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RESUMO

Orquideas do género Cattleya L. sdo muito apreciadas pela variedade de cores, formas
e tamanhos das suas flores, porém possuem um longo periodo de juvenilidade. Utilizar
mecanismos que acelerem o processo de florescimento é desejavel para o0 mercado, no entanto,
0 conhecimento dos fendbmenos envolvidos nesse processo € incipiente. Nesse sentido, 0
objetivo deste trabalho foi investigar o comportamento fisioldgico e bioquimico da Cattleya
walkeriana G. frente a fatores ambientais (experimento i), qualidade luminosa (experimento ii)
e inibidor de giberelina (experimento iii), na inducdo do florescimento in vitro. As plantas de
oriundas de semeadura in vitro foram submetidas as seguintes condi¢Ges experimentais: (i) apos
6 meses de cultivo foram transferidas para distintas condigcdes de temperatura (26°C, 24°C,
20,5°C e 17°C), fotoperiodo (10, 12, 14 e 16 h), e disponibilidade hidrica (simulado com
diferentes doses de agar: 0, 2,75, 5,50, 8,25 e 11 g L), e avaliadas apos 3 meses; (ii) apos 12
meses de cultivo in vitro foram transferidas para distintas cores de luz (vermelho, azul, roxo
(simulado por 2 vermelhos : 1 azul) e branco), fornecidas por diodos emissores de luz (LED),
e avaliadas apds 6 meses; e, (iii) apds 6 meses de cultivo foram transferidas para meio com
distintas concentracdes de paclobutrazol (PBZ) nas concentragdes 0, 0,025, 0,05, 0,075 e 0,1
mg L?, e avaliadas ap6s 3 meses. Nos trés experimentos foram analisados pardmetros de
crescimento, do aparelho fotossintético, do metabolismo antioxidante, e do metabolismo de
carboidratos. Quanto aos fatores ambientais estudados observou-se que a temperatura média de
26°C, fotoperiodo de 12 a 14 horas de luz, e 0 mg L de agar, promovem um crescimento mais
expressivo para a espécie. A iluminagdo branca propiciou maior crescimento vegetativo e maior
acumulo de H.0> compreendido como sinalizador de crescimento nesta condicéo, ao passo que,
a roxa propiciou maior formacao de clorofilas a, b, carotenoides e clorofilas totais, assim como,
acumulo equivalente de acucares sollveis totais. Porém a ilumina¢do com LEDs vermelho,
azul, roxo e branco podem ser utilizadas sem prejuizos para espécie. O PBZ reduziu o nimero
de folhas e raizes da espécie, bem como, o comprimento das raizes. Além disso, promoveu 0
aumento de parte aérea, brotos, acimulo de carbono, e elevacdo das concentracGes de
superoxido dismutase, acucares solUveis totais, acucares redutores e proteinas. Sendo que a
concentracio de 0,1 mgL™* de PBZ pode ser utilizada para manutencdo da espécie in vitro. Por
fim, a espécie ndo foi responsiva aos fatores estudados para florescimento in vitro.

Palavras-chave: Condicdes hidricas. Florescimento de plantas. Fotoperiodo.
Luminosidade. Paclobutrazol. Temperatura. Orquideas.



ABSTRACT

Cattleya L. orchids are highly appreciated for their variety of colors, shapes, and sizes
of their flowers, but they have a long juvenile period. Using mechanisms that accelerate the
flowering process is desirable for the market, but knowledge of the phenomena involved in this
process is incipient. In this sense, the aim of this study was to investigate the physiological and
biochemical behavior of Cattleya walkeriana G. in response to environmental factors
(experiment i), light quality (experiment ii), and gibberellin inhibitor (experiment iii), in
inducing in vitro flowering. Plants originating from in vitro seeding were subjected to the
following experimental conditions: (i) after 6 months of cultivation, they were transferred to
different conditions of temperature (26°C, 24°C, 20.5°C, and 17°C), photoperiod (10, 12, 14,
and 16 h), and water availability (simulated with different agar doses: 0, 2.75, 5.50, 8.25, and
11 g L), and evaluated after 3 months; (ii) after 12 months of in vitro cultivation, they were
transferred to different colors of light (red, blue, purple (simulated by 2 reds : 1 blue), and
white), provided by light-emitting diodes (LEDs), and evaluated after 6 months; and (iii) after
6 months of cultivation, they were transferred to media with different concentrations of
paclobutrazol (PBZ) at concentrations of 0, 0.025, 0.05, 0.075, and 0.1 mg L™, and evaluated
after 3 months. In all three experiments, growth parameters, photosynthetic apparatus,
antioxidant metabolism, and carbohydrate metabolism were analyzed. Regarding the
environmental factors studied, it was observed that an average temperature of 26°C, a
photoperiod of 12 to 14 hours of light, and 0 mg L™ of agar promote more expressive growth
for the species. White lighting provided greater vegetative growth and greater accumulation of
H>0>, understood as a growth signal in this condition, while purple lighting provided greater
formation of chlorophylls a, b, and total, and carotenoids, as well as equivalent accumulation
of total soluble sugars. However, red, blue, purple, and white LED lighting can be used without
damage to the species. PBZ reduced the number of leaves and roots of the species, as well as
root length. Additionally, it promoted the increase of shoot, carbon accumulation, and elevation
of concentrations of superoxide dismutase, total soluble sugars, reducing sugars, and proteins.
The concentration of 0.1 mg L™ of PBZ can be used for in vitro maintenance of the species.
Finally, the species was not responsive to the studied factors for in vitro flowering.

Keywords: Water conditions. Plant flowering. Photoperiod. Luminosity. Paclobutrazol.
Temperature. Orchids.
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1. INTRODUCAO

Dentre as plantas vasculares, a familia Orchidaceae € a que possui maior nimero de
espeécies descritas na atualidade, aproximadamente 24.500 (REFLORA, 2020), e esta entre as
familias com maior nimero de novas entradas (CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). As orquideas
sdo consideradas plantas cosmopolitas, possuindo distribuicdo geogréfica ampla, porém, com
maior nimero de espécies sendo encontradas em climas tropicais e tmidos. Deve-se considerar
que a nivel de género e espécie, alguns grupos sao endémicos e dependentes do clima (EVANS;
JANSSENS; JACQUEMYN, 2020). O Brasil detém uma das maiores diversidades de orquideas
do mundo, sendo encontradas em todos os biomas, especialmente na formacdo da Mata
Atlantica. Sendo que aproximadamente 10% do total de espécies mundial podem ser
encontradas no Brasil (REFLORA, 2020).

Devido a sua caracteristica cosmopolita, a familia Orchidaceae é amplamente
comercializada ao redor do mundo como flores de corte, flores de vaso (YUAN et al., 2021) e
para a extracio de substancia medicinais (SLIWINSKI et al., 2022), e no paisagismo. Nesse
sentido, a familia Orchidaceae tem sido alvo de diversos estudos para entendimento do seu
metabolismo a fim da promoc¢éo de avancos, especialmente no desenvolvimento de produtos
(ZHANG et al., 2022).

Por outro lado, a demanda pelo mercado consumidor por algumas espécies que sdo
pouco cultivadas, leva ao comercio ilegal das plantas, gerando um impacto ambiental grande
na conservacdo das espécies (HINSLEY et al., 2018). Para alem disto, diversos estudos tém
demonstrado que as mudancas climéaticas possuem impacto direto sobre esta familia (EVANS;
JACQUEMYN, 2022; EVANS; JANSSENS; JACQUEMYN, 2020; LI et al., 2022,
SMALLWOOD; TRAPNELL, 2022). Desta forma a pressdo do ser humano e as mudancas
climaticas possuem efeito direto na sobrevivéncia da familia Orchidaceae (LIU et al., 2021).

Dentre os géneros de orquideas encontrados no Brasil, o Cattleya L. é amplamente
comercializado destacando-se no mercado devido a sua alta variabilidade genética e grande
capacidade de recombinacdo, além de possuir flores com cores e formatos atraentes e duraveis
(GALDIANO JUNIOR et al., 2017), outra caracteristica deste género é o florescimento tardio.

De maneira geral, a grande maioria das orquideas necessitam de varios anos para chegar
a fase de maturidade para a floragdo. Géneros como Phalaenopsis, Dendrobiums e Oncidiums,
normalmente levam de 2 a 3 anos desde a germinagdo da semente até o florescimento (CHIU;

CHANG, 2018), Cattleyas podem demorar mais de trés anos para florescer. Este fator encarece
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o0s custos de producdo, pois o cultivo necessita de periodo maior em estufas até obtengdo da
haste floral para que as plantas possam ser comercializadas.

Nesse sentido, hd uma escassez de informacgdes sobre o processo de florescimento da
maioria das espécies de Cattleyas. Segundo (SHEEHAN, 1992), o grupo Cattleya é dividido
em dois tipos quanto ao habito de floragdo, o primeiro chamado de Cattleya gigas e um segundo
grupo de Cattleyas manipuladas fotoperiodicamente. O grupo de Cattleya gigas produzem
brotos na primavera e flores no verdo, sendo que cada broto floresce separadamente. O grupo
que pode ser manipulado fotoperiodicamente produz flores duas vezes por ano.

No entanto, nem todas as espécies de género seguem rigorosamente os padrdes
descritos, como é o caso da Cattleya walkerianar. Esta espécie produz brotos na primavera, 0s
quais se desenvolvem durante o verdo e florescem no inicio do outono. A Cattleya walkeriana
€ uma orquidea de pequeno porte, nativa e endémica do Brasil, ocorrendo nos Biomas Cerrado
e Amazonia, nas vegetagdes tipo Cerrado (lato sensu), Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de
Terra Firme, Floresta Estacional Decidual e Floresta Estacional Semidecidual (REFLORA,
2020)

Esta espécie de orquidea € muito procurada, especialmente por colecionadores. Suas
flores além de possuirem um perfume Gnico, pouco ou ainda ndo explorado, apresentam
tamanhos maiores em relagdo a outras Cattleyas. Além disso, por seu porte pequeno, se adapta
ao cultivo em ambiente interno, desde que tenha boas condi¢fes de umidade e iluminagéo.
Estudos que busquem acelerar o processo de florescimento dessas plantas sdo de extrema
importancia comercial, pois podem promover a reducdo de custos, visto a aceleracdo do tempo
de comercializacdo; o aumento da qualidade do produto comercializado ao identificar produtos
ou tecnologias que promovam flores em condi¢bes de maior interesse; e aumento da
produtividade de espécies vendidas como flor corte, se identificado fatores que promovem o
encurtamento do ciclo produtivo ou possibilitem de producédo de mais um ciclo ao ano.

Do ponto de vista académico, a floracdo de plantas in vitro é dos fendmenos mais
fascinantes encontrados na biologia de plantas, e apesar do avanco em estudos sobre o tema,
muitos fendmenos envolvidos nesse processo ainda sdo incipientes (PUJARI; SANKAR
BABU, 2022). Estudos de inducdo de florescimento in vitro séo utilizados para auxiliar na
elucidacéo deste processo fisiologico. Além disso, esta técnica é empregada no melhoramento
vegetal para acelerar geracOes de espécies que possuem florescimento tardio, como as
orquideas.

