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RESUMO: (Morfofisiologia de plantulas de Cattleya labiata Lindley e Cattleya eldorado Linden cultivadas in vitro sob
influéncia de paclobutrazol). A eficiéncia do cultivo in vitro de orquideas estd associada aos meios de cultura utilizados e,
principalmente, aos fitorreguladores. O trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de paclobutrazol (PBZ) no desen-
volvimento de plantulas de Cattleya labiata Lindley e Cattleya eldorado Linden, cultivadas in vitro. Plantulas provenientes
de germinagdo in vitro, com 1 + 0,2 cm de comprimento, foram utilizadas no estudo. No experimento, utilizou-se como
controle o meio de cultura MS isento de reguladores de crescimento vegetal. Nos tratamentos, o0 meio MS foi suplementado
com PBZ nas concentragdes 1, 2,4 ¢ 6 mg.L"'. Além disso, utilizou-se um tratamento com a combinagdo de 4 mg.L"' de PBZ
com | mg.L! de 4cido naftalenoacético (ANA) e 1 mg.L! de 6-benzilaminopurina (BAP). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em arranjo trifatorial com parcelas subdivididas no tempo, com seis repeti¢des por tratamento. As
avaliagdes morfologicas foram realizadas no inicio do experimento e nos subcultivos a cada 40 dias, durante 160 dias. O tra-
tamento com 1 mg.L"' de PBZ, por 40 dias, promoveu maior desenvolvimento e vigor do sistema radicular podendo contribuir
para a fase de aclimatizagdo das plantulas.

Palavras-chave: orquidea, cultivo in vitro, regulador de crescimento vegetal, micropropagagio, morfologia.

ABSTRACT: (In vitro morphophysiology of plantlets of Cattleya labiata Lindley and Cattleya eldorado Linden under the
influence of paclobutrazol). The efficiency of in vitro cultivation of orchids is associated with culture media, and especially
with the plant growth regulators. This study aimed to evaluate the influence of paclobutrazol (PBZ) in the development of in
vitro plantlets of Cattleya labiata Lindley and Cattleya eldorado Linden. Plantlets from in vitro germination, with 1 £ 0.2 cm
in length, were used in this study. In the experiment, hormone-free MS medium was used as the control. Treatments consisted
of MS medium supplemented with 1, 2, 4 and 6 mg.L"' of PBZ. PBZ at a concentration of 4 mg.L"' combined with 1 mg.L"!
naphthalene acetic acid (NAA) and 1 mg.L"! 6-benzylaminopurine (BAP) was also tested. The experiment was completely
randomized in a factorial arrangement in time, with six replicates per treatment. The morphological evaluations were perfor-
med at the onset of the experiment and at the subcultures every 40 days, during 160 days. Treatment with Img.L-! PBZ for 40
days promoted further development and vigor of the root system and may contribute to the acclimatization phase of plantlets.
Key words: orchid, in vitro culture, plant growth regulator, micropropagation, acclimatization, morphology.

INTRODUCAO propagacdo ¢ uma técnica que possibilita a produgdo
de grande numero de plantas em ambiente reduzido e
controlado, e em curto espaco de tempo. Além disso,
garante a manutencdo e preservacdo do material gené-
tico em bancos de germoplasma por longos periodos,
contribuindo com a perpetuacdo da espécie.

Um método para propagacdo de orquideas ¢ a ger-

A Mata Atlantica e a regido Amazodnica sdo conside-
radas os principais habitats brasileiros das orquideas,
onde estdo presentes espécies endémicas de relevante
valor ornamental e comercial, como Cattleya warneri,
C. labiata e Laelia purpurata (Farias & Ribeiro 2000),

C. araguaiensis, C. eldorado, C. luteola e C. violacea
(Barros et al. 2010). Cattleya labiata Lindley e Cattleya
eldorado Linden estdo sob forte risco de desapareci-
mento na natureza em um futuro préximo, sendo reco-
nhecidas, respectivamente, como espécie em extingao e
espécie vulneravel a extingdo (Barros et al. 2010).
Considerando os processos de extin¢ao das espécies
vegetais, ¢ necessario o desenvolvimento de métodos
eficientes de propagagdo. Nesse contexto, a micro-

minacdo assimbidtica de suas sementes e o cultivo in
vitro, estendendo-se até a aclimatizagdo. No cultivo in
vitro, os meios de cultura utilizados oferecem as condi-
¢Oes necessarias ao crescimento e desenvolvimento das
plantas (Butcher & Ingran 1976; Dixon 1985) ¢ o uso
adequado de reguladores de crescimento nas diferentes
fases do processo pode ser considerado como essencial
para sua realizagdo (Souza et al. 2003). Dentre os regu-
ladores de crescimento que podem ser utilizados, estao
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auxinas, citocininas e inibidores de crescimento, como
o paclobutrazol.

