento genético de orquideas.

Em experimentos de duplicacdo cromossdmica, a determinagdo do nivel
de ploidia deve ser preferencialmente através da analise citogenética ou da
citometria de fluxo. Como a endopoliploidia ¢ freqiiente no género Dendrobium,
a citometria de fluxo em D. nobile ndo é segura na identificagdo de diferentes
niveis de ploidia. A contagem de cromossomos ¢ um método laborioso e

demorado, sendo desvantajoso quando se trata de analises em grande nimero de



plantas. Por isso, a analise estomatica ¢ normalmente empregada como
pardmetro para a distingdo entre os diferentes niveis de ploidia, uma vez que o
comprimento do estdbmato normalmente aumenta com o numero de
cromossomos. No entanto, as caracteristicas estomaticas sdo afetadas ndo
somente pelo nivel de ploidia, mas também por outros fatores genéticos e
ambientais.

O desenvolvimento muito lento das plantas da familia Orchidaceae,
outro obstaculo no melhoramento genético de orquideas, tem contribuido para o
elevado valor unitario de suas plantas, sendo necessarias técnicas que pr omovam
a obtengdo mais rapida de plantas comercializaveis. A giberelina GA; (acido
giberélico) ¢ um horménio que atua nas plantas como estimulante de
crescimento, originando plantas de maior tamanho em conseqiiéncia da sua agao
na divisdo e expansao celulares. No entanto, a pulverizagdo com giberelina ainda
nao foi utilizada para o alongamento das plantas intactas de orquideas.

O presente estudo foi realizado objetivando, para Dendrobium nobile
Lindl., a inducao e identificagdo de plantas duplicadas, as anal ises estomatica e
de crescimento em folhas diploides (2n=2x=38) e tetraploides induzidos
(2n=4x=76), bem como o alongamento de suas plantas com aplicagdo de acido

giberélico.
2. Referencial Teorico

2.1 Dendrobium nobile Lindl.

E uma espécie pertencente a subclasse Monocotiledoneae, familia
Orchidaceae, que inclui cerca de 775 géneros, 3.5000 espécies € um grande
numero de hibridos, cujo nimero cresce a cada dia. No Brasil foram
identificados, aproximadamente, 191 géneros e 2.400 espécies. A familia, uma

das maiores dentre as Fanerdgamas, constitui aproximadamente 40% das



Monocotiledéneas e ocorre em quase todas as regides do planeta (Felix, 2001;
Barros, 2002; Menini Neto et al., 2004).

O género Dendrobium apresenta mais de 1000 espécies, sendo
considerado um dos maiores da familia Orchidaceae. O consideravel interesse
por esse género ¢ devido, principalmente, ao grande valor floristico de seus
hibridos e volume expressivo de comercializagdo (Jones et al., 1998).

A espécie D. nobile, originaria da China e Himalaia, ¢ uma herbacea
epifita, perene, micotrofica, entouceirada, de 30-45 cm de altura. Possui
pseudobulbos sulcados longitudinalmente, verde-amarelados, com nds e
entrends. Nos nos aparecem de uma a trés flores que se desenvolvem geralmente
nos dois tergos superiores dos pseudobulbos maduros. As flores, formadas no
inverno-primavera, apresentam sépalas e pétalas brancas, roseas ou amareladas e
labelo com mancha roxo-escura ou clara. Sao citados mais de quinze cultivares,
nas quais variam o tamanho e a cor das flores (Campos, 2000; Lorenzi e Souza,
2001).

E tolerante ao frio e pode ser cultivado em vasos com substratos a base
de fibra de coco, bucha vegetal, bagaco de cana-de-acucar, esfagno, fibra de
xaxim ou afixado em bucha vegetal, palito de xaxim ou em ramos de arvores a
pleno sol ou a meia-sombra, sendo irrigado quando necessario (Lorenzi e Souza,
2001; Vichiato et al. 2004a, Vichiato et al. 2004b). Multiplica-se por divisao de
touceira (keikis) e por separagdo das intimeras brotacdes laterais nos

pseudobulbos (Lorenzi e Souza, 2001).

2.2 Caracterizacao citogenética de Dendrobium

O conhecimento dos componentes estruturais, funcionais e
comportamentais dos cromossomos ¢ de suma importancia para o entendimento
da biodiversidade e dos processos evolutivos e para a manipulagdo genética em

programas de melhoramento (Sharma e Sharma, 1999).



A citogenética ¢ uma ciéncia especializada da genética que estuda a
relacdo entre os eventos celulares, especialmente aqueles relacionados aos
cromossomos, com os eventos genéticos e fenotipicos. Entre os assuntos mais
detalhados pela citogenética encontram-se os estudos sobre as variagdes
numéricas e estruturais dos cromossomos (Guerra, 1989; Sharma e Sharma,
1999).

A familia Orchidaceae, considerada a mais evoluida e nume rosa de todo
o reino vegetal, possui ampla adaptagdo, sendo encontrada em todos os
continentes, com excec¢do das regides polares. Apresenta alta diversidade
cromossdmica numérica, uma caracteristica comum a outras grandes familias
como Poaceae e Asteraceae (Felix, 2001).

Embora as orquideas sejam um interessante material de estudo
citogenético, sendo freqiientes a poliploidia, aneuploidia e cromossomo B,
pouco ainda se sabe a respeito da cariomorfologia das espécies desta familia,
(Tanaka e Kamemoto, 1980; Vosa, 1983). Schwarzacher et al. (1980) estimaram
que, das 35.0000 espécies existentes de orquideas, somente 5% foram analisadas
citogeneticamente. O conhecimento a respeito da citogenética em Orchidaceae
de ambientes tropicais ¢ ainda mais limitado (Dematteis e Davifia, 1999;
Farinaci, 2001; Felix, 2001). Os estudos cromossOmicos nas orquideas estdo
voltados principalmente para a obtencdo de hibridos com caracteristicas
horticulturais desejaveis, os quais, normalmente, estdo relacionados a poliploidia
(Arditti, 1992).

O pequeno volume de informagdo deve-se a dificuldade de obtengédo de
preparagdes citologicas de boa qualidade, que permitam o espalhamento ¢ a
diferenciagdo dos cromossomos, possibilitando a identificagdo de centromeros,
das constri¢des secundarias e dos satélites. Isso é devido ao fato que, em
orquideas, geralmente ¢ dificil despolimerizar o fuso mitotico por meio dos pré -

tratamentos comuns, provavelmente pela morfologia das raizes com velame das



epifitas. Das diferentes metodologias para analise de cromossomos de orquideas,
a maioria utiliza botdes florais, o que € inviavel em programas de melhoramento
genético, uma vez que a orquidea demora, em média, sete anos para florescer
(Vosa, 1983; Mondin, 1998; Dematteis e Davifia, 1999).

Para a analise citogenética em meristemas radiculares, algum progresso
foi feito, nos ultimos anos, pela introdu¢do dos métodos de esmagamento e
maceracdo dos tecidos com enzimas que degradam a parede celular. Apesar da
inevitavel desvantagem do grande nimero de cromossomos de tamanho muito
pequeno, com muitas aderéncias, dificultando a visualiza¢do de sua morfologia,
a citologia das orquideas tem grande potencial nos estudos de afinidades
taxondmicas, relagdes evoluciondrias e em programas de melhoramento genético
(Tanaka e Kamemoto, 1980; Dematteis e Davifia, 1999; Farinaci, 2001).

A variacdo nos nuUmeros cromossomicos tem sido o parametro
citotaxonOmico mais extensamente empregado em vegetais. Em orquideas, por
causa das caracteristicas de seus cromossomos, essa tem sido a abordagem
citologica dominante para a familia como um todo (Brandham, 1999). A
variagdo cromossdmica numérica € ampla, desde 2n=10 em Psygmorchis pusilla
até 2n=200 em Aerangis. O predominio de 2n=38, 40 e 42, na maioria das
orquideas, e o registro de n=5 em Psygmorchis € n=10 em varios outros géneros,
tém sugerido x=5 ou x=10 como numero bésico de cromossomos para a familia
(Felix, 2001).

A ampla varia¢do no numero cromossomico das orquideas tem trazido
uma contribuicdo importante para a compreensdo da taxonomia ¢ evolugdo da
familia. No género Polystachya, por exemplo, apenas as espécies americanas
apresentam x=44 cromossomos, enquanto as espécies do Velho Mundo tém
numero basico x=20, sugerindo diferentes estratégias de evolu¢do cromossdomica

no género (Jones, 1966).



Embora os primeiros registros sobre o niimero cromossdomico das
espécies de Dendrobium datem de 1929, atualmente ha pouca informagio
citogenética publicada para o género. Na literatura, das 140 espécies de
Dendrobium analisadas, 116 eram 2n=38, 21 eram 2n=40, 2 eram 2n=76, sendo
que em D. kingianum o numero cromossomico variou de 2n=38 a 2n = 114
cromossomos (Shindo ¢ Kamemoto, 1963; Wilfret ¢ Kamemoto, 1969, Wilfret e
Kamemoto 1971; Wilfret et al., 1979; Karassawa e Hashimoto, 1980; Jones,
1982; Hashimoto, 1987; Mechra e Kashyap, 1989; Jones et al., 1998). Segundo
Love et al. (1970) e Mehra e Kashyap (1989), os cromossomos B foram
descritos para poucas espécies do género, como em D. bicameratum (n = 19 +
4B), D. anceps (n = 19 + 2B) e D. densiflorum (n = 20 + 2 B). A espécie D.
nobile geralmente apresenta 2n=2x=38 cromossomos, ndo sendo detectado
cromossomo B (Karassawa e Hashimoto, 1980; Jones, 1982; Hashimoto, 1987).

Wilfret e Kamemoto (1971) mostraram que, apesar da maioria das
espécies de Dendrobium apresentar nimeros de cromossomos uniformes de
2n=2x=38, 0os mesmos muitas vezes nao sdo semelhantes, podendo os caridtipos
ser usados para diferenciar as espécies. Segundo esses autores, a diferenga entre
os cariotipos de D. biggibum e D. phalaenopsis, ambos com 38 cromossomos,

esta no tamanho de trés pares de cromossomos, bem maiores em D. biggibum.

2.3 A poliploidia no melhoramento genético de orquideas

A poliploidia nas plantas ocasiona, geralmente, aumento de tamanho das
estruturas vegetativas (efeito “gigas”), beneficiando a orquicultura, uma vez que
o aumento da variabilidade genética resultou em flores de maior valor comercial,
normalmente de maior tamanho, com conformag¢do mais redonda, maior
contetido de substancias que resultam na intensificacdo da cor e fragrancia,
quando comparadas com as orquideas diploides. Também & uma ferramenta util

na restauracdo da fertilidade de hibridos com problemas na formagdo do



complexo sinaptonémico dos cromossomos durante a meiose (Blumenschein,
1957; Griesbach, 1985; Brieger, 1992; Dressler, 1993; Gao et al., 1996; Toscano
e Moraes, 2002; Fam et al., 2003).

A duplicagdo cromossomica ¢ importante no desenvolvimento de
variedades comerciais melhoradas e hibridos de orquideas (Blumenschein, 1957)
e, por causa das caracteristicas vantajosas das flores poliploides, cruzamentos
entre plantas poliploides sdo freqiientemente realizados por fitomelhoristas.
Assim sendo, a analise citogenética em orquideas é uma importante ¢
imprescindivel ferramenta em programas de mel horamento genético.

Uma série de efeitos morfofisiologicos é esperada pela poliploidizagéo.
O efeito imediato ¢ o aumento do tamanho das células devido ao volume nuclear
maior, conduzindo a uma redu¢do do ntimero de divisdes celulares durante o
desenvolvimento. O conhecido efeito “gigas” encontra-se comumente em 6rgaos
de padrao de crescimento altamente determinado como flores e sementes. As
caracteristicas gerais apresentadas por plantas poliploides incluem folhas e
pétalas mais grossas, firmes ¢ de coloragdo mais escura, estomatos maiores e
menos freqiientes, menor ramificacdo, retardamento no ciclo mitotico e
conseqiiente retardamento de floracdo e frutificagdo (Roth, 1984; Griesbach,
1985; Brieger, 1992; Dressler, 1993; Takamura ¢ Miyajima, 1996; Toscano e
Moraes, 2002).

Geralmente a poliploidiza¢do ¢ induzida para contornar a esterilidade
cromossdmica dos hibridos interespecificos. Entretanto, ela pode também ser
utilizada para induzir a esterilidade. Nesse caso, sdo induzidos niveis de ploidia
impar, em geral triploides ou pentaploides. Individuos com ploidia impar sdo
normalmente estéreis (Guerra, 1989).

As plantas com nivel de ploidia ndo muito elevado (até 6x) sdo mais
interessantes por serem férteis e apenas um pouco mais tardias no

desenvolvimento. Isso porque, apesar das plantas tri e tetraploides serem mais



vigorosas que as diploides normais, ocorre o "efeito de dose" dos genes, onde
até um determinado limite ganha-se vigor e precocidade, mas passado este limite
gasta-se muita energia ¢ tempo na duplicagdo do proprio DNA, o que retarda os
ciclos vitais, que expressa em menor produgdo de biomassa por unidade de
tempo. Plantas com nivel de ploidia muito alto (como as octoploides, por
exemplo) chegam a ser quatro vezes mais lentas para atingir a maturida de, ¢ o

resultado dessa ploidia elevada nem sempre é compensador (Dressler, 1993).