Diante do exposto, esta tese tem como objetivo investigar se a disponibilidade hidrica,

o fotoperiodo, a temperatura, a qualidade luminosa e o inibidor de giberelina influenciam na
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indugéo do florescimento de Cattleya walkeriana G. in vitro, e como estes fatores influenciam
os eventos fisiolégicos e bioquimicos da espécie.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae apresenta-se como uma das maiores e mais diversificadas
familias do reino vegetal, sendo constituida por aproximadamente 24.500 espécies distribuidas
em cerca de 800 géneros (REFLORA, 2020). Apresenta distribuicdo cosmopolita, embora seja
mais abundante nas regides tropicais, especialmente na América Central e do Sul, bem como,
regibes da Asia equatorial. S&o plantas de habitos terrestres, epifitas, rupicolas e saprofitas
(PIVETTA et al., 2014). O Brasil detém uma das maiores diversidades de orquideas do mundo,
sendo encontradas em todos os biomas, especialmente na formacéo da Mata Atlantica. No total,
sdo cerca de 2.419 espécies das quais 1.620 sdo endémicas do pais (BARROS; RODRIGUES;
BATISTA, 2009; FORZZA et al., 2010).

As orquideas estdo entre as flores tropicais de maior valor agregado e as plantas
envasadas mais comercializadas no pais. Encantam pelo formato das flores, cores e perfumes.
Séo plantas versateis, podendo ser utilizadas como flores de corte e no paisagismo, além de
serem muito procuradas por colecionadores.

Uma caracteristica desta familia € o florescimento tardio de alguns géneros. A grande
maioria das orquideas necessitam de mais de um ano para chegar a fase de maturidade para a
floragdo (HEW; YONG, 2004). Géneros como Phalaenopsis, Dendrobiums, e Oncidiums,
normalmente levam de 2 a 3 anos desde a germinacéo da semente até o florescimento (CHIU,;
CHANG, 2018). Este fator, encarece 0s custos de producdo, pois o cultivo de muitos géneros
necessita de periodo maior em estufas até obtencdo da haste floral para que as plantas possam
ser comercializadas.

Devido a alta atratividade existe a busca pelo desenvolvimento de novos hibridos e
variedades, o que fomenta o mercado de plantas ornamentais. No que diz respeito a floragéo
das orquideas, as qualidades e caracteristicas avaliadas para o melhoramento genético
concentra-se na forma e armacdo da flor, tamanho, coloracédo, quantidade de flores e seu arranjo
na haste, bem como, substancia e textura (TAKANE; YANAGISAWA; PIVETTA, 2010).

2.2. Género Catteya L. e a espécie nativa Cattleya walkeriana G.
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Dentre os géneros encontrados no Brasil, o Cattleya L. é amplamente comercializado
na atualidade destaca-se no mercado devidos a sua alta variabilidade genética e grande
capacidade de recombinagdo, além de possuir flores com cores atraentes e duraveis
(GALDIANO JUNIOR et al., 2017). A maioria das pesquisas com plantas deste género
referem-se a propagacdo vegetal pautada na produgdo de protocolos de germinacdo ou
organogénese in vitro e desenvolvimento de plantas apos a germinacdo (SCHNEIDERS et al.,
2012).

O cultivo das especies deste género é relativamente simples, a maioria suporta
ambientes de alta temperatura, sendo ideais que as temperaturas diurnas estejam na faixa de
25°C a 35°C, e as noturnas, de 20°C a 30°C (PIVETTA et al., 2014). Sao cultivadas em
diferentes substratos, desde que, bem aerados, como casca de pinus, casca de arroz carbonizada
e fibra de coco (TAKANE; YANAGISAWA; GOIS, 2013).

Em relacdo as estruturas reprodutivas, o género possui uma espata ou bréctea (folha
modificada), que protege a haste floral. No interior desta espata tem-se a formacéo da haste
floral, que por sua vez, pode apresentar muitos botbes dependendo do manejo, da espécie e
variedade. Quando o botdo floral atinge seu maximo tamanho, € necessario que a haste seja
tutorada, pois apresenta uma espessura fina, podendo quebrar em alguns casos (TAKANE;
YANAGISAWA; PIVETTA, 2010). No entanto, a primeira floracdo deste género € tardia, o
gue atrasa a comercializacdo e aumenta custos de producdo (CARDOSO; ONO; RODRIGUES,
2010). Além disso, com algumas excecdes, esse género apresenta floracdo exuberante apenas
uma vez ao ano, com durabilidade das flores de 7 a 30 dias (CARDOSO; ISRAEL, 2005).

Existem poucas informacBes sobre o habito de floracdo da maioria das espécies de
Cattleyas, possivelmente devido a grande distribui¢do pelo mundo. Segundo Sheehan (1992),
0 grupo Cattleya é dividido em dois tipos quanto ao habito de floracdo, o primeiro chamado de
Cattleya gigas e um segundo grupo que pode manipulado fotoperiodicamente. O grupo de
Cattleya gigas produzem brotos na primavera e flores no verdo, sendo que cada broto floresce
separadamente. O grupo de que pode ser manipulado fotoperiodicamente produz flores duas
Vezes por ano.

No entanto, nem todas as espécies do género seguem rigorosamente os padrdes
descritos, como a Cattleya walkeriana Gardner. Esta espécie produz brotos na primavera, 0s
quais se desenvolvem durante o verdo e nédo florescem antes do outono. A Cattleya walkeriana
é uma orquidea de pequeno porte, nativa e endémica do Brasil, ocorrendo nos Biomas Cerrado

e Amazonia, nas vegetaces tipo Cerrado (lato sensu), Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de



18

Terra Firme, Floresta Estacional Decidual e Floresta Estacional Semidecidual (Figura 1)
(REFLORA, 2020).

Figura 1 - Regides de ocorréncia de Cattleya walkeriana G.

FONTE: (REFLORA, 2020)

Considerada vulneravel, devido a coleta excessiva para 0 comércio e a pressdo sobre
seu habitat natural (BRASIL, 2022). E uma planta rizomatosa, suas hastes possuem de 1 a 3
flores, com pétalas e sépalas rosa escuro/rosa claro/lilas, com labelos trilobados curtos entre
lobos medianos e base dos lobos laterais ou lobos medianos sésseis de cores lilas/rosa claro/rosa
escuro (REFLORA, 2020).

Observacdes realizadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, mostra que a espécie e seus
hibridos necessitam de um periodo de 3 a 4 anos, desde a germinacdo das sementes, para
florescer (Figura 2). Uma planta oriunda de semente no momento do florescimento possui em
média nove folhas distribuidas em quatro bulbos com duas folhas cada, e um bulbo floral com
uma folha. O didmetro médio do bulbo floral é de 9,48 mm, com uma folha de 55,76 mm de
comprimento por 21,92 mm de largura. O maior bulbo possui em média 16,55 mm de diametro,
sendo que o comprimento da maior folha é de 94,84 mm e 32,85 mm de largura. Apds o

desenvolvimento do botédo floral, o tempo médio para desabrochar das flores é de 14 dias.
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Figura 2 - Cattleya walkeriana G. em diferentes estagios de desenvolvimento da haste floral.

Fonte: Da autora (2023)

2.3. Inducéo do florescimento em orquideas

A plantas que habitam ambientes sazonais possuem capacidade de combinar o tempo
anual das principais transi¢cdes de vida com a estacdo de crescimento local (BLACKMAN,
2017). Os individuos percebem o comprimento do dia, a temperatura, as mudancas de estacoes
do ano como sugestbes ambientais, passando a coletar estas informagfes e integra-las
molecularmente para os processos de germinacdo, floracdo e outras transicdes importantes
durante periodos favoraveis ao crescimento, reproducdo e producdo de sementes
(BLACKMAN, 2017)
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Segundo estudos de Blazquez; Koornneef; Putterill (2001) com Arabidopsis thaliana, a
reproducdo sexual bem-sucedida depende do reconhecimento de condi¢bes ambientais
favoraveis e da integracdo dessas informacgdes com sinais de desenvolvimento endogenos. Os
dois principais fatores ambientais que promovem a floracdo em Arabidopsis s&o os dias longos
(fotoperiodo) e a exposicao a baixas temperaturas (vernalizacao). Além disso, a via autbnoma
promove a floragdo em todas as condigdes, e a giberelina (GAz) € necessaria para a floragdo em
condic¢des ndo indutivas de dias curtos. Estas Ultimas vias funcionam independentemente das
condic¢des ambientais em Arabidopsis.

Em orquideas ndo é totalmente claro o efeito destes fatores no processo de
florescimento. Por serem amplamente distribuidas no mundo, apresentam mecanismos de
controle da floracdo distintos entre os géneros, estes mecanismos podem ter se desenvolvido de
acordo com habitats naturais das plantas (WANG et al., 2019). Para algumas espécies
temperatura e vernalizagdo sdo descritos como possiveis indutores do processo de floragédo
(WANG et al., 2019). Porém, nem sempre s&o encontradas semelhangas entre os efeitos destes
fatores em plantas cultivadas in vitro em relacdo as cultivadas ex vitro (SILVA et al., 2014).

A temperatura pode ser usada para controlar o tempo de floracdo em culturas comerciais
como a Phalaenopsis. O florescimento desta espécie é promovido pela baixa temperatura
ambiente 25°C/20°C (dia/noite) e pode ser revertido com 0 aumento da temperatura (28°C)
(LEE; AN; KIM, 2015).

Em Dendrobium, de maneira geral, a floracdo ¢ promovida em baixa temperatura
ambiente. Para Dendrobium nobile, Wang; Wang; Ye (2009) relatam que temperatura de 25 C°
constante promove o florescimento de flores ndo perfeitas, no entanto, quando regime de
temperatura é menor (23°C/18°C — dia/noite) ocorre o desenvolvimento de flores perfeitas. Em
hibridos da espécie, como o Dendrobium Chao Praya Smile e Dendrobium Madame Thong-In,
o florescimento ocorre em ambientes com alta temperatura (CAMPOS; KERBAUY, 2004;
SILVA et al., 2014). Para o florescimento de Cypripedium, se faz necessaria um periodo de
vernalizacdo abaixo de 5°C ou temperatura negativa para a floracdo (ZHANG et al., 2014).