O paclobutrazol (PBZ) atua na inibi¢do da sintese de
acido giberélico, promovendo mudangas morfologicas
no crescimento das plantas (Smith ez al. 1990; Roberts
et al. 1992), associando-se, ainda, com diminui¢do da
transpiracdo, altura da planta, biomassa e area foliar,
além do aumento na quantidade de clorofila (Chaney
2004). No cultivo in vitro, o PBZ aumenta a resisténcia
ao estresse e promove o engrossamento das raizes, cola-
borando sobremaneira com o processo de aclimatizagdo
das mudas (Canto et al. 2004).

Diante do exposto, o trabalho objetivou avaliar a atu-
acdo do paclobutrazol no desenvolvimento in vitro de
Cattleya labiata e Cattleya eldorado, visando otimizar
a aclimatizacdo das plantulas, uma vez que a taxa de
sobrevivéncia neste periodo representa um dos maiores
entraves ao processo de micropropagagdo de orquideas.

MATERIAL E METODOS

As plantulas, de oito meses de idade, de Cattleya la-
biata e Cattleya eldorado foram obtidas a partir da ger-
minagdo in vitro de sementes provenientes de capsulas
imaturas oriundas de autopolinizagdo, em meio de cul-
tura MS (Murashige & Skoog 1962), sem reguladores
de crescimento.

Os tratamentos consistiram do meio MS acrescido de
PBZ nas concentragdes de 1, 2, 4 ¢ 6 mg.L"!, isolada-
mente. A combinagdo de 4 mg.L!' de PBZ com éacido
naftalenoacético (ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP),
ambos na concentragdo de 1 mg.L!, também foi avalia-
da. Meio MS sem reguladores de crescimento foi utili-
zado como controle.

Foram selecionadas plantulas que apresentavam 1 =+
0,2 cm de comprimento, cujas raizes foram retiradas no
momento da introducdo nos respectivos tratamentos,
visando avaliar unicamente as raizes desenvolvidas
apos a inoculagdo. O meio de cultura foi geleificado

com 10 g.L! de agar, sendo o pH ajustado para 5,7 e
esterilizado em autoclave a 121 °C, por 20 minutos.
Foram utilizados seis frascos de 180 mL, contendo 40
mL de meio de cultura, com trés plantas por frasco. Cada
frasco foi considerado como uma unidade experimental.

As culturas foram mantidas em sala de crescimen-
to, durante 160 dias, com temperatura e luminosidade
controladas (25+2 °C; irradiancia de 42 pmol.m2.s™! de
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) e fotoperiodo
de 16 horas).

O numero de brotagdes por plantula, o comprimento
da parte aérea, o comprimento da maior raiz e o com-
primento da lamina do segundo par de folhas foram de-
terminados no inicio do experimento e nos subcultivos,
a cada 40 dias.

O experimento foi conduzido com delineamento in-
teiramente casualizado em arranjo trifatorial (2x7x5),
com parcelas subdivididas no tempo, sendo os fatores
constituidos por espécies, combinagdes de regulado-
res de crescimento e periodos de avaliagdo (0, 40, 80,
120, 160 dias). Foram realizadas seis repetigdes por tra-
tamento, sendo cada uma composta por uma unidade
experimental.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), a 5% e 1% de probabilidade de erro. De
acordo com a significancia, foi realizada a andlise de
regressdo polinomial a 5% e a 1% e as médias dos trata-
mentos foram comparadas por teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade de erro, através do programa
SOC (Embrapa 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A importancia dos fitorreguladores e do tempo de ex-
posicdo das plantas aos mesmos pode ser comprovada
pelas respostas das caracteristicas de crescimento, que
diferiram significativamente para todas as variaveis
avaliadas. De acordo com a analise de variancia (Tab.
1), a interagdo entre a combinacgdo de fitorreguladores

Tabela 1. Analise de variancia para o nimero de brotos (NBROT), comprimento da parte aérea (COMA), comprimento da maior raiz (COMR)

e comprimento da ldmina foliar (COMF) de plantulas de Cattleya labiata e Cattleya eldorado em relagdo aos tratamentos testados.