2.4 Obtencao de polipléides artificiais de orquideas

Em plantas, a duplicagdo dos cromossomos pode ser induzida de
diversas maneiras. Ferimento de tecidos com posterior rege neracdo e choques
térmicos eram as técnicas mais antigas (Roth, 1984).

A colchicina, um alcaldide extraido principalmente de bulbos da liliacea
Colchiccum auntumnale (colquico), tem sido usada desde 1937 na indugdo de
plantas polipldides (Havas, 1937), sendo ainda a substidncia mais amplamente
empregada para inducdo de poliploidia em programas de melhoramento genético
de culturas agricolas, espécies florestais e plantas ornamentais (Roth, 1984;
Sharma e Sharma, 1999; Silva et al., 2000).

O mecanismo de agdo da colchicina é conhecido. Ela liga-se
reversivelmente ao dimero de tubulina a e B, causando mudanga conformacional
que impede a polimeriza¢do do fuso mitoético e, conseqiientemente, bloqueia a
célula em metafase. Como os sitios especificos, aos quais a colchicina se liga
aos dimeros a e B, sdo inacessiveis quando a tubulina esta polimerizada na forma
de microtubulos, tal substancia atua na tubulina solivel, impedindo-a de se
polimerizar. Em microtibulos ja formados, a colchicina impede o crescimento
destas estruturas durante a divisdo celular (Mergen e Lester, 1971; Roth, 1984;

Morejohn et al., 1987; Sluder, 1991).



Em orquideas, a colchicina foi usada pela primeira vez em 1947,
surgindo varios relatos sobre a aplicagdo de colchicina em orquideas, mas a
maioria ndo fornece nenhum dado a respeito do nimero de cromossomos
(Arditti, 1992). Esse alcaldide a 0,05% e 0,1% ¢ considerado a substancia mais
eficiente na indugdo de poliploidia de orquideas (Sanguthai et al., 1973;
Griesbach, 1985; Waltrour ¢ Wimber, 1988; Silva et al., 2000; Fam et al.; 2003).
A poliploidia de orquideas ¢ normalmente alcangada tratando protocormos com
colchicina; porém, nem todos os poliploides sdo considerados mais atraentes que
as originais (Fam et al., 2003).

Silva et al. (2000) testaram colchicina a 0,05; 0,10 ¢ 0,20% em
diferentes tempos de exposi¢do ao alcaldide, via cultura de meristema (4 ou 8
dias), para determinar o melhor tratamento para a indugdo de plantas poliploides
da orquidea Cattleya intermedia. Esses autores concluiram que os tratamen tos
com 0,05% e 0,10% de colchicina foram mais eficientes na produgdo de
mixopldides e tetraploides, sugerindo esses tratamentos em programas de
melhoramento genético de orquideas.

Sanguthai et al. (1973) produziram, via cultura de meristema, hibridos
de Dendrobium hexaploides e mixoploides com solugdes de colchicina a 0,05%,
0,10% e 0,15%, sendo a concentracdo mais efetiva de 0,10%. Waltrous e
Wimber (1988), tratando protocormos de Paphiopedilum com colchicina a
0,05%, produziram 55% de plantas tetraploides. Griesbach (1985) obteve 50%
de plantas tetraploides tratando Phalaenopsis com colchicina a 0,05%, porém
por um periodo de tempo mais prolongado (10-14 dias). E recomendado curto
periodo de tratamento com colchicina, ndo excedendo 10 dias (Silva et al., 2000;
Waltrous ¢ Wimber,1988; Sanguthai et al.;1973).

A importancia da colchicina esta relacionada com a sua agdo especifica,
que ¢ a duplicagdo cromossOmica. Entretanto, se ndo for removida em tempo

oportuno, pode provocar anomalias cromossdmicas como delegdo, quebras e



cromossomos atrasados e pegajosos, em conseqiiéncia da despolimerizagdo do
fuso. Em concentragdes elevadas, a colchicina possui efeitos toxicos, gerando
grande mortalidade nas plantas tratadas, sendo que a tolerancia a colchicina
varia entre as espécies (Roth, 1984; Wan et al., 1989; Abreu, 2002; Barbosa,
2004).

O maior problema da indug¢do via colchicina resulta do fato que a
substancia somente atua eficientemente sobre as células que estdo em divisdo.
Desse modo, a poliploidizagdo geralmente ndo atinge todas as células do
material tratado, sendo comum o aparecimento de mixopldides. Em
conseqiiéncia, surge o problema relativo a reversao parcial ou total a condigdo
diploide, apos alguns ciclos de divisdo, principalmente devido a proliferacdo da s
células diploides remanescentes que se multiplicam a taxas superiores aquelas
das células poliploides. Por isso, tem-se variado bastante a forma de aplicagdo
dos indutores de poliploidia, buscando uma maior eficiéncia do tratamento

(Roth, 1984).

2.5 Métodos de determinacgio do nivel de ploidia

A determinagdo do nivel de ploidia, em plantas submetidas a duplica¢do
cromossdmica, pode ser realizada diretamente por meio da contagem do nimero
de cromossomos em células mitéticas ou meiodticas (Guerra, 1989; Vill a, 1995).

No entanto, a analise citogenética exige muita experiéncia do
pesquisador, sendo um procedimento laborioso ¢ demorado, desvantajoso
quando se trata de analises em grande numero de plantas (Qin e Rotino, 1995;
Villa, 1995; Magallanes et al., 1996; Sari et al., 1999).

Existem grandes dificuldades na elaboracdo de protocolos para
preparagdes citologicas em orquideas, devido a grande variabilidade das
caracteristicas morfologicas das espécies. Assim, fica claro o porqué da

literatura conter pequena quantidade de trabalhos que descrevam protocolos,
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como os de Mehlquist (1947), Tanaka e Kamemoto (1980) e Schwarzacher et al.
(1980), que tentaram padronizar uma metodologia eficiente para todas as
espécies de orquideas.

Outro método usado para a identificagdo do nivel de ploidia, também
conhecido como método indireto, é a caracteriza¢do citoanatomica e
morfologica, ou seja, a avaliagdo de determinadas caracteristicas da planta, tais
como os aspectos morfoldgicos, diametro do grdo de polen, nimero de
cloroplastos por par de células-guarda, tamanho e densidade dos estomatos
foliares. Esse método pode ser util para inferir o nivel de ploidia de plantas
submetidas a indugao de poliploidia, sendo a analise estomatica a mais citada na
literatura (Tan e Dunn, 1973; Lleras ¢ Medri, 1978; Medri e Lleras, 1981; Villa,
1995; Vandenhout et al., 1995; Magallanes et al., 1996; Sari et al., 1999; Souza
e Queiroz, 2004).

As analises morfoldgicas e citoanatomicas sdo métodos relativamente
faceis e rapidos para avaliacdo do nivel de ploidia e permitem estimativas de
correlagdes estatisticas (Pehu et al., 1987; Souza e Queiroz, 2004). A associa¢ao
entre o nivel de ploidia e caracteristicas morfoldgicas pode auxiliar na separagao
de plantas polipldides, principalmente porque essas caracteristicas estao
relacionadas com o aumento do tamanho das células, como resultantes da
poliploidizacdo (Lleras e Medri, 1978; Medri e Lleras, 1981; Villa, 1995;
Magallanes et al., 1996; Souza e Queiroz, 2004).

Fam et al. (2003) observaram que plantas tetrapldides do hibrido de
lonocidium “Popcorn” apresentaram folhas maiores e mais vigorosas, com
estdbmatos de maior tamanho e flores também maiores, com coloracdo mais
intensa ¢ de maior vigor, quando comparadas com as diploides. Silva et al.
(2000), que estimaram o nivel de ploidia de Cattleya intermedia através da
analise citogenética e estomatica, observaram que a analise estomatica é segura

na identificagdo de plantas poliploides nessa espécie.
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No entanto, varios autores enfatizaram que os métodos indiretos podem
ser influenciados pelo ambiente e a analise individual de algumas varidveis
podera ocasionar a classificacdo equivocada de determinados genétipos em
relagdo ao nivel de ploidia (Magallanes et al., 1996; Sari et al., 1999; Souza ¢
Queiroz, 2004). Além disso, os métodos indiretos possibilitam apenas distingdo
entre individuos polipldides e diploides, ndo sendo util para detectar, por
exemplo, triploides de tetraploides (Magallanes et al., 1996; Sari et al., 1999).
Mesmo assim, a aplicacdo dos métodos indiretos ¢ importante, uma vez que o
descarte das plantas diploides possibilitara consideravel redu¢do do nimero de
plantas a serem submetidas a analise citogenética, reduzindo custos e acelerando

o processo de sele¢do (Souza e Queiroz, 2004).

2.6 A relacio entre ecologia e poliploidia em orquideas

Os padroes evolutivos na familia Orchidaceae estdo relacionados as
caracteristicas do habitat, especiagdo floral e micotrofia (Benzing, 1987). Essa
familia é predominantemente epifita, possuindo cerca de 30% de seus
representantes com habitats terrestres (Benzing e Atwood, 1984). Entre essas
ultimas predominam grupos mais primitivos (subfamilias Apostasioideaec e
Cypripedioideae), que possuem geralmente habitats terrestres e ambientes
umidos (Félix, 2001).

Em termos citologicos, esses grupos de orquideas mais primitivos se
destacam por apresentar numeros cromossdmicos relativamente baixos.
Curiosamente, as espécies terrestres mais primitivas de Cypripedium (2n=20) e
varias espécies de Cleistes e Pogonia (ambas com 2n=18), possuem
Cromossomos maiores e cariotipo simétrico. As demais orquideas terrestres de
ambientes mésicos e xéricos, bem como as epifitas em geral, ao contrario das
terrestres de ambientes Umidos, possuem cromossomos menores € niveis de

ploidia elevados (Félix, 2001).

12



A natureza poliploide das orquideas terrestres mais evoluidas ou epifitas
parece ter sido precedida pela ocorréncia de niimeros cromossomicos baixos,
como em Cypripedium ¢ na subtribo Pogoniinae. Essas plantas de ambientes
umidos derivaram para ambientes terrestres mais xéricos ou para o epifitismo,
em ambos os casos acompanhados por repetidos ciclos de poliploidia. Orquideas
epifitas que aparentemente reverteram ao habitat terrestre, como nos géneros
Cyrtolaelia e Oncidium, tiveram seu nivel de ploidia ainda mais aumentado
(Felix, 2001). Felix e Guerra (2000) observaram que nos géneros Catasetum ¢
Oncidium, as espécies terrestres e rupicolas apresentaram niveis de ploidia
superiores aqueles das espécies epifitas, sugerindo que a poliploidia pode estar
envolvida na capacidade de retornar ao habitat terrestre.

E amplamente aceito um ancestral terrestre para as orquideas, pelo fato
dos géneros mais primitivos possuirem habitats terrestres. Todavia, a ocorréncia
de raizes com velame, processos elaborados de polinizagdo e sementes
diminutas em espécies terrestres, caracteristicas mais apropriadas ao habitat
epifitico, tem indicado um ancestral epifitico para as orquideas. Em termos
citologicos, o predominio de representantes diploides nos géneros terrestres
primitivos, aparentemente suporta a hipotese do ancestral terrestre para as
orquideas (Félix, 2001).

Funabiki (1976), citado por Roth (1984), trabalhando com diversas
espécies demonstrou, com estudos evolutivos ¢ em experimentos, que
poliploides naturais de muitas espécies surgiram em épocas de estresse
ambiental, como frio ou seca, durante as eras de glaciagdo. Para o meio
ambiente, a poliploidia em orquideas também pode ser vantajosa, por possibilitar
a ocupacdo rapida de novas condigdes ambientais que surgem com variagdes
bruscas no ambiente (Blumenschein, 1957).

Os polipldides podem, em longo prazo, adquirir grande amplitude

ecoldgica através de um efeito “tampao” contra mudangas climaticas (Stebbins,
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1971). Apoiando-se na distribuicdo da ocorréncia de polipldides em espécie
normalmente diploide, Gustafsson (1968), Lleras e Medri (1978) e Medri e
Lleras (1981) sugerem uma relagdo entre a poliploidia e condigdes ecoldgicas,
no sentido de maior valor adaptativo da poliploidia em condi ¢des ambientais
adversas. Em orquideas, a poliploidizagdo também pode provocar alteragdes
quantitativas e qualitativas nos metabolitos secundarios como alcaldides,
terpendides e flavonodides podendo, entre outras coisas, conferir maior
resisténcia a patogenos e herbivoros (Farinaci, 2001).

Farinaci (2001) analisou trés espécies do género Bulbophyllum de
campos rupestres em diversas localidades nos Estados de Minas Gerais, Bahia ¢
Sdo Paulo e observou que a maioria das amostras coletadas era poliploide.
Provavelmente a poliploidia desempenha um papel importante na adaptacdo dos
individuos com relagdo as variagcdes nas restricdes do ambiente em que vivem.
Isto porque os campos rupestres representam um ambiente onde os organismos
estdo sujeitos a variagcdes ambientais de grande amplitude, sendo esta condigdo
ainda reforcada pelo habito rupicola, que limita a disponibilidade de nutrientes e
agua, além da variagcdo entre a temperatura diurna e noturna nas rochas ser
severa.