Em relagdo as mudangas no comprimento do dia, as plantas as detectam como uma
sugestdo confiavel para regular as transi¢cées importantes do desenvolvimento. Integragdo de
varias ligacOes externas permitem que as plantas consigam medir as alteracdes do fotoperiodo
no ambiente circundante (SHIM; KUBOTA; IMAIZUMI, 2017). Orquideas de dia longo
precisam do periodo de menos luz para a floracdo e orquideas de dia curto ndo podem exceder
0 ponto critico da luz mais longo, tendo o fotoperiodo um efeito significativo também na
florag&o in vitro (SILVA et al., 2014).
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Experimentos conduzidos com as espécies Cymbidium kanran e Cymbidium ensifolium
demostraram que a indugdo de flores in vitro é afetada com o fornecimento de luz (SILVA et
al., 2014). Em Psygmorchis pusilla foi observado que o aumento da duragédo da luz contribui
para maior formacéo de hastes florais (VAZ; FIGUEIREDO-RIBEIRO; KERBAUY, 2004).
No entanto, (WANG et al., 2019) relatam que o efeito do fotoperiodo na floracéo de diferentes
espécies de orquideas é bastante variavel devido a diversidade de adaptacédo, além da maioria
das orquideas serem nativas de areas tropicais, onde a duracao do dia ndo muda drasticamente
ao longo do ano.

Em relagdo as vias que funcionam de forma independente as condi¢cBes ambientais, o
uso ndo s6 de giberilina, mas de outros hormdnios vegetais, como as auxinas e citocininas,
demonstram impactar no florescimento de orquideas. Estudos relatados por Chandler (2011)
demostram que o0s hormonios sdo os principais transdutores de informacdo genética para
desenvolvimento floral, sendo que o desenvolvimento das flores resulta do equilibrio entre
tamanho do meristema e coordenacéo da organogénese. Horménios como citocinina, giberilina
e auxina regulam o tamanho do meristema floral e desempenham papel fundamental na
iniciacdo de 6rgdos (CHANDLER, 2011).

Os efeitos de hormonios vegetais foram estudados em diferentes condicGes
experimentais e em espécies de orquideas das familias Phalaenopsis, Dendrobium, Oncidium,
Doritaenopsis, Spathoglottis e Cymbidium. Os resultados relatam efeitos variados em relacgdo a
aplicacdo de horménios (SILVA et al., 2014; WANG et al., 2019). Em orquideas monopodiais
e simpaticas como Phalaenopsis e Dendrobium, citocininas sintéticas como o BAP, TDZ, 2iP
estimulam o florescimento, enquanto auxinas sintéticas como o ANA suprimem o efeito
(SILVA et al., 2014; WANG et al., 2019). No entanto a promocdo do florescimento pela
aplicacdo de BAP em Doritaenopsis e Phalaenopsis, depende de certas condi¢cfes e ndo € um
substituto eficaz para uma baixa temperatura indutiva nas espécies (BLANCHARD; RUNKLE,
2008).

A qgiberelina ndo induz a floragdo quando aplicada isoladamente, no entanto, é
necessaria uma quantidade suficiente de giberelina para ocorrer a floracdo (SILVA et al., 2014;
WANG et al., 2019). Goh; Yang, (1978) e Hew; Clifford (1993), relatam que o GA3z quando
adicionada em combinagdo a citocinina (BAP) parece acelerar um pouco o efeito do
fitohormonios. No entanto, em espécies de Doritaenopsis e Phalaenopsis 0 GAz nao estimulou
o efeito do BAP (BLANCHARD; RUNKLE, 2008). Quando utilizado de forma isolada na
concentragdo de 125 mg L™ pulverizado por 2 vezes, 0 GAs induz o florescimento de
Phalaenopsis (CARDOSO; ONO; RODRIGUES, 2012). Além disso, quando usada em plantas
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em situac&o de estresse hidrico mostrou-se eficaz para hibridos de Brassocattleya, no entanto,
em hibridos de Cattleya nas mesmas condi¢fes ndo promoveu o florescimento (CARDOSO;
ONO; RODRIGUES, 2010), sendo o unico estudo encontrados para o género.

De maneira oposta, o paclobutrazol age reduzindo a biossintese de giberelina,
contribuindo assim para inibir o crescimento vegetativo, promovendo a maturagdo das gemas
e, consequentemente, favorecendo a floragdo. O paclobutrazol atua na inibi¢do da sintese do
acido giberélico, promovendo mudancas morfofisiologica no crescimento das plantas,
associando-se, ainda com a diminuicdo da transpiracdo, altura, biomassa e area foliar além do

aumento da quantidade de clorofila.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Baseados nos objetivos de investigar se a disponibilidade hidrica, o fotoperiodo, a
temperatura, a qualidade luminosa e o inibidor de giberelina influenciam na inducdo do
florescimento de Cattleya walkeriana G. in vitro, e como estes fatores influenciam os eventos
fisiologicos e bioquimicos da espécie. Obtivemos quanto aos fatores ambientais estudados que
cultivar espécie em temperatura média de 24 °C, com fotoperiodo de 12 a 14 horas de luz
propicia um crescimento expressivo, 0 que pode ser favoravel para novos testes de inducdo ao
florescimento na espécie e em outras plantas do género Cattleya. As condi¢des hidricas
analisadas de estresse provem o crescimento da espécie. A iluminacdo LED branca propicia
maior crescimento vegetativo para espécie, propiciando maior acimulo de H202 compreendido
como sinalizador de crescimento nesta condigdo. A luz roxa, a partir da combinagéo
monocromatica do vermelho e do azul, propicia maior formacdo de clorofilas a, b, carotenoides
e clorofilas totais, assim como, acumulo equivalente de agucares soluveis totais. O PBZ reduziu
o numero de folhas e raizes da espécie, bem como, o comprimento das raizes. Além disso,
promove 0 aumento de parte aérea, brotos, acimulo de carbono e, elevacdo das concentracdes
de superoxido dismutase, aglcares solUveis totais, aglcares redutores e proteinas. A especie

ndo é responsiva aos fatores estudados para florescimento in vitro.
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ARTIGO | - FATORES AMBIENTAIS NA INDUCAO DO FLORESCIMENTO in vitro
EM Cattleya walkeriana G.

Resumo

Utilizar mecanismos que possam acelerar o periodo de florescimento é desejavel para o
mercado de orquideas. Buscamos investigar o comportamento fisioldgico e bioquimico da
Cattleya walkeriana G. frente aos fatores ambientais relacionados a temperatura, fotoperiodo e
disponibilidade hidrica, e se estes fatores influenciam na inducgéo do florescimento da espécie
in vitro. As plantas, oriundas de semeadura in vitro, apds 6 meses de cultivo foram transferidas
para condicOes de 26, 24, 20,5 e 17°C, 10, 12, 14 e 16 h de luz, e disponibilidade hidrica de 0,
2,75, 5,50, 8,25 e 11 g L™L. Apds 3 meses foram analisados os parametros de crescimento, do
aparelho fotossintético, do metabolismo antioxidante, e do metabolismo de carboidratos.
Temperaturas aproximadas de 24°C propiciaram melhor desenvolvimento geral de parte aérea
e raiz, mensurados pelas analises fitotecnias. Fortalecendo estes resultados, foi verificado que
ocorreu um aumento na producdo de clorofilas a, b, totais e carotenoides com o aumento da
temperatura, e a reducdo do fotoperiodo e da disponibilidade hidrica. O conteido de H20O nao
apresentou valores significativos para as trés situacOes estudadas. As plantas que estavam em
fotoperiodo de 12 h de luz apresentaram maior contetdo de SOD. Os teores desta enzima
também foram maiores com o aumento da restricdo hidrica. Os niveis de acUcares sollveis
totais reduziram com o aumento de temperatura, e a concentracdo de acUcares redutores
aumentou quanto maior a restricdo hidrica. Com relacdo ao conteudo de proteinas, houve um
aumento com a maior quantidade de horas de luz. Por fim, os fatores ambientais estudados ndo
foram suficientes para induzir o florescimento in vitro na espécie. No entanto, visando o
crescimento mais expressivo, 0 que pode ser favoravel para novos testes de inducdo ao
florescimento da espécie, a orquidea Cattleya walkeriana pode ser mantida em sala de
crescimento com temperatura média de 26°C, com fotoperiodo de 12 a 14 horas de luz, e em
meio liquido (0 mg L™ de agar).

PALAVRAS-CHAVE: Disponibilidade Hidrica; Fotoperiodo; Temperatura;

Orchidaceae; Plantas ornamentais.
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1. Introdugéo

A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores e mais diversificadas do reino vegetal. Dentro
desta familia, inlmeras espécies possuem alto valor ornamental, sendo classificadas como
flores tropicais nobres. As orquideas do género Cattleya L. sdo flores muito apreciadas por sua
variedade de cores, formas e tamanhos. Diversas espécies compdem este género, dentre elas, a
Cattleya walkeriana G. (REFLORA, 2020)

Esta € uma orquidea de pequeno porte, espécie nativa e endémica do Brasil, de alto
potencial ornamental de ocorréncia nos Biomas do Cerrado e Amazonia, nas vegetacoes tipo
Cerrado (lato sensu), Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Terra Firme, Floresta Estacional
Decidual e Floresta Estacional Semidecidual (Figura 1) (REFLORA, 2020). Além disso, devido
a grande procura por colecionadores, os impactos das mudancas climéticas sobre os biomas e
0 avango do cultivo agricola sobre estas localidades, a C. walkeriana encontra-se na lista de
plantas vulnerdveis (BRASIL, 2022).

Figura 1 - Cattleya walkeriana G. e suas regides de ocorréncia compreendendo os biomas da
Amazonia (estado do Mato Grosso - MT), Cerrado (estados de Mato Grosso - MT,
Goiéas - GO, Tocantins - TO, Bahia - BA e Minas Gerais - MG), e Mata Atlantica
(estados de Minas Gerais - MG e Sao Paulo - SP).

FONTE: (REFLORA, 2020)
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Uma das maneiras de preservar as espécies de orquideas, é disponibiliza-las ao mercado
consumidor. Nesse sentido, protocolos de multiplicagéo in vitro, estudos de aclimatizacéo e de
desenvolvimento em vasos sdo desenvolvidos e ainda necessitam ser aprimorados. Outra
demanda diz respeito ao fato que a grande parte das orquideas possuem um longo periodo de
juvenilidade, o que encarece a produgéo e consequentemente a comercializacao destas plantas,
além de afetar os processos tradicionais de melhoramento genético. Utilizar mecanismos que
possam acelerar este periodo induzindo o processo de florescimento é desejavel para o mercado.
Apesar dos avancos nos estudos sobre o tema de florescimento e o uso de técnicas que
promovam a indugéo floral, muitos fendmenos envolvidos nesse processo ainda sdo incipientes
(PUJARI; SANKAR BABU, 2022), e para muitos géneros comercializados ndo ha estudos na
literatura, como é o caso das Cattleyas.

Para diversas espécies que habitam ambientes sazonais a floracdo ocorre por meio da
capacidade que as plantas possuem de combinar o tempo anual das principais transi¢cdes de vida
com a estacdo de crescimento local. Os individuos percebem o comprimento do dia, a
temperatura, as mudancas de estacfes do ano como sugestdes ambientais, passando a coletar
estas informacdes e integra-las molecularmente para 0s processos de germinacéo, floracéo e
outras transicBes importantes durante periodos favoraveis ao crescimento, reproducdo e
producdo de sementes (BLACKMAN, 2017).