Causas da Quadrados Médios
Val:‘ia 5o GL NBROT! COMA! COMR! COMF!
¢ (explante™) (cm.explante™) (cm.explante™) (cm.explante™)
Tempo (T) 4 9,319%* 0,072%* 0,589%* 1,195%*
Subparcela (T) 30 0,069 0,002 0,018 0,013*
Espécie (E) 1 0,405 0,058%* 0,279%* 0,419%*
Combinagéo (C) 6 2,376%* 0,200%* 0,293%* 0,402%*
E*C 6 0,303* 0,005 0,121%** 0,015
E*T 4 0,288* 0,001 0,082+* 0,069%*
C*T 24 0,291%* 0,024%** 0,047%%* 0,100%*
E*C*T 24 0,067 0,002 0,013m 0,010
Residuo 250 0,104 0,002 0,020 0,007
Média - 1,07 0,86 0,27 0,87
CV._ (%) - 28,27 4,57 16,71 7,62

1, Dados transformados por (x+0,5)* pelo teste de Bartlett ao nivel de 5% de probabilidade de erro. x = dado amostrado.

ns. Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F.

* e **_ Valor significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamente, pelo teste F.

GL, graus de liberdade; CV,, s coeficiente de variagdo experimental.
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e tempo de avaliacdo foi significativo para numero de
brotos (P<0,01), comprimento da parte aérea (P<0,01),
comprimento da maior raiz (P<0,01) e comprimento da
lamina foliar (P<0,01). Observou-se também interagao
entre espécie e tempo de avaliagdo para o numero de
brotos (P<0,05), comprimento da maior raiz (P<0,01) e
para o comprimento da lamina foliar (P<0,01). Ao con-
siderar a interagdo entre espécie e combinagdo de fitor-
reguladores houve efeito significativo para o nimero de
brotos (P<0,05) e comprimento da maior raiz (P<0,01).

Os efeitos do PBZ sob as plantulas indicam que,
independente das concentragdes avaliadas, ndo houve
alteragdes morfologicas prejudiciais as plantulas até os
primeiros 40 dias de exposicdo (Figs. 1 e 2). A partir
de 80 dias, as plantulas comegaram a apresentar aspec-
to rosetado, resultado também observado por Canto et
al. (2004) aos 30 dias da avaliacao de concentragdes de
PBZ no cultivo in vitro de abacaxi (Ananas comosus).

Além disso, as plantulas submetidas ao PBZ apresen-
taram folhas com colorag¢do verde escuro intenso, per-
mitindo inferir que ocorreu aumento na quantidade de
clorofila, uma vez que a redugéo da sintese de gibereli-
na, por acao do inibidor, favorece a rota para produgao
de fitol, um terpendide presente na molécula de clorofila
(Chaney 2004).

A redugdo na biossintese de giberelina também pode
promover a diminui¢do no metabolismo vegetal (Mar-
shall et al. 2000; Fletcher et al. 2000), ou seja, da taxa
respiratoria e, consequentemente, do ATP disponivel,
podendo causar a redugdo do crescimento das plantas
(Bai & Chaney 2001). Esses efeitos, de acordo com
analise de regressao, sao observados pela tendéncia de
reducdo tanto do comprimento da parte aérea, como da
lamina foliar, em todas as concentragdes avaliadas de
PBZ, resultando na redugdo de 47% da parte aérea (Fig.
3A) e 73% da lamina foliar (Fig. 3B) em relacdo ao con-
trole, aos 160 dias de experimento.

Em experimento utilizando diversas concentragdes
de PBZ em Dendrobium, Te-chato et al. (2009) obser-
varam que as plantulas apresentaram entrenos mais cur-
tos e pseudobulbos mais grossos. Efeitos semelhantes
também foram relatados para cana-de-agucar (Saccha-
rum officinarum) (Lorenzo et al. 1998, Lorenzo et al.
2001), abacaxi (Ananas comosus) (Feuser et al. 2001)
e bromélias (Vriesea reitzii e Vriesea gigantea) (Rech
Filho et al. 2003a, Rech Filho et al. 2003b).

Contudo, resultados mais expressivos foram encon-
trados por Canto er al. (2004), utilizando a concen-
tragdo de 10,2 uM (3 mg.L"") de PBZ em culturas de
Chrysanthemum moriflorum e Beta vulgaris, as quais
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas de plantulas de Cattleya labiata, avaliadas em diferentes periodos (0, 40, 80, 120 e 160 dias), sob efeito
das diferentes combinagdes de reguladores de crescimento: controle (C1); 1 mg.L'' ANA + 1 mg.L"' BAP (C2); 1 mg.L"' de PBZ (C3); 2 mg.L"!
PBZ (C4); 4 mg.L"' PBZ (C5); 6 mg.L"' PBZ (C6) e 1 mg.L"" ANA + 1 mg.L"' BAP + 4 mg.L"' PBZ (C7). Barra = 5 mm.
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas de plantulas de Cattleya eldorado avaliadas nos diferentes periodos (0, 40, 80, 120 e 160 dias), sob
efeito das diferentes combinagdes de reguladores de crescimento: controle (C1); 1 mg.L"' ANA + 1 mg.L! BAP (C2); 1 mg.L! de PBZ (C3);
2 mg.L! PBZ (C4); 4 mg.L"! PBZ (C5); 6 mg.L"' PBZ (C6) e 1 mg.L"' ANA + 1 mg.L"' BAP + 4 mg.L"! PBZ (C7). Barra =5 mm.