Assim, a variabilidade resultante da poliploidia ¢ potencialmente
vantajosa, pois ¢ capaz de alterar as caracteristicas genéticas, citologicas,
bioquimicas, fisiologicas ¢ de desenvolvimento dos organismos, gerando
macromutantes que oferecem as populagdes possibilidades de sobrevivéncia as

variagOes de determinados ambientes (Roth, 1984; Farinaci, 2001).

2.7 O acido giberélico no alongamento de plantas

As orquidaceas, cultivadas tanto para produ¢ao de plantas de corte como
de vaso, sdo consideradas as mais antigas espécies ornamentais (Sheehan, 19 83;

Faria e Illg, 1998; Fraguas et al., 2003).
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No entanto, as plantas dessa familia apresentam desenvolvimento muito
lento, requerendo maior periodo de cultivo antes de serem comercializadas. Isso
tem contribuido para o elevado valor unitario de suas plan tas no mercado. Assim
sendo, existe grande interesse na diminui¢do do tempo de formagdo da muda de
orquidea, uma vez que isto acarretaria beneficios, principalmente na redugdo dos
custos.

As giberelinas exercem efeitos positivos no alongamento de caules e
folhas em plantas intactas mediante o estimulo tanto da divisdo quanto do
alongamento celular. A provavel hipotese com relagdo ao mecanismo através do
qual as giberelinas estimulam a expansdo celular, ¢ a hidrolise do amido. Elas
podem gerar a-amilase que hidrolisa o amido, incrementando a producdo de
acucares e elevando a pressdo osmotica do suco celular, fazendo com que maior
quantidade de agua entre nas células e estas sejam expandidas (Cordeiro, 1979;
Pires, 1998).

Em citros, varios trabalhos destacaram o efeito positivo da pulverizagdo
do 4cido giberélico no alongamento do caule, resultando em pléntulas maiores e,
conseqiientemente, reduzindo o tempo para producdao de mudas (Ben-Gad et al.,
1978; Sidahmed, 1978; Muller ¢ Young, 1982; Coelho et al., 1983; Leonel e
Rodrigues, 1996). Resultados semelhantes foram obtidos em plantulas de
girassol (Auras, 1997) e pessegueiro (Casper e Taylor, 1989).

Em orquideas, a giberelina é comumente utilizada no meio de cultura in
vitro visando estimular o desenvolvimento do embrido e também na inducio do
florescimento, mediante pulverizagdo (Chen et al., 1994). Em plantas intactas de
Catasetum fimbriatum cultivadas in vitro, o GA; ndo promoveu aumento dos
pseudobulbos (Suzuki et al., 2004). No entanto, a pulveriza¢do com gi berelina

ainda ndo foi utilizada para o alongamento das plantas intactas de orquideas.
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CAPITULO 2

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Indugdo e identificagdo de poliploides em
Dendrobium nobile Lindl. In: . Inducio de tetrapldides e alongamento
de plantas de Dendrobium nobile Lindl. (Orchidcaeae). 2005. Cap. 2, p. 24-
44. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras

1 Resumo

A inducdo da duplicagdo cromossdmica em orquideas ¢ uma importante
ferramenta em programas de melhoramento genético, pois geralmente promove
aumento no tamanho da flor, a intensificacdo da cor e perfume, bem como a
restauracdo da fertilidade de hibridos raros. Este trabalho objetivou a in dugéo e
identificagdo de poliploides em Dendrobium nobile Lindl. Para a
poliploidizagdo, plantas com altura média de 5,0 cm foram completamente
imersas, no escuro, em solugdo de colchicina a 0,05% e 0,1% por 24, 48, 72 ¢ 96
horas. Sete meses apds o inicio do tratamento, foram avaliados a taxa de
sobrevivéncia, a altura ¢ o didmetro do pseudobulbo, o comprimento ¢ a largura
das folhas e os niveis de ploidia. A determinagdo do nivel de ploidia foi feita por
meio da contagem do numero de cromossomos em células metafasicas.
Verificou-se que o tratamento com colchicina, at¢ um periodo maximo de
imersdo de 96 horas, ndo afetou a sobrevivéncia das plantas tratadas em relagédo
a testemunha. Tetrapldides induzidos (2n = 4x = 76 cromossomos) foram
obtidos apds imersdo das plantas por 72 e 96 horas, nas duas concentragdes de
colchicina testadas. A imersdo das plantas de D. nobile em solugdo de colchicina
a 0,1% por 96 horas induziu maior niimero de plantas tetraploides (29,17%).
Plantas mixoploéides nao foram observadas.

1 Comité orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA (orientador), Prof. Dr.
Daniel Melo de Castro-UFLA e Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro-UFLA.
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2 Abstract

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Polyploidy inductions and identification
in Dendrobium nobile Lindl. In: . Tetraploids induction and elongation
of Dendrobium nobile Lindl. Plants (Orchidaceae). 2005. Cap. 2, p. 24-44.
Thesis (Doctorate in Crop Science) — Lavras Federal University, Lavras !

The induction of the chromosomal duplication is an important tool in plant
breeding programs, since it is usually promotes the increase of flower size, color
and essence enhancement, as well as the restoration of the rare hybrids fertility.
This research aimed at the induction and polyploidy identification in
Dendrobium nobile Lindl. For the poliploidy induction, plants with medium
height of 5.0 cm were completely submerged, in the darkness conditions, in
0,05% and 0,1% colchicine solutions for 24, 48, 72 and 96. Seven months later,
they were evaluated the survival rate, the height and diameter of the pseudobulb
and the ploidia levels. The ploidy level determination was made through the
chromosomes counting in the metaphase cells. It was verified that the colchicina
treatment, until a maximum period of immersion of 96 hours, did not affect the
survival of the treated plants regarding the control. The induced tetraploids
plants (2n = 4x = 76 chromosomes) were obtained after 72 and 96 hours of
immersion periods at the colchicine concentrations tested. The immersion of D.
Nobile plants on the 0,1% colchicine over 96 hours induced more tetraploids
plants. Mixoploids plants not being observed.

! Guidance committee: Moacir Pasqual - UFLA (Major Professor), Daniel Melo
de Castro — UFLA and Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro.
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3 Introducgao

Dendrobium nobile Lindl. (olho de boneca) ¢ uma das orquidaceas mais
populares do Brasil, ocupando posi¢ao de destaque no mercado de plantas de
corte e de vaso. Sdo citados mais de quinze cultivares, nas quais varia o tamanho
e a cor das flores (Campos, 2000).

O consideravel interesse pelo género Dendrobium ¢ devido a sua larga
distribuicdo  geografica, crescimento em diferentes habitats, cultivo
relativamente simples e, principalmente, ao grande valor floristico de seus
hibridos e volume expressivo de comercializagdo (Jones et al., 1998).

A poliploidia nas plantas ocasiona, geralmente, um aumento em
tamanho das estruturas vegetativas, o que ¢ chamado por alguns autores de
“gigantismo”. Por isso, a poliploidia beneficiou a orquicultura, uma vez que o
aumento da variabilidade genética resultou em flores de maior valor comercial,
normalmente de maior tamanho, com conformacdo mais redonda e maior
contetido de substancias que resultam na intensificagdo da cor e fragrancia,
quando comparadas com as orquideas diploides. Também é uma ferramenta 0til
na restauracdo da fertilidade de hibridos com problemas de pareamento dos
cromossomos durante a meiose (Griesbach, 1985; Brieger, 1992; Dressler, 1993;
Gao et al., 1996; Toscano ¢ Moraes, 2002; Kim ¢ Kim, 2003; Fam et al., 2003).
Por essas caracteristicas vantajosas, os melhoristas selecionam e realizam
cruzamentos entre plantas poliploides. Assim sendo, a andlise citogenética de
orquideas ¢ uma importante e imprescindivel ferramenta em programas de
melhoramento genético.

Entretanto, o efeito “gigas”, aumento das estruturas vegetativas, nem
sempre ¢ observado entre plantas com diferentes niveis de ploidia. Silva et al.
(2000) observaram que todas as plantas de Cattleya intermedia tratadas com

colchicina, indiferente do nimero de cromossomos, apresentaram crescimento
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vigoroso e maior intensidade de coloracdo das folhas quando comparadas com
as plantas testemunhas.

Esse fendmeno pode ser explicado pelo trabalho de Webster ¢ Davidson
(1969) que observaram que a duragdo do ciclo mitético em raizes de Vicia faba
pode ser influenciada pela ag¢do da colchicina, que parece ter efeito similar as
citocininas. Segundo Ruiz e Vasquez (1982), a colchicina adicionada ao meio de
cultura modifica a relagdo auxina/citocinina, aumentando a populagao de
células.

Farinaci (2001), que avaliou individuos dipldides e tetraploides naturais
de Bulbophyllum ipanemense, ndo observou qualquer modificagdo morfoldgica
visualmente associada a poliploidia, nem mesmo o aumento no tamanho dos
individuos.

Em trabalhos de poliploidizacdo em orquideas, a colchicina ¢ a
substancia mais empregada e os meristemas sdo os materiais biologicos
comumente utilizados. Porém essa metodologia ¢ inadequada para a duplicagao
cromossOmica de varias plantas por proporcionar elevada mortalidade,
conseqiiente da toxicidade da colchicina e do pequeno tamanho do explante que
ndo permite um pegamento eficiente (Sanguthai et al., 1973; Griebach, 1985;
Waltrous ¢ Wimber, 1988; Silva et al., 2000; Kim ¢ Kim, 2003; Fam et al.,
2003; Barbosa, 2004). Por isso, a variagao do material botanico a ser utilizado,
bem como a varia¢do da concentracdo ¢ do tempo de exposicdo e as formas de
aplicagdo da droga, tornam-se requisitos indispensaveis em programa de
melhoramento genético, visando a duplicagdo cromossomica.

Pouco ainda se sabe a respeito da cariomorfologia das espécies desta
familia, que é a maior do reino vegetal (Tanaka ¢ Kamemoto, 1980; Vosa,
1983). Schwarzacher et al. (1980) estimaram que, das 35.000 espécies existentes

de orquideas, somente 5% foram analisadas citogeneticamente.
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O pequeno volume de informagdo deve-se a dificuldade de obtencdo de
preparagdes citologicas de boa qualidade, que permitam o espalhamento e a
diferenciagdo linear dos cromossomos, possibilitando a identificacdo de
centrdmeros, das constrigdes secundarias e dos satélites. Isso é devido ao fato
que, em orquideas, geralmente ¢ dificil interromper a formacdo do fuso mitotico
por meio dos pré-tratamentos comuns. Algum progresso foi feito, nos ultimos
anos, pela introdugdo dos métodos de esmagamento e maceragdo dos tecidos
com enzimas que degradam a parede celular. Apesar da inevitavel desvantagem
do alto niimero de cromossomos de tamanho muito pequeno, a citologia das
orquideas tem grande potencial nos estudos de afinidades taxonOmicas, relagdes
evolucionarias ¢ em programas de melhoramento genético (Tanaka e
Kamemoto, 1980; Dematteis e Davifia, 1999; Farinaci, 2001).

Embora os primeiros registros sobre o niimero cromossdmico das
espécies de Dendrobium datem de 1929, atualmente ha pouca informacao
citogenética publicada para esse género, que normalmente apresenta niimeros de
cromossomos uniformes de 2n=2x=38 (Shindo ¢ Kamemoto, 1963; Wilfret e
Kamemoto, 1969, 1971; Wilfret et al., 1979; Mehra e Kashyap, 1989; Index,
1994; Jones et al., 1998). Cromossomos B foram descritos para poucas espécies
desse género (Love et al., 1970; Mehra e Kashyap, 1989).

Considerando que a poliploidia nas plantas pode resultar em flores de
maior valor comercial € que o género Dendrobium é muito popular no Brasil,
esse trabalho objetivou a indugdo e identificacdo de poliploides em Dendrobium

nobile Lindl.
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4 Material e Métodos

4.1. Local

A pesquisa foi conduzida em casa-de-vegetagdo pertencente ao
Laboratorio de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura e no
Laboratorio de Citogenética do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras, localizada no municipio de Lavras, Minas Gerais, no periodo

de janeiro de 2003 a margo de 2004.

4.2 Material genético

As plantas de D. nobile diploides (2n = 38 cromossomos), com altura
média de 5,0 cm ¢ 3 folhas foram obtidas de um orquidario particular em
Lavras-MG. A confirmagdo do nivel de ploidia, via analise citogenética, foi feita

de acordo com Vichiato et al. (2004).

4.3 Poliploidizacao

Plantas de D. nobile diploides (2n = 38 cromossomos) tiveram as raizes
aparadas para permanecerem com 1,0-1,5 cm de comprimento.

Em dois recipientes com capacidade para 5 litros, as plantas foram
totalmente imersas em solugdo aquosa de colchicina a 0,05% e 0,1% por
periodos de 24, 48, 72 e 96 horas. O tratamento testemunha constou de 24
plantas ndo imersas em solucdo de colchicina. Durante o periodo de imersao, as
plantas permaneceram no escuro, a temperatura ambiente. Objetivando prevenir
danos as plantas por deplegcdo de oxigénio, utilizou-se borbulhamento de ar
constante, por meio de bombas aeradoras de aquario doméstico. Para aumentar a

eficiéncia da colchicina foi adicionado Tween-80 a 0,01% (Roth, 1984).
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Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com n ove tratamentos
e 24 repeti¢cdes, com uma planta por parcela, perfazendo um total de 216
parcelas, sendo 192 tratadas com colchicina.