As Cattleyas sdo orquideas cosmopolitas, estando distribuidas em diversas partes do
mundo. Por serem amplamente distribuidas no mundo, apresentam mecanismos de controle da
floracdo distintos entre os géneros, estes mecanismos podem ter se desenvolvido de acordo com
habitats naturais das plantas (WANG et al., 2019). Para algumas espécies de orquideas a
temperatura e vernalizagdo sdo descritos como possiveis indutores do processo de floragédo
(WANG et al., 2019). Porém, nem sempre sdo encontradas semelhancas entre os efeitos destes
fatores em plantas cultivadas in vitro em relacdo as cultivadas ex vitro (SILVA et al., 2014).

A temperatura pode ser usada para controlar o tempo de floragdo em culturas comerciais
como a Phalaenopsis. O florescimento desta espécie € promovido pela baixa temperatura
ambiente 25°C/20°C (dia/noite) e pode ser revertido com o aumento da temperatura (28°C)
(LEE; AN; KIM, 2015).

Em Dendrobium, de maneira geral, a floracdo € promovida em baixa temperatura
ambiente. Para Dendrobium nobile, Wang; Wang; Ye (2009) relatam que temperatura de 25 C°
constante promove o florescimento de flores ndo perfeitas, no entanto, quando regime de
temperatura é menor (23°C/18°C — dia/noite) ocorre o desenvolvimento de flores perfeitas. Em

hibridos da espécie, como o Dendrobium Chao Praya Smile e Dendrobium Madame Thong-In,
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o florescimento ocorre em ambientes com alta temperatura (CAMPOS; KERBAUY, 2004;
SILVA et al., 2014). Para o florescimento de Cypripedium, se faz necessario um periodo de
vernalizacdo abaixo de 5°C ou temperatura negativa para a floracdo (ZHANG et al., 2014).

Em relacdo as mudancas no comprimento do dia, as plantas as detectam como uma
sugestdo confiavel para regular as transi¢cées importantes do desenvolvimento. Integragdo de
varias ligacOes externas permitem que as plantas consigam medir as alterac6es do fotoperiodo
no ambiente circundante (SHIM; KUBOTA; IMAIZUMI, 2017). Orquideas de dia longo
precisam do periodo de menos luz para a floracdo e orquideas de dia curto ndo podem exceder
0 ponto critico da luz mais longo, tendo o fotoperiodo um efeito significativo também na
florag&o in vitro (SILVA et al., 2014).

Experimentos conduzidos com as espécies Cymbidium kanran e Cymbidium ensifolium
demonstraram que a inducdo de flores in vitro é afetada com o fornecimento de luz (SILVA et
al., 2014). Em Psygmorchis pusilla foi observado que o aumento da duragéo da luz contribui
para maior formacao de hastes florais (VAZ; FIGUEIREDO-RIBEIRO; KERBAUY, 2004).
No entanto, Wang et al., (2019) relatam que o efeito do fotoperiodo na floracdo de diferentes
espécies de orquideas € bastante variavel devido a diversidade de adaptacdo, alem da maioria
das orquideas serem nativas de areas tropicais, onde a duracdo do dia ndo muda drasticamente
ao longo do ano.

Outro fator que influencia no florescimento de orquideas é a disponibilidade hidrica.
Algumas espécies crescem em ambientes Umidos e, portanto, precisam de uma quantidade
adequada de agua para florescerem adequadamente. Outras espécies, passam por pequenos
periodos de escassez hidrica, que sdo naturais do seu ambiente. Em resposta a esses estresses,
as plantas podem aumentar a producdo de hormonios vegetais que podem induzir o
florescimento (TAIZ et al., 2017).

Diante destas diferencas, tivemos como objetivo investigar o comportamento fisioldgico
e bioquimico da Cattleya walkeriana G. frente aos fatores ambientais relacionados a
temperatura, fotoperiodo e disponibilidade hidrica, e se estes fatores influenciam na inducdo do

florescimento da espécie in vitro.

2. Materiais e Métodos

Material vegetal
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Foram coletadas cdpsulas de sementes de plantas matrizes com idade dez anos de C.
walkeriana, mantidas no orquidario da Universidade Federal de Lavras. As sementes foram
germinadas no meio de cultura Knudson (KNUDSON, 1946), acrescido com 20 g L™ de
sacarose, 5,5 g L™ de 4gar, 1% de carvéo ativado, e 100 mL L™ 4gua de coco, com ajuste de pH
5,8. Apds quatro meses, as plantulas com média de 1.5 £1 cm foram transferidas para novo
meio e cultivadas por seis meses em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 h, temperatura
de 26°C ¢ intensidade luminosa de 27 pmol m™ s para instalagio dos experimentos. Ao final

dos seis meses as plantas possuem, em média, 3 £1 cm de comprimento de parte aérea.

Delineamento experimental do ensaio de temperatura

A partir das Normais Climatolégicas de 1991 a 2020 (Figura 2) para a cidade de Lavras,
Minas Gerais, Brasil (INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA - INMET, 2022)
foram definidas as quatro temperaturas para este estudo. Foram simuladas trés temperaturas em
BOD, que se assemelhassem a méxima e minima temperatura média mensal (24°C e 17°C) e
outra proxima a temperatura média anual (20,5°C). Além disto, foi utilizada como testemunha
a temperatura usual de salas de crescimento (26°C). As plantas permaneceram por trés meses
as plantas permaneceram nestas temperaturas. Foi utilizado delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 12 repeti¢fes de cada tratamento. Cada repeti¢do foi composta

por uma planta.
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Figura 2 — Temperaturas maximas, médias e minimas (médias mensais) ao longo do ano e
temperatura média anual para Lavras, Minas Gerais, Brasil (Normais Climatolégicas
- 1991 - 2020) e temperaturas utilizadas no estudo.
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Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA - INMET, 2022).

Delineamento experimental do ensaio de fotoperiodo

A partir da metodologia proposta por (LIGR; RON; NATR, 1995), foi estimulado o
fotoperiodo para a regido de ocorréncia da espécie (Figura 3), sendo entdo definidos os
fotoperiodos utilizados neste ensaio. Por trés meses as plantas permaneceram em BOD nas
condicdes de 10, 12 e 14 h de luz, a testemunha permaneceu em na sala de crescimento com 16
h de luz. A temperatura padréo utilizada foi de 26°C, temperatura padrédo da sala de crescimento.

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado, com 12 repeti¢des de cada

tratamento.
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Figura 3 - Fotoperiodo em horas ao longo do ano para Lavras, Minas Gerais, Brasil.
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Fonte: Da Autora (2023)

Delineamento experimental do ensaio de estresse hidrico

A partir das Normais Climatoldgicas de 1991 a 2020 (Figura 4) para a cidade de Lavras,
Minas Gerais, Brasil (INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA - INMET, 2022)
foram definidas as condiges hidricas utilizadas no ensaio. As plantas foram cultivadas no meio
Knudson (KNUDSON, 1946), acrescido com 20 g L™ de sacarose, 1% de carvio ativado, e 100
mL L 4gua de coco, com ajuste de pH 5,8, como tratamentos foram utilizadas as concentragGes

de 4gar de 0; 2,75; 5,50; 8,25 e 11 g L* por trés meses. Foi utilizado delineamento experimental

inteiramente casualizado, com 12 repeti¢Oes de cada tratamento.
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Figura 4 - Precipitacdo acumulada mensal ¢ nimero de dias com precipitagao efetiva (p > 1
mm) para Lavras, Minas Gerais, Brasil (Normais Climatoldgicas - 1991 - 2020).
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Andalises morfométricas

Foram avaliados a ocorréncia de formacgéo de estruturas florais (haste floral, botdes e
flores), o numero de folhas, brotos e raizes; comprimento de parte aérea (mm), brotos (mm) e
maior raiz (mm); massa fresca e seca de parte aérea e raizes (g). Foi utilizado um paquimetro
digital para as medidas de comprimento. Para massa fresca e seca de parte area e de raiz
utilizou-se uma balanca de precisdo, e a massa seca foi avaliada apds secagem em estufa de

ventilagdo forgada a temperatura de 65°C por 24 horas.

Conteudo de clorofilas

Para determinar o teor de clorofila, foi realizada a extragdo conforme descrito por Engel
e Poggiane (1991) a partir de 0,05 g de matéria fresca homogeneizada em 5 mL de acetona
80%, seguida de leitura em espectrofotdmetro a 470, 645 e 652 nm para clorofilaae b e
carotenoides, respectivamente.
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Caracterizacdo bioguimica ndo enzimdtica: quantificagdo de perdxido de
hidrogénio (H202)

Para a anélise utilizou-se trés amostras bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada
tratamento empregado. As amostras eram compostas por todas as partes de uma planta inteira
(folhas, bulbos e raiz).

Foram maceradas 0,2 g de material vegetal de cada amostra bioldgica em nitrogénio
liquido. Estas amostras foram homogeneizadas em 1,5 mL de TCA e centrifugadas, a 12.000 g
por 15 minutos, a 4°C. A partir do sobrenadante obtido, o H20> foi determinado medindo a
absorbancia a 390 nm em um meio de reag¢do contendo tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH
7,0, 500 pL do extrato e 1 mL de iodeto de potassio (VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA,
2000).

Caracterizacao bioquimica enzimética: Dismutase do superdxido (SOD); Catalase
(CAT) e Peroxidase do ascorbato (APX)

Para a analise utilizou-se trés amostras bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada
tratamento utilizado. As amostras eram compostas por todas as partes de uma planta inteira
(folhas, bulbos e raiz).

Foram maceradas 0,2 g de material vegetal de cada amostra biolégica em nitrogénio
liquido. Estas amostras foram. Ao extrato obtido através da maceracgdo, foram adicionados 1,5
mL do tampao de extracdo contendo: 1,47 mL de tampéo fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,0),
15 uL de EDTA 0,1M (pH 7,0), 6 uL de DDT 0,5 M, 12 pLL de PMSF 0,1 M, acido ascorbico
0,001 M e 22 mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C e 0
sobrenadante coletado e armazenado a -20°C para andlises da dismutase do superdxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELET et al.,1998).

As atividades da enzima SOD foram avaliadas pela capacidade de inibicdo da
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A 100 pL do
extrato enzimético foram adicionados 1,9 mL do meio de incubacéo: tampé&o fosfato de potéassio
50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NB 75 uM e riboflavina 2 uM.

As amostras foram iluminadas com lampada fluorescente de 20 W (o controle foi
mantido no escuro e sem a adicdo do extrato). Apds 10 minutos, as amostras foram lidas em

560 nm e o calculo da atividade enzimatica foi feito utilizando a equagdo: % de inibi¢do =
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(A560 amostra com o extrato enzimatico — A560 controle sem enzima) / A560 controle sem
enzima.