apresentaram 230% de reducdo no comprimento da
parte aérea. Da mesma forma, utilizando 13,6 uM (4
mg.L") de PBZ em Anadenanthera colubrina, a redu-
¢do de 290% no tamanho da parte aérea foi observada
em rela¢do ao meio de cultura sem adi¢do de PBZ (Ne-
pomuceno et al. 2007) .

Os maiores comprimentos de raizes foram observa-
dos aos 80 dias em todos tratamentos (Fig. 3C). A pre-
senca de PBZ no meio de cultivo, mesmo reduzindo o
comprimento da raiz em rela¢do ao controle, promoveu
aumento do didmetro radicular (Fig. 1 e 2). Khunachak
et al. (1987), ao incorporar PBZ ao meio de cultura,
verificaram espessamento das raizes e redugdo do cres-
cimento das hastes em aspargo (Asparagus officinalis),
além do aumento no vigor das plantulas.

Aos 160 dias de cultivo, o maior comprimento ra-
dicular médio em ambas as espécies (C. labiata e C.
eldorado) ocorreu na concentra¢do de 1 mg.L"'de PBZ
(C3), porém, foi significativamente superior ao controle
somente para C. eldorado (Fig. 4).

Em cana-de-actcar (Saccharum officinarum), o uso
de 3,4 uM (1 mg.L") de PBZ em biorreator de imersao
temporaria resultou em 57,8 brotos, enquanto no meio
de cultura isento de PBZ houve formagao de 23,9 bro-
tos, em relagdo ao meio de cultura isento de PBZ (Lo-

renzo et al. 1998).

Os resultados para o numero de brotacdes com os di-
ferentes niveis de PBZ avaliados nos periodos indica-
ram comportamento semelhante e foram superiores ao
controle (Fig. 3D). O tratamento mais eficiente quanto
ao numero de brotacdes foi a combinacdo de ANA (1
mg.L") com BAP (1 mg.L"), corroborando com as ob-
servacdes de Galvanese et al. (2007) que ao trabalhar
com Aechmea blanchetiana, observaram maior taxa de
brotagdo sob as mesmas condi¢des em meio de cultura
MS semisoélido. No tratamento com os trés reguladores,
provavelmente o PBZ suprimiu o efeito da aplicagdo de
ANA e BAP, causando balanceamento hormonal menos
favoravel a brotacdes.

CONCLUSAO

O paclobutrazol ndo promoveu alteracdes na parte
aérea das plantulas até os 40 dias de cultivo, sendo que
as alteragdes podem ser verificadas a partir de 80 dias
de cultivo.

O meio de cultura MS suplementado com 1 mg.L"!
PBZ por um periodo de 40 dias apresentou maior de-
senvolvimento e vigor do sistema radicular para as
espécies C. labiata e C. eldorado, fator importante na
fase de aclimatizagdo.
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Figura 3. Parametros avaliados nas plantulas de Cattleya eldorado e Cattleya labiata, apds diferentes periodos de tratamento (0, 40, 80, 120 e
160 dias) com diferentes combinagdes de reguladores de crescimento e PBZ. A. Comprimento da parte aérea (cm.explante). B. Comprimento
da lamina foliar (cm.explante™). C. Comprimento da maior raiz (cm.explante™). D. Namero de brotos. Abreviaturas: C1, controle; C2, 1 mg.L"!
ANA + 1 mg.L'' BAP; C3, 1 mg.L"!' PBZ; C4, 2 mg.L"! PBZ; C5, 4 mg.L"! PBZ; C6, 6 mg.L"! PBZ; C7,1 mg.L"' ANA + 1 mg.L' BAP + 4
mg.L"! PBZ.
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Figura 4. Comprimento médio das raizes (cm.explante!) de Cattleya eldorado e Cattleya labiata avaliadas aos 160 dias de exposi¢do as
diferentes combinagdes de reguladores de crescimento. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade de erro. Letras maitsculas usadas para comparagao entre espécies. Letras mintisculas usadas comparagao entre tratamentos.
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