Depois de transcorrido cada tempo de tratamento com colchicina, as
plantas foram lavadas cuidadosamente em agua corrente p or 20 minutos € em
agua destilada por 5 minutos, para remover o excesso de colchicina. Em seguida,
foram devidamente identificadas e plantadas em vasos de polietileno preto com
volume de 500 cm’, contendo fibra de xaxim como substrato.

As plantas foram transferidas para a casa de vegetagdo, sobre bancadas
metalicas, onde permaneceram por sete meses. A irrigagdo foi feita de acordo
com as condi¢gdes de umidade do substrato sendo, em média, quatro vezes por
semana. Dois meses apos os tratamentos de poliploidizacdo, efetuou-se
adubagio basica semanal com o fertilizante Biofert Plus ® na concentragio de 5,0
mL. L' por meio de pulverizagdo foliar (Aratijo, 2004). Foi feita a aplicagdo de
2mL da solugado por planta.

4.4 Analise citogenética

A determinagdo do nivel de ploidia foi realizada através da contagem de
cromossomos, sete meses apds o inicio do experimento. Para isso, apices de 1
cm de 5 raizes por planta de D. nobile foram pré-tratados em agua gelada, com
temperatura proxima a 0°C, por 24 horas.

Apds o pré-tratamento, as raizes foram fixadas em solugdo recém-
preparada de acido acético: cloroférmio: etanol 95% (1:3:6) a 4 °C por 24 horas ¢
transferidas para alcool 70%, onde permaneceram armazenadas a 4°C, em
refrigerador.

Posteriormente, o material foi submetido a técnica de esmagamento
convencional, sendo as raizes lavadas, por trés vezes, em agua deionizada por

um periodo de 10 minutos. A hidrdlise da parede celular foi feita utilizando -se
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HCI 1IN por 30 a 40 minutos, dependendo da espessura da raiz, em banho -maria
a 60°C. Apos essa etapa, as raizes foram imersas em dgua deionizada gelada por
1 minuto para interrup¢do da reagdo de hidrolise e, posteriormente, submetidas a
agua deionizada a temperatura ambiente.

A extragdo e fragmentacdo do meristema foram feitas sob microscopio
estereoscopio e a montagem da ldmina por esmagamento em acido acético 45%.
A colorag@o foi feita com solucdo de Giemsa a 3% com tampao fosfato pH 6,8
por 10 minutos ¢ a fixacdo da laminula foi feita com Entellan *.

A observacdo e analise das laminas foram feitas com uso de microscépio
Olympus BX 60, sob iluminagdo de campo claro, usando objetiva de aumento de
100 vezes (imersdo em 6leo).

A andlise do efeito dos diferentes tratamentos na poliploidizagdo de D.
nobile foi feita em pelo menos trés ldminas por tratamento, levando em conta o
acumulo de metafases, o espalhamento ¢ a morfologia dos cromossomos. Foram

avaliadas, em média, 50 metafases por lamina.

4.5 Avaliacoes e analises estatisticas

Sete meses apo6s o inicio do experimento, avaliaram-se as seguintes
caracteristicas: taxa de sobrevivéncia, altura do pseudobulbo (medida com régua
e expressa em cm), o didmetro do pseudobulbo (medido com paquimetro digital
e expresso em mm), a largura ¢ o comprimento da folha (medido com
paquimetro digital e expresso em cm) e o nivel de ploidia (obtido pela contagem
do numero de cromossomos em células metafasicas). Os resultados obtidos
nessas avaliagdes foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas através do teste de Scott Knott a 1% de probabilidade utilizando-se
o programa Sisvar (Ferreira, 2000). Para a varidvel numero de polipldides foram

ajustadas equacdes de regressao polinomial em fung@o das doses de colchicina e
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dos tempos de imersdo, utilizando dados transformados para +/x + 1, utilizando

nivel de significancia de 5% de probabilidade para o teste F.
5 Resultados e Discussiao

5.1 Sobrevivéncia das plantas de Dendrobium nobile

A metodologia testada nesse trabalho promoveu 100% de sobrevivéncia
nas plantas de D. nobile em todos os tratamentos. Concordando com Roth
(1984), em termos de sobrevivéncia, esse resultado ¢ satisfatorio em comparacgéo
a outros métodos de poliploidizacdo in vitro conhecidos, envolvendo a aplicagao
de colchicina e descritos na literatura (Sanguthai et al., 1973; Griebach, 1985;
Waltrous e Wimber, 1988; Silva et al., 2000; Kim ¢ Kim, 2003; Fam et al.,
2003). Isso ¢ importante porque a baixa sobrevivéncia das plantas, em
conseqiiéncia da toxidez da colchicina, ¢ um dos obstaculos para os
fitomelhoristas (Roth, 1984; Wan et al., 1989; Abreu, 2002; Kim e Kim, 2003).

A auséncia de morte em plantas de D. nobile tratadas com colchicina,
sugere que essa orquidea possui maior resisténcia aos efeitos nocivos do
alcaldide. Silva et al. (2000) observaram que, para o mesmo tratamento, clones
de variedades diferentes de Cattleya intermedia apresentavam diferentes
respostas para a taxa de mortalidade, indicando um possivel efeito do genotipo
na resisténcia a colchicina. Comportamentos semelhantes foram observado s em

clones CO,, DO, e BO, de Eucalyptus urophylla (Roth, 1984).

5.2 Caracteristicas das plantas duplicadas

As plantas diploides deste trabalho apresentaram, até o sétimo més apos
o inicio do tratamento com colchicina, maior altura (125,81%), maior didmet ro
do pseudobulbo (96,44%), com folhas 73,18% maiores e¢ 50% mais largas

quando comparadas com as folhas tetraploides (Figura 1, Tabela 1). As plantas
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polipléides de D. nobile também expressaram desenvolvimento lento e pouco

vigoroso com raizes reduzidas, mas com folhas de coloragdo e textura normais

(Figura 1).

FIGURA 1- Plantas de Dendrobium nobile Lindl. sete meses apos tratadas com
colchicina: A: diploide (38 cromossomos); B: tetraploide induzido
(76 cromossomos). Barra = 10 cm. UFLA, Lavras-MG, 2005.

TABELA 1-Altura da planta (AP), diametro do pseudobulbo (DP), comprimento
(CF) e largura da folha (LF) em plantas diploides e tetrapldides
induzidos de Dendrobium nobile Lindl. UFLA, Lavras—MG, 2005.

Nivel de ploidia AP (cm) DP (mm) CF (cm) LF (cm)

Dipléide 11,2a 6,07 a 9,30 a 24a
Tetrapléide 496 b 3,09b 5,37b 1,6 b
CV(%) 22,72 22,31 8,2 6,4

* Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo Teste Skott Knott a 1% de
probabilidade.

Esse comportamento também foi observado por Vandenhout et al.

(1995) e Gao et al. (1996). O efeito “gigas”, aumento das estruturas vegetativas,
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encontra-se comumente em Orgdos de padrdo de crescimento altamente
determinado como flores e sementes (Roth, 1984; Dressler, 1993) e, por isso,
nem sempre ¢ observado entre plantas com diferentes niveis de ploidia. Assim
sendo, em trabalhos com duplicagdo cromossdmica, o crescimento mais
vigoroso das plantas ndo pode ser classificado como indicador morfologico de
poliploidia.

As caracteristicas das plantas poliploides de D. nobile sio,
provavelmente, conseqiientes da dosagem génica dobrada. O efeito
morfofisioldgico imediato da poliploidizacdo ¢ o aumento do tamanho das
células devido ao maior volume nuclear. Conseqilientemente, gasta-se mais
tempo e energia na duplicagdo do proprio DNA (Dressler, 1993), e isso conduz a
uma reducdo do nimero de divisdes celulares durante o desenvolvimento,
causando retardamento no ciclo mitético e nos ciclos vitais, que expressa em
menor producdo de biomassa por unidade de tempo (Roth, 1984; Griesbach,
1985; Brieger, 1992; Dressler, 1993; Takamura ¢ Miyajima, 1996; Toscano e
Moraes, 2002).

5.3 Metodologia e analise citogenética

A agua gelada por 24 horas, utilizada como pré-tratamento para nado
afetar os resultados dos tratamentos com colchicina, favoreceu o acimulo de
metafases no tecido meristematico de raizes de D. nobile e forneceu
cromossomos com muitas aderéncias, bastante condensados e, portanto, de
tamanho muito reduzido (Figura 2), caracteristicas também observadas por Lim
e Jones (1982), Mondin (1998), Felix (2001) e Farinaci (2001). Isso dificultou a
visualizag@o precisa do centrdmero, impossibilitando a utilizagdo mais extensiva

da morfologia cromossOmica como parametro citologico.
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FIGURA 2 -Metafases mitoticas de Dendrobium nobile Lindl.: A) dipléide (38
cromossomos); B) tetraploide induzido (76 cromossomos). UFLA,
Lavras-MG, 2005. Barra =5 um.

A agua gelada promoveu nos apices radiculares os mesmos efeitos de
outras substancias despolimerizadoras das fibras do fuso, como a colchicina, a
ciclohexamida e 8-hidroxiquinoleina, concordando com Ostergren (1944),
Mondin (1998) e Silva et al. (2000).

A dificuldade de bloquear o fuso mitdtico através dos pré -tratamentos
comuns, provavelmente pela morfologia das raizes epifitas, ¢ o pequeno
tamanho dos cromossomos das orquideas prejudicaram a obten¢ao de um bom
espalhamento das células, o que também foi observado por Lim e Jones (1982),
Silva et al. (2000), Felix (2001) e Farinaci (2001). Mesmo assim, foi possivel
determinar o nimero cromossdémico de D. nobile. As plantas testemunhas e nao
poliploidizadas de D. nobile apresentaram 2n = 38 cromossomos ¢ as plantas

poliploides eram tetraploides induzidos, com 2n = 76 cromossomos (Figura 2).
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Apesar da pouca informagdo citogenética publicada para essa espécie,
esse resultado ¢ condizente com a literatura que mostra que D. nobile apresenta
nimeros de cromossomos uniformes de 2n=2x=38 (Jones, 1982; Karassawa e
Hashimoto, 1980).

Nesse trabalho também foi observado que raizes de D. nobile respondem
diferentemente ao tipo de fixador usado. Quando as raizes foram fixadas em
solugdo recém-preparada de Carnoy — metanol (ou etanol): acido acético (P.A.)
na proporg¢do de 3:1, onde permaneceram por 24 horas, observou -se que, apesar
dos tecidos apresentarem células com um grande numero de divisdes, poucas
foram as metafases de qualidade. Os cromossomos dessas células apresentaram
grande aglomeragdo, o que inviabilizou a contagem dos mesmos. Resultados
positivos foram observados quando as raizes de D. nobile foram fixadas em
solucdo recém-preparada de acido acético: cloroformio: etanol 95% (1:3:6). Esse
fixador também foi usado com sucesso em raizes de Cattleya intermedia (Silva
et al., 2000).

Segundo Mondin (1998) e Dietrich (1986), a morfologia dos
cromossomos metafasicos também pode ser alterada pela fixagdo, sendo que
pouca atengdo tem sido dada a essa etapa da metodologia. Dietrich (1986)
demonstrou que, em cromossomos humanos, o formaldeido promoveu o
aparecimento de cromossomos alongados com material fino distribuido ao seu
redor. A morfologia assemelhou-se a da configuragdo do corpo protéico ¢ a
distribuicdo do DNA pela eliminagdo das histonas. Em plantas, pouco foi

descrito sobre o efeito da fixa¢do sobre a morfologia dos cromossomo s.

5.4 Analise do nimero de tetraploides induzidos

Observou-se interagdo significativa do tempo de tratamento com a

concentracdo de colchicina (Tabela 2).
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TABELA 2 - Resumo da analise de varidncia do nimero de tetraploides
induzidos de Dendrobium nobile Lindl. em duas concentragdes
colchicina e 5 periodos de imersdo. UFLA, Lavras —-MG, 2005.

Fonte de Variacao GL QM
Tratamento 8 0,2289 **
Tempo (T) 3 0,4574 **

% Colchicina (C) 1 0,1507 **
TXC 3 0,0563 **
Fatorial X Adicional 1 1,5291 **
Residuo 27 0,0139
TOTAL 35
C.V. (%) 10,03%

**Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade.

A duplicagdo cromossomica em plantas de D. nobile somente foi
possivel nos tratamentos por 72 e 96h, nas duas concentragdes de colchicina
testadas (Tabela 3). Tempos maiores de exposicdo em solugdo de colchicina
também favoreceram a obtencdo de poliploides em hibridos de Dendrobium
cultivados in vitro (Sanguthai et al., 1973), Phalaenopsis (Griesbach, 1981) e
Cattleya intermedia (Silva et al., 2000).

TABELA 3- Percentagem de plantas tetraploides induzidas obtidas com
tratamento de Dendrobium nobile Lindl. com duas
concentracdes colchicina ¢ 4 tempos de imersdo. UFLA,
Lavras -MG, 2005.