A atividade da enzima CAT foi avaliada utilizando uma aliquota de 50 puL do extrato
enzimatico onde sera adicionado 950 uL. de meio de incubagado contendo: 500 uL de fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 pL de perdxido de hidrogénio 12,5 Mm, incubados a 28°C
(HAVIR; MCHALE, 1987). A cada 15 segundos, durante trés minutos, foram avaliados o
decaimento da absorbancia, a 240 nm, pelo consumo do perdxido de hidrogénio. O coeficiente
de extingdo molar foi de 36 mM* cm™.

A atividade da enzima APX foi determinada utilizando uma aliquota de 50 pL do extrato
enzimatico onde sera adicionado 950 uL. de meio de incubagdo contendo: 500 pL de fosfato de
potéssio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL de acido ascorbico 10 Mm e 50 uL de peroxido de hidrogénio
2 mM (NAKANO; ASADA, 1981). A cada 15 segundos, durante trés minutos, foi avaliada a
taxa de oxidagéo do ascorbato a 290 nm onde foi determinado o coeficiente de extingdo molar
2,8 mMtcem?.

Caracterizacdo de macro e micromoléculas: proteinas, aclUcar solUveis totais e

aclcares redutores

Foi utilizado protocolo descrito por (ZANANDREA et al., 2009). Foram utilizadas trés
repeticdes de 0,2 g de amostra seca de cada amostra bioldgica. O material foi triturado e
colocado e serdo adicionados 5 mL de tampéo de potéssio 0,1 M pH 7,0, seguido de banho-
maria por 30 minutos a 40°C. Posteriormente foi centrifugado a 10.000 g durante 20 minutos.
Esse processo foi repetido uma vez e o sobrenadante combinado (obtendo um volume final de
extrato de 10 mL). As aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para analise de agucar
sollveis totais, acUcares redutores, e proteinas. Para a analise utilizou-se trés amostras
bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada tratamento empregado. As amostras eram
compostas por todas as partes de uma planta inteira (folhas, bulbos e raiz).

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de normalidade através do teste de
Shapiro-Wilk (ROYSTON, 1992), e os outliers foram identificados através do teste de Grubbs
e eliminados do grupo de dados (GRUBBS, 1950). Foi realizada uma analise de regressdo

linear, determinando-se a significancia da regressdo em si e dos coeficientes do modelo de
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regressdo. O modelo de regressdo (primeiro ou segundo grau) foi determinado atraves do teste
de significancia para variaveis extras (HOWELL, 2010). Para anélise dos dados foi utilizado o
software Microsoft Office Excel® com pacote de recursos Real Statistics - Release 8.4
(ZAIONTZ, 2020).

3. Resultados e Discussao

De maneira geral, os fatores ambientais estudados, nos tratamentos sugeridos, ndo foram
suficientes para induzir o florescimento in vitro na espécie. No entanto, observagdes puderam
ser feitas quanto ao comportamento da espécie frente as condigdes de temperatura, fotoperiodo
e disponibilidade hidrica, o que pode auxiliar na otimizacdo de protocolos de cultivo in vitro
para novos testes de inducéo ao florescimento para espécie.

Em todos os tratamentos testados houve sobrevivéncia de 100% das plantas. Com
relacdo ao numero de brotos formados, a temperatura e o fotoperiodo tiveram uma influéncia
significativa, com o aumento da temperatura e das horas de luz aumentou-se a formacdo dos
brotos. A 26°C e a 16 horas de luz a formacédo de, em média, de 4 a 6 brotos, por planta. As
variacdes de disponibilidade hidrica ndo foram significativas para a formacdo de brotacGes
(Figura 2). As brotacBes sdo importantes em diversas espécies de orquideas, ndo s6 para
formag@o de novas mudas, como para formacgdo das hastes florais (NADAL et al., 2022;
PUJARI; SANKAR BABU, 2022). Observacdes em estufa realizadas com a espécie mostram
a necessidade de um crescimento vegetativo vigoroso, com variacdes de 4 a 5 brotacdes, para
entdo o surgimento de brotos florais, de onde se formam as hastes florais.

Com relacdo ao numero de folhas e raizes, este ndo foi alterado significativamente pela
temperatura. No entanto, com a varia¢do de fotoperiodo observou-se um ponto de maxima
eficiéncia para formacéo de folhas, entre 12 e 14 h de luz. Em contraponto, o0 numero de raizes
reduz com o aumento das horas de luz, sendo que 10 horas de luz propicia formacéo
significativa de, em média, 13 raizes. Ao analisarmos a disponibilidade hidrica, observamos um
ponto de minima eficiéncia na concentracao de &gar habitualmente utilizada nos protocolos (5,5
mg L1), os pontos de maior eficiéncia foram nas situacdes de excesso hidrico (0 mg L™ de agar)
e falta hidrica (cerca de 11 mg L™ de 4gar) (Figura 5).

As duas situagOes, excesso e escassez hidrica, aumentaram os niveis de algumas
moléculas sinalizadoras tendo como resultado o aumento de parte aérea e raiz nas situagdes
extremas. Além disso, é amplamente reconhecida a influéncia da temperatura, do fotoperiodo

e da disponibilidade hidrica para o desenvolvimento vegetal. Estes fatores desempenham papéis
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de regulacdo de diversos processos ao longo do crescimento e desenvolvimento das plantas
(TAlZ etal., 2017). Quando totalmente desenvolvidos, estes sinais passam a atuar na complexa
rede regulatoria das plantas, que integra sinais exogenos e enddgenos convergindo-os para
regular genes, os quais codificam estimulos necessarios para a inducéo floral (BAO et al., 2019;
LIU; ZHANG; YU, 2020).

Em laboratdrios de cultura de tecidos vegetais, comumente sdo utilizados temperatura e
fotoperiodo padrédo para a maioria das espécies que sdo cultivadas e distribuidas pelo local. Ao
analisarmos as condi¢fes para um crescimento 6timo desta orquidea, alguns ajustes poderiam
ser realizados para expressdo maxima do seu crescimento em menor tempo, talvez assim,

acelerando o processo de juvenilidade.

Figura 5 - Numero de folhas (NL), brotos (NS) e raizes (NR) de Cattleya walkeriana cultivadas
in vitro em funcgdo da variacdo de temperatura, fotoperiodo e disponibilidade hidrica
(porcentagem de &gar).
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Com o aumento de temperatura ocorreu 0 aumento do comprimento de parte aérea e

brotos, sendo que 26 °C propiciaram um comprimento médio de 40 mm para estas variaveis. A

temperatura ndo apresentou efeito significativo sobre o comprimento das raizes. O fotoperiodo

também ndo apresentou efeito significativo para comprimento de parte aérea, no entanto, 12 h

de luz propiciou méaxima eficiéncia para maior comprimento de brotos e raizes. Quanto a

disponibilidade hidrica, o comprimento de parte aérea reduziu com a restricdo hidrica

aumentou, e o comprimento de raiz aumenta com a restricdo hidrica (Figura 6).

Figura 6 - Comprimento de parte aérea (LAP), brotos (LS) e da maior raiz (LLR) de Cattleya
walkeriana cultivadas in vitro em funcéo da variacdo de temperatura, fotoperiodo e
disponibilidade hidrica (porcentagem de &gar).
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Quando observamos o conteudo de &gua das plantas, através da massa fresca, e o
acumulo de carbono, através da massa seca, hotamos que 0 aumento da temperatura propiciou
maior acimulo de massa fresca e seca de parte aérea e massa seca de raiz. No entanto, a reducéo
da temperatura aumentou a massa fresca das raizes. Podemos inferir, por este resultado, que a
temperatura de 26°C ndo é prejudicial & espécie, no entanto, o uso de temperaturas medianas,
como 24°C propiciam resultados equilibrados de massa fresca e seca entre parte aérea e raiz.

Com relacéo ao fotoperiodo, o aumento do numero de horas de luz promove maior
acumulo de massa seca de raiz, e a reducdo do acumulo de massa fresca e seca de parte aérea,
e de massa fresca de raiz. Nesse sentido, o ponto de equilibrio entre parte aérea e raiz encontra-
se entre 10 e 12 horas de luz. Outras espécies de orquideas, como Phalaenopsis, fotoperiodos
maiores aumentam o crescimento geral da planta, e apesar de fotoperiodos maiores nao
induzirem o inicio da floracdo, eles aumentam o numero de inflorescéncias das plantas
posteriormente (LEE et al., 2019).

A reducéo da disponibilidade hidrica diminui o acimulo de massa fresca e seca de parte
aérea e massa fresca de raiz. Para massa seca de raiz, ocorre um acumulo maior nos pontos de
méaxima disponibilidade (0 mg L™ de 4gar) e de minima disponibilidade (11 mg L™ de agar)
(Figura 7). Algumas espécies vegetais florescem em respostas em situagdes de restricdo hidrica,
no entanto, apesar de na natureza a C. walkeriana florescer em um momento ambiental de seca,

este fator em isolado, ndo induz o florescimento in vitro.
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Figura 7 - Massa fresca de parte aérea (FMAP), massa fresca de raiz (FMR), massa seca de
parte aérea (DMAP), massa seca de raiz (DMR) de Cattleya walkeriana cultivadas
in vitro em fungdo da variacdo de temperatura, fotoperiodo e disponibilidade hidrica
(porcentagem de &gar).
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Quanto aos teores de clorofilas, houve um aumento na producdo de clorofilas a, b, totais
e carotenoides com o aumento da temperatura, e a redugdo do fotoperiodo e da disponibilidade
hidrica (11 mg L™ de &gar) (Figura 8).

Corroborando com os demais resultados observados, 0 aumento da quantidade de
pigmentos reflete no melhor desenvolvimento das plantas. Os pigmentos fotossintéticos
possuem um papel fisiol6gico fundamental, pois sdo os receptores de luz, elemento basico para
fotossintese vegetal (TAIZ et al., 2017). Adequados indices de temperatura, fotoperiodo e
disponibilidade hidrica contribuem para que a maquinaria vegetal funcione em harmonia e de

maneira eficaz.
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Figura 8 - Teor de clorofilas a (Cla), b (Clb), totais (Ct) e carotenoides (Car) de Cattleya
walkeriana cultivadas in vitro em funcéo da variacdo de temperatura, fotoperiodo e
disponibilidade hidrica (porcentagem de agar).
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Ao observarmos o sistema antioxidante, o conteddo de H>O. ndo apresentou valores

significativos para as trés situacdes estudadas (Figura 9). Portanto, pode-se dizer que as plantas

ndo estavam em situacdo de estresse. Geralmente a formacdo de EROs é prejudicial aos

vegetais, podendo causar danos a diferentes biomoléculas. Nesse sentido, o sistema

antioxidante desempenha um papel fundamental na manutencdo e no equilibrio entre a

producdo e erradicacdo de radicais livres através de enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT

e APX. No entanto, o peroxido de hidrogénio é a molécula mais estavel deste sistema, podendo

atuar como sinalizadora, visto que é capaz de percorrer longas distancias até o seu alvo (TAIZ
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et al., 2017). Entendemos que este resultado corrobora com o mensurado pelas anlises de

crescimento.

Figura 9 - Teores de perdxido de hidrogénio (H202), superdxido dismutase (SOD), Ascorbato
peroxidase (APX) de Cattleya walkeriana cultivadas in vitro em fungéo da variagao
de temperatura, fotoperiodo e disponibilidade hidrica (porcentagem de agar).
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Fonte: Da autora (2023)

As diferentes temperaturas ndo foram significativas para concentracdo de SOD. No

entanto, as plantas que estavam em fotoperiodo de 12 h de luz apresentaram maior conteido

desta enzima. O conteddo de SOD também ficaram mais elevados com 0 aumento da restricdo

hidrica. Para a enzima APX, ndo foram significativos os valores de concentracdo nos distintos

tratamentos propostos (Figura 9).

Na florag&o, 0 estresse oxidativo ocorre nas mitocondrias e nos plastideos (MUNOZ;

MUNNE-BOSCH, 2018). Nas mitocondrias ocorre a carbonilacdo de proteinas, levando ao
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aumento da taxa respiratoria, afetando o estado redox uma vez que os aglcares se tornam um
fator limitante (KAN et al., 2010; QIN et al., 2009; TIAN; QIN; LI, 2013). J& nos plastideos o
estresse oxidativo ocorre durante a transicio de cloroplasto para cromoplasto (MUNOZ;
MUNNE-BOSCH, 2018).

As enzimas antioxidantes possuem um papel importante como moléculas sinalizadoras
envolvidas na abertura das flores. Em Feijoa (Acca sellowiana), no primeiro estagio da florag&o,
quando as pétalas comecaram a se abrir, os radicais superoxidos sdo gerados por uma alta
atividade de SOD. Posteriormente, quando as peétalas ja estdo totalmente abertas, com anteras,
filamentos e carpelos da coloracdo tradicional da espécie, a atividade dessa enzima diminui,
aumentando a atividade de CAT e APX. Com o passar dos dias, as enzimas CAT e APX
diminuem até atingir um plat6 entre as fases de alteracdo de cor, até a deiscéncia (MAGRI;
ADILETTA; PETRICCIONE, 2020).

Além das moléculas antioxidantes, carboidratos e proteinas estdo intimamente ligados
ao processo de florescimento. Estas moléculas séo sintetizadas especialmente nas folhas através
da fotossintese e translocadas os demais tecidos. Este processo € fundamental para o
metabolismo de crescimento e desenvolvimento vegetal (DURAND et al., 2018).

Em C. walkeriana, observamos que os niveis de agUcares sollveis totais reduziram com
0 aumento de temperatura, e ndo foram significativos para os tratamentos de fotoperiodo e
disponibilidade hidrica. A concentracdo de aglUcares redutores aumentou a partir do aumento
da restricdo hidrica, ndo sendo significativos para os tratamentos de temperatura e fotoperiodo.
Com relacdo ao contetdo de proteinas, houve um aumento com a maior quantidade de horas de
luz, e ndo foram significativos para os tratamentos de temperatura e disponibilidade hidrica
(Figura 10).
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Figura 10 - Teores de agUcar soluveis totais (TSS), acucares redutores (RS), proteinas (Prot) de
Cattleya walkeriana cultivadas in vitro em funcdo da variacdo de temperatura,
fotoperiodo e disponibilidade hidrica (porcentagem de agar).
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A atividade sinalizadora para distribui¢é@o dos carboidratos em ornamentais foi estudada
em Lirio (Lilium sp.). Durante o periodo de diferenciacéo e desenvolvimento dos botdes florais,
o teor de agUcar soluvel diminuiu ligeiramente, comportamento este, relacionado a distribuicdo
de carboidratos fonte-dreno (GU et al., 2020). Em Arabidopsis thaliana foram identificadas
duas familias de transportadores, AtSUCs e AtSWEETS, que estdo envolvidas no transporte de
sacarose a longa distancia (DURAND et al., 2018). No entanto, ainda pouco é sabido sobre a
relacdo entre estas moléculas e 0s mecanismos que regulam o processo de florescimento em
plantas (GU et al., 2020).

4, Concluséao
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Os fatores ambientais estudados ndo foram suficientes para induzir o florescimento in
vitro na espécie.

No entanto, visando o crescimento mais expressivo, o que pode ser favoravel para novos
testes de inducdo ao florescimento da espécie, a orquidea Cattleya walkeriana pode ser mantida
em sala de crescimento com temperatura média de 26°C, com fotoperiodo de 12 a 14 horas de

luz, e em meio liquido (0 mg L™ de &gar).
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ARTIGO Il - COMPRIMENTOS LUMINOSOS COMO INDUTORES DE
FLORESCIMENTO in vitro EM Catleya walkeriana G.

Resumo

Sabe-se que a luz é um fator intrinsecamente ligado ao processo de floracéo das espécies
vegetais. Neste trabalho, tivemos como objetivo investigar os eventos fisiologicos e
bioquimicos do efeito de diferentes comprimentos luminosos como indutores de florescimento
in vitro em Catleya walkeriana. As plantas, oriundas de sementes, foram cultivadas por 12
meses in vitro. Apos o periodo foram expostas as irradidncias media fornecidas por LEDs das
cores vermelho - 31,1 umol m? s%; azul - 67,7 pmol m? s%; 2 vermelhos: 1 azul - 42,1 pumol m?
st (Roxo); e branco - 76,9 umol m? s, pelo periodo de seis meses. Foi utilizado delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 12 repeti¢fes, com 1 planta, de cada tratamento.
Foram analisados os parametros de crescimento, do aparelho fotossintético, do metabolismo
antioxidante, e do metabolismo de carboidratos. Com relacdo aos parametros de crescimento,
0 comprimento de parte aérea, comprimento da raiz principal, massa seca e fresca de parte aérea
e raiz nao diferiram com o uso dos distintos comprimentos luminosos. Para o nimero de brotos
a luz branca destacou-se das demais, propiciando a formagdo média de 4 brotos por planta. A
luz roxa, a partir da combinagdo monocromaética do vermelho e do azul, propiciou maior
formacdo de clorofilas a, b, carotendides e clorofilas totais, assim como, acimulo equivalente
de acucares solUveis totais. A iluminacdo LED branca propiciou maior acumulo de H2O>
compreendido como sinalizador de crescimento nesta condi¢do. Conclui-se que o0s
comprimentos luminosos respectivos as cores vermelho, azul, roxo e branco ndo promovem

inducg&o de florescimento in vitro em Catleya walkeriana.

PALAVRAS-CHAVE: Fotossintese; Metabolismo antioxidante; Metabolismo de
carboidratos; Orquideas; Plantas Ornamentais; Qualidade luminosa; Resposta vegetal a luz.

1. Introducéo

A floracéo in vitro € dos fendmenos mais fascinantes encontrados na biologia de plantas,
e apesar do avanco em estudos sobre o tema, muitos fenémenos envolvidos nesse processo
ainda s&o incipientes (PUJARI; SANKAR BABU, 2022). Estudos de inducdo de florescimento

in vitro s&o utilizados para auxiliar na elucidacdo deste processo fisiologico. Além disso, esta
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técnica é empregada no melhoramento vegetal para acelerar geracdes de espécies que possuem
florescimento tardio, como as orquideas.

O Brasil detém uma das maiores diversidades de espécies de orquideas do mundo,
aproximadamente 10% de todas as espécies sdo encontradas nas florestas do pais (REFLORA,
2020). A Cattleya walkeriana € uma espécie importante do género Cattleya L. nativa e
endémica do Brasil. Uma orquidea de pequeno porte, com ocorréncia no Bioma do Cerrado
(REFLORA, 2020). Possui flores com cores cor-de-rosa de formato muito atraente para
comercializacdo, além de ser muito apreciada por colecionadores. Esta planta encontra-se entre
as espécies consideradas vulneraveis, devido a coleta excessiva para 0 COMErcio e a pressao
sobre seu habitat natural (BRASIL, 2022).

Atualmente existem poucas informacdes sobre o florescimento de espécies do género
Cattleya em geral. Para a espécie Cattleya walkeriana, em média, o florescimento ocorre apds
5 anos da germinacgéo de suas sementes. Este fator, encarece os custos de producdo comercial
da espécie, pois o cultivo necessita de um periodo maior em estufas até obtencédo da haste floral,
momento em que as flores sdo comercializadas. O maior nimero de informacGes encontra-se
em trabalhos desenvolvidos, sdo com espécies do género Dendrobium. No entanto, apesar do
significativo nimero de trabalhos com este género, a causa dos fatores indutores da floragédo é
de dificil correlacdo, devido a grande diferenca em seus padrées de floracdo (HE et al., 2020)
tornando o processo bastante ambiguo (PUJARI; SANKAR BABU, 2022).

De maneira geral, na natureza, os individuos que habitam regiGes sazonais percebem o
comprimento do dia, a temperatura, as mudancas de estacdes do ano como sugestdes
ambientais, passando a coletar estas informacBes e integrd-las molecularmente para 0s
processos de transi¢cbes durante periodos favoraveis ao crescimento e desenvolvimento
(BLACKMAN, 2017). Além disso, é amplamente estudado, a existéncia de grupos de plantas
de resposta fotoperiodica e respostas a vernalizacdo. Além disso, é amplamente estudado, a
existéncia de grupos de plantas de resposta fotoperiddica e respostas a vernaliza¢do. Outro tipo
de resposta também estudada, é o florescimento induzido por estresse, considerado como a
terceira categoria de resposta ao florescimento, juntamente com o fotoperiodo e com a
vernalizagcdo (TAKENO, 2016).

Nesse sentido, diferentes mecanismos podem ser utilizados para induzir florescimento
em plantas quando € sabido a forma que a espécie vegetal responde a este processo, como
exemplo, o uso de fitorménios vegetais, uso artificial de calor ou frio, fornecimento luminoso
controlado, e a combinagéo destes fatores (AL MURAD et al., 2021; SHARATHKUMAR et

al., 2021). Recentemente, estdo sendo estudados como diferentes comprimentos luminosos,
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combinados ou ndo com interrupgéo luminosa, podem induzir o florescimento em plantas, ou
afetar a producdo de flores, tanto em espécies que respondem a luminosidade quanto as que sao
consideradas neutras ao fotoperiodo (AL MURAD et al., 2021; PARK et al., 2017).