Tempo (horas)

Colchicina (%) 24 48 72 96
0,1 0,0a 0,0a 12,5% a 29,17% a
0,05 0,0a 0,0a 8,33% Db 16,67% b

*Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.
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Desdobrando-se a interagdo tempo em cada nivel de colchicina, foram
observados efeitos dos tempos de tratamento a partir de 72 h, nas duas
concentracdes testadas (Figura 3), obtendo-se maior média de plantas
tetraploides com solugéo de colchicina a 0,1%.

Assim, fica evidente que a concentragdo de colchicina e o tempo de
imersdo foram diretamente proporcionais a freqiiéncia de tetraploid es induzidos
em D. nobile, nas condigdes deste experimento. Isso sugere que, em
experimentos semelhantes, doses mais altas de colchicina e/ou intervalos de
tempos maiores possibilitam maior percentagem de poliploides. Griesbach
(1981) obteve 50% de Phalaenopsis tetrapldides utilizando colchicina a 0,05%
por 10 a 14 dias. Em Cattleya intermedia, a maior média de plantas polipldides

foi obtida com solugdo de colchicina a 0,1% por 8 dias (Silva et al., 2000)

18 -
16
14 -
12 -

y 0,1% =0,9971 - 0,0035 x + 0,0001x?

0.8 A
0,6 y 0,05% = 0,9379 + 0,0035x
04 R?2=0,80
0,2 A
O T T T 1
0 24 48 72 96

Tempo (h)
—_—0,1% - - = -0,05%

N° de polipléides

FIGURA 3 - Numero médio de plantas poliploides obtidas com tratamento de
Dendrobium nobile Lindl. com duas concentragdes colchicina por
5 periodos de tempo. UFLA, Lavras — MG, 2005. (Dados
transformados para /x + 1 ).
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Das 192 plantas de D. nobile tratadas com colchicina, 16 (8,33%) eram
tetraploides. Sanguthai et al. (1973) observaram que 40% das plantas de
Dendrobium que sobreviveram aos efeitos da colchicina eram poliploides. Silva
et al. (2000), que cultivaram protocormos de dois clones de Cattleya intermedia,
conseguiram, das plantas sobreviventes, 13% e 36% de tetraploides. Esses
resultados sugerem que a solug@o de colchicina adicionada ao meio de cultura de
meristema ¢ mais eficiente na indu¢do de poliploidia em orquideas do que a
imersdo das plantas intactas. Barbosa (2004) realizou a indugdo de poliploidia
em hibridos de capim-elefante e milheto cultivo in vitro ¢ in vivo e observou que
o cultivo in vitro facilitou tanto a indug@o de duplicagdo cromossdmica quanto a
obtencgdo e proliferacdo de raizes.

Mixoploides, muito comuns em trabalhos de poliploidizagdo, ndo foram
encontrados. Esse fato pode ser explicado pelo maior intervalo de tempo entre o
dia do tratamento a avaliagdo citogenética, que foi de 210 dias. Silva et al.
(2000), que, avaliaram dois clones de Cattleya intermedia aos 120 dias ap6s os
tratamentos, detectaram 9% e 13% de plantas mixopléides. Apesar de nao
existirem dados exatos quanto ao tempo necessario para a avaliacdo do nivel de
ploidia, sabe-se que a planta tratada com colchicina esta apta para ser avaliada
quando sofreu inumeras divisdes celulares, apresentando raizes, folhas e
pseudobulbo novos e desenvolvidos. Obviamente, esse periodo de tempo varia
entre as espécies e, como o desenvolvimento das orquideas ¢ muito lento, exige

maior intervalo de tempo.
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6 Conclusoes

A inducdo de poliploidia em Dendrobium nobile Lindl., mediante
imersdo das plantas em solu¢do de colchicina ¢ satisfatoria, obtendo maior
numero de individuos poliploides (29,17%) na concentragdo 0,1% por 96 horas.

A imersdo em solucdo de colchicina a 0,05% e 0,1%, até um periodo
maximo de 96 horas, ndo afeta a sobrevivéncia das plantas até os sete meses

apos o tratamento.
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CAPITULO 3

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Analises estomatica e de crescimento em
plantas dipldides e tetraploides induzidos de Dendrobium nobile Lindl. In:

. Indugdo de tetrapléides e alongamento de plantas de Dendrobium
nobile Lindl. (Orchidaceae). 2005. Cap.3, p. 45-65. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras !

1 Resumo

Este trabalho objetivou comparar plantas diploides (2n=2x=38) e tetraploides
induzidas (2n=4x=76) de Dendrobium nobile Lindl., mediante analises
estomaticas e de crescimento. Para a analise estomatica em microscopia de luz,
foram coletadas folhas completamente expandi das do 3° no, fixadas em FAA 5y ¢
submetidas aos procedimentos usuais em microtécnica vegetal. Os cortes
paradérmicos foram corados com safranina 1%. Foram avaliados a freqiiéncia
estomatica, a freqii€ncia das outras células epidérmicas, o indice estomatico, os
didmetros polar e equatorial dos estdmatos e a relagdo entre o didmetro polar e o
didmetro equatorial. Para a descri¢do dos estomatos em microscopia eletronica
de varredura, as folhas, nas m esmas condigdes descritas para a microscopia de
luz, foram cortadas em segmentos de 2cm x 2cm, fixadas em solugdo aquosa de
Karnovsk, pos-fixadas com solugdo aquosa de tetroxido de oOsmio 1% e
desidratadas até o ponto critico. Posteriormente, o material aderido a blocos
especiais (“stubs”) e recoberto com ouro metali co, sendo em seguida observado
ao microscopio eletrénico de varredura. Para a analise de crescimento nas
plantas utilizadas nas analises estomaticas, foram avaliados a altura ¢ o didmetro
do pseudobulbo ¢ a largura e comprimento das folhas. D. nobile apresentou
estomatos elipticos, com laterais gradualmente inclinadas, sendo o tamanho dos
estomatos inversamente proporcional ao nivel de ploidia. As plantas tetraploides
induzidas apresentaram menor crescimento que as diploides. Portanto, em D.
nobile foi possivel distinguir plantas diploides das plantas tetraploides induzidas
utilizando a analise estomatica e de crescimento.

' Comité orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA (orientador), Prof. Dr.
Daniel Melo de Castro-UFLA e Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro-UFLA.
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2 Abstract

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Stomatal and growth analysis in diploids
and induced tetraploids plants of Dendrobium nobile Lindl.. In:
Tetraploids induction and prolongation of plants of Dendrobium nobile
Lindl. (Orchidaceae). 2005. Cap. 3, p. 45-65. Thesis (Doctorate in Crop
Science) — Federal University of Lavras, Lavras

This work aimed to compare diploid (2n=2x=38) and induced tetraploids
(2n=4x=76) plants of Dendrobium nobile Lindl through stomatal and growth
analisys. For the stomatal analysis in light microscopy, completely expanded
leaves of the third knot were collected, fixed in FAA 5o and submitted to the
usual procedures in plant microtechnique. The paradermic sections were staining
in 1% safranine. They were evaluated the stomatal frequency, the number of the
epidermal cells other ones, the stomatal index, the polar and equatorial diameters
of the stomata and the polar and the equatorial diameter relationship. For the
stomatal analysis through scanning electron microscopy, leaves in the same
conditions described for the light microscopy were cut in 2 X 2 cm segments,
fixed in Karnovisk solution, pos-fixed with 1% osmium tetroxide aqueous
solution, and dehydrated until the critical point. Further, the material was stuck
to special blocks (“stubs") and covered with a metallic gold layer being observed
soon after to the scanning electron microscopy. For the growth analysis in the
plants used in the stomatal analysis, they were evaluated the height and the
diameter of the pseudobulb and the width and length of the leaves. The D. nobile
plants presented elliptic stomata with lateral gradually tilted, being the stomatal
size inversely proportional at the ploidy level. The induced tetraploids plants
presented smaller growth than the diploid ones. Therefore, in the D nobile it was
possible to discriminate diploid plants from the induced tetraploids plants using
the stomatal and growth analysis.

! Guidance committee: Moacir Pasqual - UFLA (Major Professor), Daniel Melo
de Castro — UFLA and Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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3 Introducao

Em experimentos de duplicagdo cromossOmica, a determinagdo do nivel
de ploidia deve ser preferencialmente através da contagem de cromossomos,
cujo método ¢ laborioso ¢ demorado, sendo desvantajoso quando se trata de
analises em grande nimero de plantas.

Outro método usado para a identificagdo do nivel de ploidia, também
conhecido como método indireto, é a caracteriza¢do citoanatomica e
morfologica, ou seja, a avaliagdo de determinadas caracteristicas da planta, tais
como aspectos morfologicos, didmetro do grao de polen, numero de cloroplastos
por par de células-guarda, tamanho ¢ densidade dos estomatos foliares. Esse
método pode ser util para inferir o nivel de ploidia de plantas submetidas a
inducdo de poliploidia, sendo a andlise estomatica a mais citada na literatura
(Vandenhout et al., 1995; Magallanes et al., 1996; Sari et al., 1999; Souza ¢
Queiroz, 2004).

A analise estomatica ¢ uma metodologia facil e simples, que possibilita a
identificacdo entre supostos poliploides e as testemunhas diploides de um
ensaio, através da contagem e medi¢do comparativa de estomatos, uma vez que
o comprimento dos mesmos normalmente aumenta com o numero de
Cromossomos.

No entanto, alguns autores enfatizam que a analise estomatica nem
sempre € eficiente e segura, devido aos efeitos genéticos e da analise individual
de algumas variaveis, que podem ocasionar a classificagdo equivocada de
determinados gendtipos em relagdo ao nivel de ploidia ( Vandenhout et al., 1995;
Magallanes et al., 1996; Duren et al., 1996; Sari et al., 1999; Souza e Queiroz,
2004). Como o crescimento ¢ desenvolvimento de uma folha sdo comandados

por varios meristemas, funcionando simultdnea ou seqliencialmente, em
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trabalhos de poliploidizacdo ¢ evidente a dificuldade em se fazer com que a
colchicina, um duplicador do numero de cromossomos, afete todos esses
meristemas, localizados em diferentes pontos topograficos da gema e
funcionando em momentos diferentes, mesmo considerando apenas uma gema
isolada (Roth, 1984). Além disso, a folha é a estrutura de maior plasticidade do
vegetal e a que mais se modifica em resposta as alteragdes ambientais (Morretes
e Ferri, 1959; Lleras, 1977; Alves et al., 2001).

Heichel (1971) realizou cruzamentos entre duas linhagens de milho com
freqiiéncia estomatica diferentes e concluiu que, pelos padrdes de segregagao, as
freqiiéncias estomaticas e das células epidérmicas estdo sob controle de um
mesmo sistema genético. Segundo esse autor, o controle genético da variagdo na
freqiiéncia estomatica possibilita a modificacdo da condutincia da folha para
controlar a perda de agua, a absor¢ao de gas carbonico e de poluentes gasosos
nas folhas.

Motonobu et al. (1997) e Kim e Kim (2003) observaram que o nimero
de estomatos em crisantemo e Cymbidium, respectivamente, foi diretamente
proporcional ao nivel de ploidia e que o tamanho dos estdmatos ndo variou entre
as plantas de diferentes niveis de ploidia.

A analise estomatica em D. nobile também nao ¢ segura na identificagdo
de diferentes niveis de ploidia, uma vez que a endopoliploidia ¢ freqiiente no
género, explicando o porqué da alta percentagem de variagdo somaclonal em
plantas micropropagadas por folhas (Jones ¢ Kuehnle, 1998).

A endopoliploidia é 0 modo mais comum de poliploidizagdo em plantas,
podendo ser encontrada em muitos tipos de células, especialmente naquelas que
estdo sofrendo diferenciacdo ¢ expansdo (Larkins et al., 2001). Dessa forma, ¢
possivel que a endopoliploidia mantenha uma estreita relagdo entre tamanho da

célula e tamanho do seu nucleo.
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Jones e Kuehnle (1998), mediante citometria de fluxo em folhas de D.
nobile, observaram que o contetido de DNA variou nas folhas maduras (2C, 4C,
8C ¢ 16C) ¢ jovens (2C, 4C e 8C), predominando 8C nas maduras ¢ 2C nas
folhas jovens. A endopoliploidia também foi observada em espécies do género
Vanda (Lim e Loh, 2003), Spathoglottis (Raghaven e Goh, 1994) e Cymbidium
(Nagl, 1972).

Alguns autores sugerem que a freqiiéncia da endopoliploidia varia de
acordo com os niveis de auxina, citocinina, acido abscisico e giberélico (Meyers
et al., 1990; Artlip et al., 1995; Valente et al., 1998). Ha evidéncia que estes
reguladores de crescimento afetam diretamente a expressdo de genes
fundamentais que regulam o ciclo celular (Frank e Schmiilling, 1999).

Auras (1997) observou que o tamanho, o indice estomatico e a
densidade estomatica variaram em fungdo dos efeitos do acido giberélico e do
retardante paclobutrazol (PBZ) em girassol. Os resultados foram relacionados
com variagdes ontogenéticas, sugerindo que a giberelina tem alguma
participagdo ativa no controle da morfogénese das folhas. No girassol sob efeitos
de PBZ, as folhas ndo se expandiram até o tamanho original e a area foliar foi
reduzida, apresentando maiores indices estomaticos adaxiais e abaxiais, devido
ao aumento no numero de estdmatos por unidade de area.