As plantas captam diferentes comprimentos de onda através de receptores,
especialmente as clorofilas a e b e carotenoides. Além destes, as plantas possuem outros
receptores de luz como os B-carotenos, zeaxantina, luteina e licopeno (TAIZ et al., 2017). Para
0 processo de crescimento vegetal o espectro mais Gtil € de 400 a 700 nm conhecido como
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR). Estudos indicam que a absor¢édo nos comprimentos
de 315 a 400 mm apresentando efeitos sobre o fotoperiodo das plantas, de 400 a 520 mm um
forte efeito na fotossintese, de 520 a 610 mm pouco efeito no crescimento, de 610 a 720 mm
no crescimento vegetativo, fotossintese e floracdo, e no comprimento de 720 a 1000 mm efeitos
significativos importante para a germinacdo de sementes e floracdo (DERAM; LEFSRUD;
ORSAT, 2014; REHMAN et al., 2017; SINGH et al., 2015).

Para fornecer diferentes comprimentos luminosos no cultivo in vitro de plantas
atualmente sdo utilizadas lampadas do tipo LEDs (Diodos emissores de luz). Os LEDs coloridos
podem ser usados sozinhos ou combinados entre si, podendo ser controlada também a
intensidade do comprimento luminoso fornecido. Segundo Al Murad et al. (2021), se faz
necessario testar como o comportamento de espécies vegetais responde a quantidade de luz para
identificar o regime de luz que melhore o crescimento, o desenvolvimento, a nutricdo, a
floracdo, e outros mecanismos de defesa das plantas, e até o sabor de frutas.

Varios efeitos benéficos dos LEDs nas plantas sdo demonstrados na literatura. Na figura
1, estdo os principais efeitos benéficos relacionados as cores vermelha, azul e roxa segundo Al
Murad et al. (2021). Acrescentamos que os resultados existentes na literatura trazem poucas
informac@es de como os comprimentos luminosos fornecidos por LED afetam o crescimento e
desenvolvimento, especialmente o comportamento do metabolismo antioxidante e de

carboidratos em Cattleyas.
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Figura 1 - Diagrama esquemaético da eficiéncia do diodo emissor de luz (LED) no crescimento
e desenvolvimento de plantas.
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Somado a estas informac6es, outros estudos mostram que 0s comprimentos nas cores
vermelhas séo estudados por estimularem o crescimento do caule, floracdo e producdo de frutas.
A luz azul é conhecida por estimular o crescimento vegetativo, proporcionando forte
crescimento radicular e intensa atividade fotossintética. Ja a luz LED monocromatica vermelha
ou azul ou sua combinacéo, pode melhorar a atividade fotossintética para apoiar a producdo de
plantas e regular a morfogénese (PARK et al., 2017; REHMAN et al., 2017).

Neste trabalho, tivemos como objetivo investigar os eventos fisioldgicos e bioquimicos
do efeito de diferentes comprimentos luminosos como indutores de florescimento in vitro em

Catleya walkeriana L.

2. Materiais e Métodos

Material vegetal

Foram coletadas capsulas de sementes de plantas matrizes de C. walkeriana, mantidas
no orquidario da Universidade Federal de Lavras. As sementes foram germinadas no meio de
cultura Knudson (KNUDSON, 1946), acrescido com 20 g L™ de sacarose, 5,5 g L™ de &gar,
1% de carvo ativado, e 100 mL L™ agua de coco, com ajuste de pH 5,8. Ap0s quatro meses,
as plantulas foram transferidas para novo meio de cultura, individualizadas e dispostas em

frascos de vidro de 300 mL, onde foram cultivadas durante 12 meses. O meio de cultura foi
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renovado a cada trés meses. A sala de crescimento em que plantas foram mantidas, possuia
fotoperiodo de 16 h, temperatura de 26°C e intensidade luminosa de 27 pmol m™ s para

instalacdo dos experimentos. As plantas possuiam em média 6 £1 cm de parte aérea.’

Delineamento experimental do ensaio

As plantas foram expostas as irradiancias media fornecidas pelos LEDs vermelho - 31,1
umol m? s, LED azul - 67,7 umol m? s, 2 vermelhos: 1 azul - 42,1 pmol m? s (Roxo), LED
branco - 76,9 umol m? s, As plantas permaneceram pelo periodo de seis meses nos
tratamentos. Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado, com 12

repeticdes de cada tratamento. Cada repeticdo foi composta por uma planta.

Anélises morfométricas

Foram avaliados a ocorréncia de formacdo de estruturas florais (haste floral, botGes e
flores), o numero de folhas, brotos e raizes; comprimento de parte aérea (mm), brotos (mm) e
maior raiz (mm); massa fresca e seca de parte aérea e raizes (g). Foi utilizado um paquimetro
digital para as medidas de comprimento. Para massa fresca e seca de parte area e de raiz
utilizou-se uma balanca de precisdo, e a massa seca foi avaliada apds secagem em estufa de

ventilacdo forcada a temperatura de 65°C por 24 horas.

Conteudo de clorofilas

Para determinar o teor de clorofila, foi realizada a extracdo conforme descrito por Engel
e Poggiane (1991) a partir de 0,05 g de matéria fresca homogeneizada em 5 mL de acetona
80%, seguida de leitura em espectrofotdbmetro a 470, 645 e 652 nm para clorofilaae b e

carotenoides, respectivamente.

Caracterizacdo bioquimica ndo enzimdtica: quantificagdo de perdxido de
hidrogénio (H202)

Para a analise utilizou-se trés amostras bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada
tratamento empregado. As amostras eram compostas por todas as partes de uma planta inteira

(folhas, bulbos e raiz).
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Foram maceradas 0,2 g de material vegetal de cada amostra bioldgica em nitrogénio
liquido. Estas amostras foram homogeneizadas em 1,5 mL de TCA e centrifugadas, a 12.000 g
por 15 minutos, a 4°C. A partir do sobrenadante obtido, o H2O> foi determinado medindo a
absorbancia a 390 nm em um meio de reacao contendo tampao fosfato de potassio 100 mM, pH
7,0, 500 pL do extrato ¢ 1 mL de iodeto de potassio (VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA,
2000).

Caracterizacao bioquimica enzimatica: Dismutase do superédxido (SOD); Catalase
(CAT) e Peroxidase do ascorbato (APX)

Para a anélise utilizou-se trés amostras bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada
tratamento utilizado. As amostras eram compostas por todas as partes de uma planta inteira
(folhas, bulbos e raiz).

Foram maceradas 0,2 g de material vegetal de cada amostra biolégica em nitrogénio
liquido. Estas amostras foram. Ao extrato obtido através da maceracgdo, foram adicionados 1,5
mL do tampdo de extracdo contendo: 1,47 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0),
15 pL de EDTA 0,1M (pH 7,0), 6 uL de DDT 0,5 M, 12 uL. de PMSF 0,1 M, é4cido ascorbico
0,001 M e 22 mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C e 0
sobrenadante coletado e armazenado a -20°C para andlises da dismutase do superdxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELET et al.,1998).

As atividades da enzima SOD foram avaliadas pela capacidade de inibicdo da
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A 100 pL do
extrato enzimatico foram adicionados 1,9 mL do meio de incubacéao: tampéo fosfato de potéassio
50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NB 75 uM e riboflavina 2 pM.

As amostras foram iluminadas com lampada fluorescente de 20 W (o controle foi
mantido no escuro e sem a adicdo do extrato). Apds 10 minutos, as amostras foram lidas em
560 nm e o calculo da atividade enzimatica foi feito utilizando a equacgédo: % de inibicdo =
(A560 amostra com o extrato enzimatico — A560 controle sem enzima) / A560 controle sem
enzima.

A atividade da enzima CAT foi avaliada utilizando uma aliquota de 50 puL do extrato
enzimatico onde sera adicionado 950 uLL de meio de incubagao contendo: 500 uL de fosfato de
potéassio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL. de peroxido de hidrogénio 12,5 Mm, incubados a 28°C
(HAVIR; MCHALE, 1987). A cada 15 segundos, durante trés minutos, foram avaliados o
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decaimento da absorbancia, a 240 nm, pelo consumo do perdxido de hidrogénio. O coeficiente
de extingdo molar foi de 36 mM* cm™.

A atividade da enzima APX foi determinada utilizando uma aliquota de 50 puL do extrato
enzimatico onde sera adicionado 950 uL de meio de incubagao contendo: 500 uL de fosfato de
potéssio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL de acido ascorbico 10 Mm e 50 uL de peroxido de hidrogénio
2 mM (NAKANO; ASADA, 1981). A cada 15 segundos, durante trés minutos, foi avaliada a
taxa de oxidacéo do ascorbato a 290 nm onde foi determinado o coeficiente de extingdo molar

28 mMTcem®

Caracterizacdo de macro e micromoléculas: proteinas, agucar sollveis totais e

acucares redutores

Foi utilizado protocolo descrito por (ZANANDREA et al., 2009). Foram utilizadas trés
repeti¢des de 0,2 g de amostra seca de cada amostra bioldgica. O material foi triturado e
colocado e serdo adicionados 5 mL de tampéo de potéssio 0,1 M pH 7,0, seguido de banho-
maria por 30 minutos a 40°C. Posteriormente foi centrifugado a 10.000 g durante 20 minutos.
Esse processo foi repetido uma vez e o sobrenadante combinado (obtendo um volume final de
extrato de 10 mL). As aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para analise de agucar
sollveis totais, agUcares redutores, e proteinas. Para a andlise utilizou-se trés amostras
bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada tratamento empregado. As amostras eram

compostas por todas as partes de uma planta inteira (folhas, bulbos e raiz).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e possuindo diferencas
significativas (p > 0,05), tiveram suas médias comparadas através do teste de Tukey com 5%
de probabilidade. O software R foi utilizado.
3. Resultados e Discusséo

Com relacdo aos parametros de crescimento comprimento de parte aérea e comprimento

da raiz principal, ndo houve diferencas estatisticas no uso dos diferentes comprimentos

luminosos (Figura 2). Esse padrdo confirmou-se em orquideas como Phalaenopsis amabilis,
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onde as cores de luz vermelha, azul e branca ndo apresentaram diferencas no nimero de raizes,

e a luz branca propiciou a maior numero de folhas para esta espécie (MASSARO et al., 2019).

Figura 2 - NUmero de parte aérea, brotos e da raiz principal de Cattleya walkeriana, apos 6
meses de cultivo in vitro, sob distintas condi¢des luminosas.
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Para o numero de brotos a luz branca destacou-se das demais, propiciando a formacéo
média de 4 brotos por planta, enquanto os demais comprimentos luminosos propiciaram uma
formacdo média de 2,5 brotos por plantas (Figura 2). Este resultado possivelmente se explica
visto que as plantas ao absorverem quase todas as radiacdes na gama do visivel tendem a ter
um crescimento maior. A quantidade de clorofila a e b sdo naturalmente maiores e preparadas
para essa absorcdo que posteriormente é utilizada como fomento para producéo de energia. No
caso das orquideas, hd uma distribuicdo de carboidratos para formacdo dos brotos, que ao se
desenvolverem a pseudobulbos, passam a acumular reservas e agua.