Auras (1997) também sugere que a giberelina desempenha algum papel
no crescimento das células-guarda, uma vez que o comprimento dessas nas
superficies abaxial e adaxial foi reduzido com a aplicagdo do retardante.
Segundo Raven et al. (2001), o acido giberélico causa alongamento das células
da folha pelo aumento da plasticidade da parede celular, levando a um aumento
na captacdo de agua e, assim, aumentando a pressdo de turgescéncia.

Fosket (1994) afirma que a formagdo de células-guarda ocorre somente
no final do desenvolvimento foliar e que esta relacionada com o ntimero de

divisdes celulares que ocorreram na protoderme, tecido meristematico primario
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que origina a epiderme. Segundo Ticha (1982), existe um mecanismo regulador
da produgdo de estomatos que parece ter como referéncia o tamanho foliar final
e/ou o tempo necessario para atingi-lo. Portanto, o mecanismo regulador da
diferenciagdo nas folhas pode ser bioquimica e fisiologicamente reprogramado e
a producdo de estomatos pode ser prolongada, durante o reajuste, ocasionando
indices estomaticos mais altos (Auras, 1997).

Os estomatos de D. nobile estdo localizados somente na superficie
abaxial da folha (Vichiato et al.,, 2004a). Existem varias modificagdes no
formato dos estdmatos em orquideas, incluindo eliptico, circular,
transversalmente eliptico e angular. Em Dendrobium somente ndo foi
encontrado o formato angular dos estomatos (Yukawa et al., 1992).

Segundo Yukawa et al. (1992), o género Dendrobium ¢ um dos maiores
da familia Orchidaceae, sendo também um dos mais problematicos a respeito da
sua classificacdo intragenérica e suas relacdes com outros membros dessa
familia. Dentro deste género existem dois tipos estomaticos, que podem
contribuir para a sua andlise sistematica. O estdmato classificado como tipo I
apresenta abertura em forma eliptica e com laterais gradualmente inclinadas; o
tipo II apresenta abertura estomatica circular a fusiforme, com laterais ingremes.

Os estomatos de Dendrobium tém varias vantagens como marcadores
taxonOmicos: o tamanho e a forma sdo estaveis, tanto dentro do mesmo
individuo como entre individuos da mesma espécie, quando comparados com o
tamanho e formato de outras células epidérmicas; embora a preparacdo das
laminas afete freqlientemente as formas caracteristicas da superficie estomatica,
nesse género observou-se somente a contragdo dos estomatos (Yukawa et al.,
1992).

Este trabalho objetivou comparar plantas diploides (2n=2x=38) e
tetraploides induzidos (2n=4x=76) de Dendrobium nobile Lindl., mediante

analises estomaticas e de crescimento.
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4 Material e Métodos

4.1 Microscopia de luz

Este trabalho foi realizado no laboratério de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras-UFLA, no periodo de setembro a dezembro de
2004.

As plantas de D. nobile diploides (2n=2x=38) e tetraploides
(2n=4x=76), ja identificadas quanto ao nivel de ploidia, via andlise citogenética
(Vichiato et al., 2004b), foram obtidas no Departamento de Agricultura da
UFLA, sete meses ap0s o inicio do tratamento com colchicina.

Foram utilizadas folhas de plantas dipléides com comprimento médio de
9,3 cm e 2,4 cm de largura e folhas tetraploides com 5,37 cm de comprimento e
1,6 cm de largura.

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos
e 16 repeti¢des, com uma planta por parcela, perfazendo um total de 32 parcelas.

Para o estudo de cada nivel de ploidia, foi selecionada 1 folha
completamente expandida por planta, retirada do 3 ° no. As folhas foram fixadas
em FAA 5 por 72 horas e conservadas em alcool 70%.

Foram realizados cortes paradérmicos abaxiais a mdo livre na regido
mediana central das folhas, que foram submetidos a técnicas usuais em anatomia
vegetal e, posteriormente, corados com safranina 1%.

Para cada lamina foram avaliados, aleatoriamente, 10 campos ¢ 10
medidas de estomatos por planta, conforme sugerido por Speckmann et al.
(1965). Foram avaliados a freqiiéncia de estdmatos, a freqiiéncia das células
epidérmicas, os didmetros polar e equatorial dos estomatos, o ind ice estomatico
e a relagdo entre o didmetro polar e o didmetro equatorial dos estdmatos.

As freqiiéncias estomaticas e das outras células epidérmicas foram

calculadas pela contagem do numero de estomatos por area do campo
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equivalente a 0,0676 mm?® de area da folha. Posteriormente, as freqiiéncias
estomaticas e das outras células epidérmicas foram determinados por mm .

O indice estomatico foi calculado pela seguinte expressdo proposta por
Salisbury (1927), citado por Lea et al. (1977): I=S/ (E + S) X 100; onde I
representa o valor do indice estomatico, S representa o nimero de estdmatos por
unidade de area da folha e E representa o nimero de células epidérmicas na
mesma area.

Todos os dados anatdmicos foram obtidos com auxilio de microscopio
de luz Olympus. As medigoes foram feitas com auxilio de lamina micrometrada
e cAmara clara.

Os resultados obtidos nessas avaliagdes foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas através do teste Scott Knott a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2000).

As imagens foram registradas através de fotomicrografias, obtidas em

fotomicroscopio Olympus, modelo BX60.

4.2 Microscopia eletronica de varredura

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Microscopia da
Universidade Federal de Lavras-UFLA, no periodo de dezembro de 2004 a
fevereiro de 2005.

As folhas, nas mesmas condi¢cdes descritas para a microscopia de luz,
foram cortadas em segmentos de 2cm de largura e altura maxima de 2cm.

Os espécimes foram fixados em solucdo aquosa de Karnovsk, pH 7,2
por 24 horas e, logo apo6s, lavou-se o material, por trés vezes, em solu¢ao tampao
cacodilato 0,1 M por um periodo de 10 minutos.

Em capela a temperatura ambiente, o material foi pos-fixado com
solucdo aquosa de tetroxido de ésmio 1%, em tampao cacodilato 0,1 M, por 1

hora. Apds esse periodo, lavou-se o material, por trés vezes, em agua destilada
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por um periodo de 10 minutos e realizou-se a desidratacdo com série de acetona
crescente (acetona 25, 50, 75, 90 e 100%), por trés vezes cada, por um periodo
de 10 minutos. Em seguida, o material foi levado ao equipamento de ponto
critico para completar a secagem com CO .

Os cortes foram aderidos a blocos especiais para microscopia eletronica
de varredura (“stubs”) e recobertos com uma camada de ouro me talico de,
aproximadamente, 10 nm de espessura.

As imagens foram registradas através de eletromicrografias, utilizando -
se microscopio eletronico de varredura JEOL T200. Foi avaliado o tipo

estomatico de D. nobile, conforme Yukawa et al. (1992).

4.3 Crescimento de plantas de D. nobile

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos
e 16 repeti¢des com uma planta por parcela, perfazendo um total de 32 parcelas.

Nas plantas diploides e tetraploides de D. nobile, utilizadas nas analises
estomaticas, foram avaliadas as seguintes caracteristicas: altura do pseudobulbo
(medida com régua e expressa em cm), didmetro do pseudobulbo (medido com
paquimetro digital e expresso em mm), largura e comprimento das folhas
(medido com paquimetro digital e expresso em cm). As medigdes foram
realizadas ao final do experimento, em fevereiro de 2005.

Para cada planta foram selecionadas 3 folhas completamente
expandidas, localizadas entre 0 2° e 0 4° no.

Os resultados obtidos nessas avaliagdes foram submetido s a analise de
variancia e as médias comparadas através do teste Skott Knott a 5% de

probabilidade utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2000).
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5 Resultados e Discussao

O estudo comparativo das caracteristicas estomaticas entre as plantas
diploides e tetraploides induzidos de D. nobile mostrou diferengas significativas

(P<0,01), conforme Tabela 1.

TABELA 1 — Freqiiéncia de estomatos (FE), freqiiéncia de células epidérmicas
(FCE), diametro polar dos estomatos (DP), didmetro equatorial
dos estomatos (DE), relagdo entre diametro polar e o didmetro
equatorial (DP/DE) e indice estomatico (IE) nas folhas dipldides
e tetraploides de Dendrobium nobile Lindl. UFLA, Lavras—-MG,

2005.
Nivel de FE FCE DP DE IE
ploidia (mm?) (mm}) (um) (um) DP/DE %)
Dipléide 831,51b  5890,08b  44,08a 36,08a 1228a 1233a

Tetraploide 992,01a  7212,99 a 39,05b  33,08b 1,188a 11,75a

C.V. (%) 14,25 15,28 5,59 7,30 4,70 7,28

* Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo Teste Skott Knott a 5% de
probabilidade.

5.1 Freqiiéncia e diazmetro dos estomatos

Como pode ser observado na Tabela 1, houve diferenca significativa
entre a freqii€ncia estomatica em folhas de D. nobile diploides e tetraploides.

Nas folhas de plantas tetraploides ocorreu aumento na freqiiéncia dos
estomatos (19,30%) e na freqii€ncia das outras células epidérmicas (22,46%) por
unidade de area (Tabela 1). Esses resultados estdo relacionados ao menor
tamanho das células epidérmicas nas plantas tetraploides, quando comparadas

com as diploides, concordando com Heichel (1971), que observou que as
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freqiiéncias estomaticas e das outras células epidérmicas estdo sob controle de

um mesmo sistema genético.

O diametro dos estomatos apresentou diferengas significativas (P< 0,01)

entre os dois niveis de ploidia testados. Em folhas de plantas tetraploides

ocorreu diminuicdo no didmetro polar (11,6%) e equatorial (8,8%) dos

estomatos em relacdo as plantas diploides (Tabela 1). Conforme diversos

autores, o aumento no nivel de ploidia ¢ diretamente proporcional ao tamanho

dos estomatos, mas de acordo com Duren et al. (1996), Magallanes et al. (1996),
Duren et al. (1996), Motonobu et al. (1997), Sari et al. (1999), Kim ¢ Kim

(2003) e Souza e Queiroz (2004) a avaliagao indireta do nivel de ploidia, como a

analise estomatica, pode ndo corresponder a essa hipdtese, uma vez que 0s

fatores ambientais também estdo envolvidos.

Assim sendo, as folhas de plantas tetraploides de D. nobile apresentam

maior freqiiéncia estomatica porque o tamanho de suas células epidérmicas ¢

menor em relacdo as plantas dipldides, o que pode ser observado na Figura 1.
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de epiderme da face abaxial de folha diploide (A)
e tetraploide (B) de Dendrobium nobile Lindl. UFLA, Lavras-

MG, 2005. Barra = 30 pm.
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Esses resultados concordam parcialmente com Motonobu et al. (1997),
que também observaram que o niumero de estdmatos em folhas de crisantemo foi
diretamente proporcional ao aumento dos cromossomos, mas o tamanho dos
estomatos ndo variou entre as plantas de diferentes niveis de ploidia.

Kim ¢ Kim (2003), que utilizaram colchicina para duplicacdo
cromossomica in vitro em Cymbidium sp. (Orchidaceae), chegaram as mesmas
conclusdes que Motonobu et al. (1997), isso é, o numero de estobmatos aumentou
com os crescentes niveis de ploidia, porém ndo houve variagcdo no tamanho dos
mesmos. No entanto, nenhuma hipotese relacionada ao tamanho e freqiiéncia
dos estomatos nos diferentes niveis de ploidia foi sugerida pelos autores.

Nas folhas de plantas diploides de D. nobile houve redugio de 19,3% na
freqiiéncia estomatica por mm” e diminuicio de 22,46% na freqiiéncia das outras
células epidérmicas por mm®. Esses resultados concordam com o trabalho de
Lea et al. (1977), que concluiram que o tamanho da célula epidérmica era o

principal fator determinante da freqiiéncia estomatica.

5.2 Relagao DP/DE e caracteristicas dos estdomatos

Conforme a Tabela 1, ndo houve diferenga significativa entre a relagdo
DP/DE entre os estomatos de folhas de D. nobile dipldides (1,228) e tetraploides
(1,188).

Esses resultados concordam com Yukawa et al. (1992), que observaram
que os estomatos do género Dendrobium apresentam tamanho e forma estaveis
tanto dentro do mesmo individuo como entre individuos da mesma espécie,
quando comparados com o tamanho e formato de outras células epidérmicas.

Por essas caracteristicas, os estomatos de D. nobile podem ser
vantajosos como marcadores taxonomicos. Segundo a classificagdo estomatica

de Yukawa et al. (1992), o estdmato de D. nobile foi classificado como do tipo I,
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por apresentar abertura em forma eliptica e com laterais gradualmente inclinadas

(Figura 2).

FIGURA 2 — Fotomicrografia em microscopio eletronico de varredura da
superficie abaxial de folha diploide (A) e tetraploide (B) de
Dendrobium nobile Lindl. UFLA, Lavras-MG, 2005. Barra =
20 pm.

5.3 Indice estomatico

Como pode ser observado na Tabela 1, ndo houve diferenga significativa
entre o indice estomatico de folhas de D. nobile diploides (12,33%) e
tetraploides (11,75%).

Lea et al. (1977) também observaram que o indice estomatico ndo variou
em trés niveis de ploidia da forrageira Bromus inermis, concluindo que o
tamanho da célula epidérmica era o principal fator determinante da freqiiéncia
estomatica. Assim, a baixa freqiiéncia de estomatos nas folhas diploides de D.

nobile pode estar relacionada com o maior tamanho dos estomatos (Tabela 1) e,
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aparentemente, também com o maior tamanho das outras células epidérmicas
(Figura 1).

Considerando que as folhas das plantas dipldides e tetraploides estavam
completamente expandidas, esses resultados concordam com Ticha (1982), que
observou que, dentro de uma espécie, quando as células completam a sua
diferenciagdo, o indice estomatico torna-se independente do tamanho da folha.
Assim sendo, a selecdo de folhas completamente expandidas para analise
estomatica ¢ importante porque, a diferenciagdo dos meristemoides precursores
das células-guarda e das demais células epidérmicas, prossegue até que a folha
alcance de 10 a 50% de seu tamanho final, quando a maior parte das células
epidérmicas ja completou sua atividade mitotica. (Ticha, 1982; Yang e Sack,

1995).

5.4. Crescimento das plantas de D. nobile

As folhas das plantas diploides de D. nobile foram 73,18% maiores e
50% mais largas, quando comparadas com as folhas tetraploides (Tabela 2).
Segundo Auras (1997), a giberelina tem alguma participag@o ativa no controle

da morfogénese das folhas.

TABELA 2 — Comprimento (CF) e largura da folha (LF), altura da planta (AP)
e diametro do pseudobulbo (DP) em plantas diploides e
tetraploides de Dendrobium nobile Lindl. UFLA, Lavras—MG,

2005.
Nivel de CF (cm) LF (cm) AP (cm) DP (mm)
ploidia
Dipléide 9,30 a 24 a 11,2a 6,07 a
Tetrapléide 5,37b 1,6 b 496 b 3,090
C.V. (%) 8,2 6,4 22,72 3,09
* Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo Teste Skott Knott a 5%

de probabilidade.
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Como somente as plantas polipldoides sofreram efeitos da colchicina (as
diploides eram plantas testemunhas), sugere -se que esse alcaldide tenha afetado
negativamente a biossintese das giberelinas, originando plantas com folhas
pequenas (Tabela 2), células-guarda e epidérmicas de menor tamanho (Figura 1,
Tabela 1).

Os pseudobulbos das plantas diploides de D. nobile eram mais altos
(125,80%) e com maior didmetro (96,44%) quando comparados com o0s
pseudobulbos das plantas tetrapl 6ides (Tabela 2).

Além da reducdo no comprimento e na largura das folhas e na altura e
diametro dos pseudobulbs, as plantas tetraploides de D. nobile também
expressaram desenvolvimento lento e pouco vigoroso e apresentaram raizes
reduzidas, porém a coloragdo das plantas era normal quando comparadas com as
plantas diploides. Estas caracteristicas sdo, provavelmente, conseqiientes da
dosagem génica dobrada, exigindo maior gasto energético durante a divisdo
celular, causando retardamento no ciclo mitdtico, que expressa em menor
producdo de biomassa por unidade de tempo (Takamura e Miyajima, 1996).

Apesar da colchicina ser mutagénica e muito eficiente para produzir
modificagdes fenotipicas (Conagin, 1972), a hipdtese de que esse alcaldide
induziu mutacdo nas plantas poliploides foi totalmente descartada, uma vez que

100% das plantas apresentaram as mesmas caracteristicas.

5.5 Relagéo entre folhas polipléides de D. nobile e ecofisiologia

As caracteristicas observadas nas folhas tetraploides de D. nobile como:
células menores (Figura 1, Tabela 1), menor tamanho da folha (Tabela 2) e
maior nimero de estdmatos por unidade de area (Tabela 1) sdo comumente
relacionadas com xerofilia (Bonates, 1993).

Uma vez que as trocas gasosas, nas folhas, ocorrem principalmente

através dos estdbmatos, o aumento na freqiiéncia estomatica associado a redugdo
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no tamanho das folhas das plantas tetraploides, pode ser um mecanismo
importante de adaptacdo a condigdes mais aridas, ja que a freqii€ncia de
estOmatos estd associada a condutdncia estomatica e com menor area foliar.
Dessa maneira, a folha tetraploéide de D. nobile teria menor exposi¢do ao sol,
diminuindo sua temperatura interna. Segundo Heichel (1971), o controle
genético na variagdo da freqliéncia estomatica possibilita a modificagd o da
condutancia da folha para controlar a perda de agua, a absorcdo de gas carbonico
e de poluentes gasosos nas folhas.

Considerando que D. nobile é uma epifita que ocupa nichos imidos e
poucos ensolarados e que suas folhas ndo apresentam caracteristicas
acentuadamente xeromorfas (Vichiato et al., 2004a), as caracteristicas
observadas nas folhas tetraploides teriam importante papel na adaptacdo da
planta em condigdes ambientais com menor disponibilidade de agua.

Essa hipdtese concorda com o trabalho de Lleras (1977), no qual afirma
que quanto mais xerofiticas as condigdes, menor o tamanho e maior a freqiiéncia
estomatica por unidade de area. Dessa maneira ¢ permitida uma troca de gases
mais eficientes nos periodos em que a umidade relativa ¢ alta, quando o risco de
desidratacao excessiva ¢ minimo.

Assim sendo, a poliploidia em orquideas pode ser vantajosa, por
aumentar a possibilidade de adaptacdo de suas plantas, caso surjam variacdes
bruscas no ambiente (Briggs e Walters, 1984; Soltis e Soltis, 1999; Farinaci,
2001).
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6 Conclusoes

A freqiiéncia dos estomatos ¢ das outras células epidérmicas, o tamanho
dos estdmatos, o diametro e tamanho dos pseudobulbos, o comprimento ¢ a
largura das folhas sdo eficientes na distingdo entre plantas diploides e
tetraploides de Dendrobium nobile Lindl.

O tamanho dos estomatos de D. nobile é inversamente proporcional ao
nivel de ploidia.

As plantas tetraploides de D. nobile, com 7 meses apo6s a inducdo de
poliploidia, tém menor crescimento que as diploides.

Os estomatos de D. nobile sao do tipo I, com abertura em forma eliptica

e com laterais gradualmente inclinadas.
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CAPITULO 4

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Alongamento de plantas de Dendrobium
nobile Lindl. com pulverizacdo de acido giberélico. In: . Inducido de
tetrapléides e alongamento de plantas de Dendrobium nobile Lindl.
(Orchidaceae). 2005. Cap. 4, p. 66-78. Tese (Doutorado em Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras '

1 Resumo

Dendrobium nobile Lindl. (olho de boneca) ¢ uma das orquideas mais populares
do Brasil, ocupando posigdo de destaque no mercado de plantas de corte e de
vaso. Entretanto, o desenvolvimento muito lento da familia Orchidaceae tem
contribuido para o elevado valor unitario de suas plantas, sendo necessarias
técnicas que promovam a obtengdo mais rapida de plantas comercializaveis.
Objetivando avaliar o efeito do acido giberélico no alongamento de plantas de
D. nobile, foi realizado experimento em delineamento inteiramente casualizado
com cinco concentragdes de GAj; (0, 50, 100, 200 ¢ 400 mgL™) e treze
repeti¢des. Foram feitas quatro pulverizagdes quinzenalmente e noventa dias
apoOs a primeira pulverizacdo, avaliaram-se as seguintes caracteristicas: altura e
diametro do pseudobulbo, nimero de folhas, largura e comprimento das folhas.
A aplicacdo do GA; promoveu, em comparagdo as plantas testemunhas,
incrementos de 64,08% em altura e 44,27% no comprimento das folhas e
decréscimos de 50% no didmetro do pseudobulbo e 56,09% na largura das
folhas. Nédo houve diferenca entre as concentracdes de GA ; testadas. Portanto, o
acido giberélico nas concentragdes de 50 a 400 mg.L ™" é igualmente eficiente no
alongamento de plantas D. nobile.

! Comité orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA (orientador), Prof. Dr.
Daniel Melo de Castro - UFLA e Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro - UFLA.
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2 Abstract

VICHIATO, Mivia Rosa de Medeiros. Elongation of Dendrobium nobile Lindl.
plants by gibberellic acid pulverization. In: . Tetraploids induction and
elongation of Dendrobium nobile Lindl. plants (Orchidaceae). 2005. Cap. 4,
p. 66—?8. Thesis (Doctorate in Crop Science) — Lavras Federal University,
Lavras

Dendrobium nobile Lindl. (olho de boneca) it is one of the most popular orchids
of Brazil, occupying prominence position in the market of cut plants and pot.
However, the very slow development of the family Orchidaceae has been
contributing to the high unitary value of your plants, being necessary techniques
that promote the fastest obtaining of plants marketed. With objective of
evaluating the effect of the gibberellic acid in the elongation of plants of D.
nobile spread by cutting, an entirely randomized experimental design was
carried out with five concentrations of GA 5 (0, 50, 100, 200 and 400 mg.L™") and
thirteen replications. They were made four sprays biweekly in the whole plant,
and ninety days after the first spraying, the following characteristics were
evaluated: height and diameter of the pseudobulbs, number of leaves, width and
length of the leaves. The GAj; application promoted, in comparison with the
control, increasings of 64,08% in height and 44,27% in the len gth of the leaves
and decreasing of 50% in the diameter of the pseudobulbs and 56,09% in the
width of the leaves. There was not difference among the GA 3 concentrations
tested. Therefore, the giberelic acid in the concentrations from 50 to 400 mg.L ™
is efficient to elongation of D. nobile plants.

! Guidance committee: Moacir Pasqual - UFLA (Major Professor), Daniel Melo
de Castro — UFLA and Evaristo Mauro de Castro - UFLA.
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3 Introducao

As orquidaceas sdo consideradas as mais antigas espécies ornamentais,
sendo cultivadas tanto para producdo de plantas de corte como de vaso
(Sheehan, 1983; Faria e Illg, 1998; Fraguas et al., 2003). No entanto, as plantas
dessa familia apresentam desenvolvimento muito lento, requerendo maior
periodo de cultivo antes de serem comercializadas. Isso tem contribuido para o
elevado valor unitario de suas plantas no mercado. Assim sendo, existe grande
interesse na diminui¢cdo do tempo de formagdo da muda de orquidea, uma vez
que isto acarretaria em diferentes beneficios e, principalmente, numa diminui¢éo
dos custos.

O género Dendrobium apresenta mais de 1000 espécies, sendo
considerado um dos maiores da familia Orchidaceae. O consideravel interesse
por esse género ¢ devido a sua larga distribuigdo geografica, crescimento em
diferentes habitats e, principalmente, ao grande valor floristico de seus hibridos
(Jones et al., 1998).

A giberelina (GA3) ou acido giberélico ¢ um hormoénio que atua nas
plantas como estimulante de crescimento, originando plantas de maior tamanho
em conseqiiéncia da sua acdo na divisdo e expansdo celulares. Em muitas
espécies, a dominancia apical das plantas acentua-se apos as aplicagcdes com o
acido giberélico (Rossell, 1971; Cordeiro, 1979; Taiz e Zeiger, 1998).

O acido giberélico é pouco soltivel em agua e éter sulfurico e apresenta
boa solubilidade em solugdes de bicarbonato ¢ acetato de sddio (Rossell, 1971;
Application..., 1996). Ndo pode ser dissolvido em Aaguas alcalinas, nem
misturado com outros produtos fitofarmacéuticos, uma vez que as solucdes de
acido giberélico sdo pouco estaveis. Além disso, a aplicacdo dessa solugdo é

inviavel quando existe previsdo de chuva nas seis horas apds a aplicagdo e/ou
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com temperaturas iguais ou superiores a 32°C. A pulverizagdo com acido
giberélico somente ¢ aconselhavel em culturas com bom estado de
desenvolvimento vegetativo e, por causa do maior desenvolvimento das plantas,
ha necessidade de adubagdo suplementar (Rossell,1971; Application..., 1996).

Em orquideas, a giberelina ¢ comumente utilizada no meio de cultura
visando estimular o desenvolvimento do embrido e também na inducdo do
florescimento, mediante pulverizagdo (Chen et al., 1994). Em plantas intactas de
Catasetum fimbriatum (Orchidaceae) cultivadas in vitro sob 16 horas de luz, o
GA; ndo promoveu aumento dos pseudobulbos (Suzuki et al., 2004). No entanto,
a pulverizagcdo com giberelina ainda ndo foi utilizada para o alongamento das
plantas intactas. Este trabalho objetivou avaliar os efeitos da pulverizacdo de
GA; nas concentragdes de 0, 50, 100, 200 e 400 mg.L'l no alongamento de
plantas de D. nobile.

4 Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras—MG, no periodo de novembro de
2004 a fevereiro de 2005.

Foram utilizadas plantas de D. nobile com 4 meses de idade, cultivadas
em vasos de polietileno de 500 cm®, contendo como substrato fibra de coco. As
plantas apresentavam, em média, trés folhas, 4,74 cm de altura, peso de 2,85 g,
um broto com 6,07 cm de altura e foram mantidas em casa de vegetacdo, sobre
bancada metalica. A irrigagdo foi feita de acordo com as condi¢des de umidade
do substrato sendo, em média, quatro vezes por semana, durante todo o
experimento.

Efetuaram-se quatro pulverizagdes, realizadas pela manhd a intervalos

quinzenais (Coelho et al., 1983), com 50, 100, 200 ¢ 400 mg.L™" de GA; A
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solucdo utilizada para a testemunha foi agua e Tween-80 a 0,01%. As plantas
foram intensamente molhadas com o tratamento, até ser atingido o ponto de
escorrimento, conforme sugerido por Sidahmed (1978), Coelho et al. (1983) e
Leonel e Rodrigues (1996). Para aumentar a eficiéncia do acido giberélico, foi
adicionado Tween-80 a 0,01% em todas as pulveriza¢des (Menegucci et al.,
2001).

Utilizou-se  delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos ¢ 13 repeticdes com uma planta por parcela, perfazendo um total de
65 parcelas.

Quatro dias apos a primeira pulverizacdo com acido giberélico, foi
realizada a primeira adubag@o. As adubagdes foram aplicadas semanalmente, via
foliar, durante todo o experimento, utilizando o fertilizante comercial Biofert ®
na concentragdo de 5,0 mL.L™, aplicando-se 2mL da solugio por planta (Araujo,
2004).

Noventa dias ap6s a primeira pulverizagdo, avaliaram-se as seguintes
caracteristicas dos brotos: altura do pseudobulbo (medida com régua graduada
em milimetros e expressa em cm), didmetro do pseudobulbo (medido com
paquimetro digital e expresso em mm), nimero de folhas (obtido pela contagem
de todas as folhas do broto), largura e comprimento das folhas (medido com
paquimetro digital e expresso em cm).

Os resultados obtidos nessas avaliacdes foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas através do teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2000).
5 Resultados e Discussiao

Para todas as caracteristicas avaliadas nas plantas de D. nobile tratadas

com o fitorregulador, ndo houve diferenca entre as concentracdes de GAj;
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(Tabela 1 e Figura 1). Entre as plantas testemunhas e as tratadas com GA 3,
houve diferencas significativas (P< 0,01) na altura e didmetro dos pseudobulbos

e no comprimento ¢ largura das folhas de D. nobile (Tabela 1 e Figura 1).

TABELA 1 — Altura (AP), didametro, (DP), nimero de folhas (NF) e ntimero de
entrends do pseudobulbo (NE) e comprimento (CF) e largura da
folha (LF) de plantas de Dendrobium nobile Lindl. tratadas com
acido giberélico. UFLA, Lavras -MG, 2005.

GA; AP DP NF NE CF LF
(mgL")  (ecm)  (mm) (cm)  (em)
0 8,38Db 7,00 a 4,07 a 6,15a 5,33 b 1,92 a
50 13,69 a 4,15b 446 a 6,46 a 7,38 a 1,53 b
100 13,75 a 391b 483 a 6,75 a 7,07 a 1,38 b
200 12,17 a 3,50b 383a 6,08 a 7,23 a 1,23 b
400 13,53 a 392b 4,00 a 6,69 a 7,69 a 1,23 b

C.V. (%) 16,80 27,31 22,66 13,37 12,36 30,83

* Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si pelo Teste de Skott
Knott a 5% de probabilidade.

O acido giberélico promoveu crescimento do pseudobulbo de D.
nobile (Tabela 1 e Figura 1). As plantas tratadas com o fitorregulador eram
64,08% mais altas (13,75 cm) quando comparadas com as plantas testemunhas,
com altura média de 8,38 cm (Tabela 1). Esses resultados estdo de acordo com
os trabalhos de Sidahmed (1978), Muller ¢ Yong (1982), Coelho et al. (1983),
Casper e Taylor (1989) e Leonel e Rodrigues (1996).
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FIGURA 1- Desenvolvimento de plantas de Dendrobium nobile Lindl. tratadas
com acido giberélico nas concentragdes 0 (A), 50 mg.L™" (B), 100
mg.L" (C), 200 mg.L" (D) e 400 mg.L"' (E). UFLA, Lavras -MG,
2005. Barra = 10 cm.

A promogdo de crescimento do pseudobulbo de D. nobile por GA;
deveu-se a sua ag¢do no alongamento celular que, conseqiientemente, afetou o
tamanho das plantas, concordando com Almeida e Pereira (1996). Sachs et al.
(1960) reportaram que a aplicacdo de giberelina em caules produz aumento na
divisdo celular do meristema apical, promovendo a formacao de grande numero
de células e o alongamento individual de cada célula. A aplicagdo de GA ; em
caules também estimula o crescimento de tecidos jovens dos entrenods (Cordeiro,
1979).

A provavel hipotese com relagdo ao mecanismo através do qual as
giberelinas estimulam a expansao celular, ¢ a hidrolise do amido. Elas podem
gerar a-amilase que hidrolisa o amido envolvido no fornecimento de energia as
células, incrementando a producdo de agucares e elevando a pressdo osmotica do
suco celular. Como resultado da diminuigdo do potencial osmotico, o fluxo de
agua ocorre mais rapidamente para o interior da célula favorecendo assim sua

expansdo (Cordeiro, 1979; Daykin et al. 1997; Pires, 1998). Além desses efeitos,
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parece evidente também que as giberelinas aumentam a plasticidade da parede
celular, controlando a agdo de determinadas enzimas que podem regular o flu xo
de agua nas células durante a expansdo (Salisbury e Ross, 1985; Huttly e
Phillips, 1995; Daykin et al. 1997).

As plantas de D. nobile apresentavam, antes do tratamento, altura média
de 6,07 cm. Noventa dias apos o inicio dos tratamentos, houve increment o de
2,31 cm (38,05%) na altura das plantas testemunhas e de 7,68 cm (126,52%) nas
plantas tratadas com acido giberélico (Tabela 1).

Por esses resultados, afirma-se que plantas de D. nobile com 4 meses de
idade ¢ altura média 6,07 cm, propagadas vegetativamente por divisdo do
pseudobulbo, respondem favoravelmente ao tratamento com acido giberélico.
Segundo Trewavas (1981), a sensibilidade de um tecido vegetal a um horménio
depende da idade do mesmo e da presencga da proteina receptora de hormonio,
ou seja, da concentragdo do complexo proteina receptora da substincia de
crescimento. Assim, a presenga ou auséncia da sensibilidade ao fitorregulador
seria reflexo da concentragdo da proteina receptora. Em girassol, quanto mais
jovem for a planta, maior a sua sensibilidade ao acido giberélico (Almeida e
Pereira, 1996; Auras, 1997).

Um outro importante fator que pode ter contribuido para os efeitos
positivos das giberelinas observados neste trabalho, foi a época em que o
experimento foi instalado (11/11/2004). Para Meltivier (1986), o meio ambiente
parece exercer efeito sobre a concentragdo de giberelinas. Segundo o autor, em
condi¢des de dias longos as plantas tendem a produzir mais giberelinas que em
condi¢des de dias curtos. Leonel ¢ Rodrigues (1996), que iniciaram seus
experimentos no outono, que apresenta dias curtos, ndo observaram efeitos
positivos das giberelinas no aumento em altura do caule das plantas intactas de

Citrus limonia.
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Além da promocao de crescimento do pseudobulbo, as plantas de D.
nobile tratadas com GAj apresentaram coloragao verde clara, com folhas mais
largas e pseudobulbo com didmetro menor que o controle (Tabela 1),
caracteristicas também observadas por Almeida e Pereira (1996).

O didmetro dos pseudobulbos das plantas testemunhas foi 50% mai or
quando comparadas com as plantas tratadas (Tabela 1). A pulverizagdo com GA 3
diminuiu o didmetro dos pseudobulbos de D. nobile provavelmente porque este
¢ o principal o6rgdo armazenador de agua, carboidratos e nutrientes minerais das
orquideas epifitas (Zimmerman, 1990). Como as giberclinas agem sobre o
metabolismo dos carboidratos, estocados principalmente no pseudobulbo, o
diametro do pseudobulbo diminuiu por causa da hidrélise de suas substancias de
reserva. Além disso, o acumulo de carboidratos no tecido eleva a pressdo
osmotica, fazendo com que o fluxo de agua, estocada principalmente no
pseudobulbo, ocorra mais rapidamente para o interior da célula, favorecendo a
sua expansao (Cordeiro, 1979; Daykin et al. 1997; Pires, 1998).

O ntmero de entrends dos pseudobulbos ndo foi influenciado pela
pulverizagdo com GAj; (Tabela 1). Esse resultado estd de acordo com a
literatura, onde um dos efeitos mais notaveis da giberelina ¢ a promog¢ao do
alongamento do caule de plantas intactas, sem que haja aumento do nimer o de
entrends (Sponsel, 1985; Almeida e Pereira, 1996; Auras, 1997).

Apesar do numero de folhas ndo ter sido influenciado pela pulverizagio
com GAj; (Tabela 1), enfatiza-se que apds a segunda pulverizagdo com o
fitorregulador, sete dias apds a primeira apli cac¢do (inicialmente, planejava-se a
pulverizagdo semanal), as plantas tratadas apresentaram folhas com coloragdo
amarela, indicando efeitos de toxidez, perdendo algumas folhas. As
pulverizagdes foram, por isso, realizadas quinzenalmente ¢ as plantas ndo ma is
apresentaram esses sintomas. Assim sendo, era esperado que o namero de folhas

das plantas tratadas com giberelina fosse menor em relacdo as plantas
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testemunhas. Segundo Almeida e Pereira (1996), a transformagio de primoérdios
foliares ocorre mais rapido nas plantas tratadas com GAj;. Assim sendo, as
plantas de D. nobile tratadas com giberelina tiveram o mesmo niimero de folhas
das plantas testemunhas provavelmente porque, sob efeitos do fitorregulador, a
maior velocidade do desenvolvimento e expansdo foliar a partir de primérdios
foliares compensou a perda inicial de algumas folhas nas plantas tratadas.

As folhas de plantas de D. nobile tratadas com GA; apresentaram maior
comprimento, equivalendo em média a um incremento de 44% (Tabela 1). As
folhas das plantas testemunhas foram, em média, 56,09% mais largas que as
plantas tratadas com giberelina (Tabela 1). Auras (1997) também observou que a
giberelina aumentou o tamanho das folhas de girassol, sugerindo que esse
horménio tem alguma participagdo ativa no controle da morfogénese das folhas.
Almeida e Pereira (1996), Auras (1997) e Raven et al. (2001) relataram que,
além de aumentar a velocidade do desenvolvimento de primoérdios foliares, o
GA; também promove aumento no tamanho das plantas intactas mediante
estimulo tanto da divisdo quanto do alongamento das células. As plantas de D.
nobile tratadas com GA; apresentaram menor largura de suas folhas (Tabela 1)
porque, sob efeitos do acido giberélico, a direcdo da expansdo celular ¢
longitudinal (Raven et al., 2001).

A epinastia, movimento nastico por crescimento, foi observada em
algumas folhas de D. nobile tratadas com GA;. Nesse caso, a giberelina
favoreceu uma maior taxa de crescimento na superficie superior da folha e, por

isso, essas folhas curvaram-se para baixo, resultante do crescimento desigual.
6 Conclusao
O 4cido giberélico nas concentragdes de 50 a 400 mg.L™" é igualmente

eficiente no alongamento de plantas Dendrobium nobile Lindl.
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ANEXOS

Resumo das analises de variancia para freqiiéncia de
estomatos, numero das células epidérmicas, didmetro
polar dos estomatos, diametro equatorial dos
estomatos, relagdo entre didmetro polar e o didmetro
equatorial e indice estomatico nas folhas diploides e

tetraploides de Dendrobium nobile Lindl....................

Resumo das andlises de varidncia para altura do
pseudobulbo, diametro do pseudobulbo, nimero de
folhas, numero de entrends do pseudobulbo,
comprimento ¢ largura da folha de plantas de
Dendrobium nobile Lindl. tratadas com acido
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TABELA 1A - Resumo das analises de variancia para freqiiéncia estomatica
(FE), numero das células epidérmicas (NCE), diametro polar
dos estomatos (DP), didmetro equatorial dos estomatos (DE),
relagdo entre didmetro polar e o didmetro equatorial (DP/DE) e
indice estomatico (IE) nas folhas diploides e tetrapldides de
Dendrobium nobile Lindl. UFLA, Lavras-MG, 2005.

QM
FV GL FE NCE DP DE DP/DE IE
Ploidia 1 706,053%* 234,375%%* 126,0416**  51,042**  0,0092ns 2,042 ns
Erro 22 74,270 22,3901 5,4507 6,3901 0,0032 0,7689
Total 23
CV (%) 13,98 15,28 5,59 7,30 4,70 7,28

* e **  significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo Teste F.

TABELA 2A - Resumo das analises de varidncia para altura do
pseudobulbo(AP), didmetro do pseudobulbo (DP), nimero
de folhas (NF), nimero de entrends do pseudobulbo (NE),
comprimento (CF) e largura da folha (LF) de plantas de
Dendrobium nobile Lindl. tratadas com acido giberélico.
UFLA, Lavras-MG, 2005.

Y
FV GL AP DP NF NE CF LF
Doses 4 25,7955%*%  67,4658%* 1,9853 ns 1,1424ns  10,5484**  1,0049**
Erro 58 1,5264 4,2585 0,9222 0,7389 0,7414 0,2006
Total 62
CV (%) 27,31 16,80 22,66 13,37 12,36 30,83

* e **  significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo Teste F.
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