Com relacdo a massa fresca e seca de parte aérea ndo houve diferenca entre os
comprimentos luminosos testados. No entanto, para a massa fresca de raiz 0 comprimento de
luz na cor branca propiciou maior assimilagdo de carbono e acimulo de &4gua, néo diferindo das
cores azul e roxa. Para massa seca de raiz a comprimento luminoso na cor azul propiciou maior
acumulo de carbono, ndo diferindo dos comprimentos nas cores branca e vermelha (Figura 3).

O comportamento de crescimento, acimulo de agua e carbono é distinto entre as
especies de orquideas. A exemplo, em Oncidium tigrinum a maior porcentagem de massa seca

foi obtida em luz roxa (1:2 vermelho e azul), ja em Laelia autumnalis, a luz branca propiciou
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maior acumulo de massa seca nas plantas (MURILLO-TALAVERA et al., 2016) e em
Phalenopsis a luz LED vermelha monocromatica aumentou a massa fresca (WONGNOK et al.,
2008). Apesar das quatro espécies serem orquideas epifitas, incluindo a C. walkerina, 0s

resultados da maior eficiéncia do uso da luz para o crescimento de orquideas nao sao unanimes.

Figura 3 - Massa fresca e massa seca de parte aérea e de raiz de Cattleya walkeriana, apos 6
meses de cultivo in vitro, sob distintas condi¢fes luminosas.
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A luz roxa propiciou um aumento do nimero de clorofilas a, b, carotenoides e clorofilas
totais, diferindo dos demais tratamentos. Os demais espectros luminosos néo diferiram entre si.
Os pigmentos fotossintéticos possuem um papel fisiol6gico importante para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, visto que sdo os receptores da luz, fonte de energia vital para o
processo de fotossintese e outros processos metabolicos. Além disso, a biossintese dos
pigmentos vegetais é dependente da luz. As clorofilas, principais pigmentos fotossintéticos, sdo
produzidas pela reducdo de seu precursor, protoclorofilida, apenas na ocorréncia de luz (TAIZ
etal., 2017).

A luz vermelha compreende fétons de menor energia que sdo prontamente utilizados
pelas plantas durante a fotossintese (MASSA et al., 2008). J& a luz azul, aléem de fornecer

energia aos fotossistema, promove a fotossintese estimulando a abertura estomatica e regulando
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a relocacdo e transcricdo do cloroplasto (MASSA et al., 2008; ROELFSEMA; HEDRICH,
2005). Por outro lado, a alta intensidade de luz apenas vermelha e azul pode causar danos foto
oxidativos nas folhas de algumas espécies vegetais (AL MURAD et al., 2021).

Nesse sentido, a luz roxa utilizada neste experimento, 2 LEDs vermelhos: 1 azul, em
uma intensidade de 42,1 pumol m? s%, quando comparada ao vermelho (31,1 pumol m? s1) e ao
azul (67,7 umol m2 s1) apresentou uma intensidade intermediaria a estes dois espectros. Ao
correlacionar estas informacdes com a literatura supracitada, a luz roxa pode ter promovido um
desempenho maior na producéo de pigmentos fotossintéticos em C. walkeriana, por ocasionar
menores estresses foto oxidativos ao sistema fotossintético da espécie. Esta orquidea, como
epifita, tende a se desenvolver melhor em locais que passam parte do dia mais sombreados, ndo
diretamente a sol pleno. Corroborando com o resultado obtido neste trabalho, outros estudos
mostram que diferentes combinacgdes de LEDs vermelhos e azuis também aumentam teores de

clorofila em outras espécies vegetais, como hortalicas (AL MURAD et al., 2021).

Figura 4 - Teores de clorofilas a, b, totais e carotenoides de Cattleya walkeriana cultivadas in
vitro sob distintas condi¢des luminosas.

0,41 0,20

031 0,15
© [ < [
© 0 [
50,2+ 50,10 b
S b S

014 0,05+ [

0,0 0,00

0,5+ 0,20

04+
2 2 0,15+
2037 3
g b §010+
§ 012 NE T o
§ 8 ]
S04k 0,05+

0,0 0,00

[ |Branco (76,9 umol m? s Bl Roxo (42,1 umol m? s7")

Bl Vermelho (31,0 umol m? s7)

Bl Azul (67,7 ymol m? s7)

FONTE: Da autora (2023).

Ademais, apesar de existir um esforgo significativo para estudar os efeitos da iluminagéo

LED colorida na fotossintese vegetal, as informacgdes concentram-se especialmente em



59

hortalicas, e nas cores de LED vermelha, azul e verde. Al Murad et al. (2021), citam que
trabalhos futuros sdo necessarios sobre as correlacdes entre a qualidade da luz e as condicGes
de crescimento, especialmente em outras culturas horticolas importantes, a fim de padronizar
receitas de luz ideais.

Com relacéo ao metabolismo antioxidante, o peroxido de hidrogénio (H20) apresentou-
se em maior quantidade na luz branca. Ndo houve expresséo da enzima catalase (CAT). Para
as enzimas superoxido dismutase (SOD) os resultados ndo diferiram estatisticamente. Ja os
resultados da ascorbato peroxidase (APX) ndo foram estatisticamente significativos (Figura 5).
Esta EROs é uma das mais estaveis, isto porque ndo apresenta um radical livre, possuindo um
longo tempo de meia-vida. Esta caracteristica faz com que o H202 atue como uma molécula
sinalizadora, sendo capaz de percorrer longas distancias até o seu alvo. Portanto, é um
componente vital para o desenvolvimento, metabolismo e homeostase dos vegetais (TAIZ et
al., 2017).

Possivelmente o fato de o perdxido de hidrogénio encontrar-se em maior quantidade na
luz branca esta atribuido ao processo de crescimento destas plantas. Ao relacionarmos os dados
de fitotécnicos de crescimento, as plantas que estavam sob esse regime luminoso cresceram
mais com relacdo as demais. Além disso, pode-se dizer que os tecidos ndo estavam sofrendo
significativo estresse oxidativo, visto que os mecanismos de desintoxicacdo das plantas
analisados, apresentaram valores ndo significativos estatisticamente.

Figura 5 - Concentragdo de peroxido de hidrogénio (H20.), superoxido dismutase (SOD) e
ascorbato peroxidase (APX) em Cattleya walkeriana cultivadas in vitro sob distintas
condicdes luminosas.
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Somado as andlises posteriores, alguns parametros do metabolismo de carboidratos
foram analisados. A luz branca propiciou maior acimulo de agucares solGveis totais nas plantas,
ndo diferindo estatisticamente da luz roxa. Para os agUcares redutores e proteinas os resultados
n&o foram significativos estatisticamente (Figura 6).

Os niveis de carboidratos enddgenos estdo associados a assimilagdo do carbono
fotossintético. Nesse sentido, ao observarmos os parametros fitotécnicos de crescimento,
fotossintese e sistema antioxidante, os resultados de acimulo de agucares totais mais elevados

nas plantas expostas a luz branca e roxa, condizem com uma taxa de crescimento maior.

Figura 6 - AcUcares sollveis totais, acUcares redutores e proteinas de Cattleya walkeriana
cultivadas in vitro sob distintas condi¢des luminosas.
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Apenas com o tempo realizado por esse estudo, ndo é possivel afirmar que essa taxa de
crescimento mais elevado culminaria em um processo de floracdo mais rapido das orquideas.
No entanto, estudos realizados com Arabidopsis averiguaram que os sinais fotossintéticos e
fotoperiddicos estdo interligados por meio de proteinas (AtIDD8-SUS4) para regulacdo da
floragdo fotoperiodica na espécie modelo (SEO et al., 2011), sendo demonstrado também que
a fotossintese em folhas expostas & alta irradiancia acelera a floracdo por meio da via
dependente de FLOWERING LOCUS T (FT) (KING et al., 2008).

Além disso, hd uma escassez de informacdes sobre o uso ideal de vermelho/azul sob

uma combinacdo de diodos emissores de luz (LEDs) vermelho e azul, permanecendo uma
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demanda significativa sobre como otimizar a qualidade espectral para o crescimento,
desenvolvimento, nutricdo mineral e metabolismo das plantas (AL MURAD et al., 2021). Para
espécies ornamentais como as orquideas sdo necessarias investigacdes, especialmente
moleculares, que auxiliam as descobertas dos mecanismos de florescimento.

Por fim, apesar das plantas submetidas as condi¢es luminosas ja possuirem um periodo
de desenvolvimento in vitro de 12 meses o0 que as garantia previamente um desenvolvimento
vegetativo significativo, onde as plantas encontravam-se enraizadas e com brotac6es, ndo houve

o florescimento in vitro da espécie nas condicOes investigadas neste experimento.

4. Conclusoes

As irradiancias média fornecidas pelos LEDs vermelho (31,1 umol m? s%), azul (67,7
umol m? s1), 2 vermelhos: 1 azul (42,1 pumol m? s - roxo), e branco (76,9 pmol m? s) podem
ser utilizadas sem prejuizos para Cattleya walkeriana.

A iluminacdo LED branca propicia maior acumulo de H>O, compreendido como
sinalizador de crescimento nesta condicao, e a iluminacdo LED roxa, a partir da combinacéo
monocromatica do vermelho e do azul, propicia maior formacéo de clorofilas a, b, carotenoides
e clorofilas totais, assim como, acimulo equivalente de agucares sollveis totais.

Os comprimentos luminosos respectivos as cores vermelho, azul, roxo e branco néo

promovem inducdo de florescimento in vitro na espécie.
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ARTIGO Il - INIBIDOR DE GIBERELINA COMO INDUTORES DE
FLORESCIMENTO in vitro EM Cattleya walkeriana G.

Resumo

O paclobutrazol (PBZ) age reduzindo a biossintese de giberelina, contribuindo para
inibir o crescimento vegetativo favorecendo a floragcdo em diversas culturas. O objetivo deste
trabalho foi estudar os eventos fisioldgicos e bioquimicos do efeito do PBZ na inducdo de
florescimento in vitro em Catleya walkeriana. As plantas oriundas de semeadura in vitro, apos
seis meses de cultivo foram transferidas para meio de cultura contendo PBZ nas concentragoes
de 0; 0,025; 0,05; 0,075 e 0,1 mg L. Apds trés meses foram analisados os pardmetros de
crescimento, do aparelho fotossintético, do metabolismo antioxidante, e do metabolismo de
carboidratos. O PBZ reduziu o numero de folhas e raizes, e manteve constante 0 nimero de
brotos. Ocorreu um aumento no comprimento da parte aérea, e no comprimento dos brotos,
bem como uma redugédo no comprimento da raiz principal. Houve um aumento das massas secas
de parte aérea e de raiz conforme aumento da concentracdo do PBZ. Quanto ao sistema
antioxidante, os niveis de perdxido de hidrogénio e ascorbato peroxidase se mantiveram
constantes nas diferentes concentragdes utilizadas. Houve uma elevagédo das concentracdes de
superoxido dismutase com o aumento das concentracdes. Os agucares solUveis totais, aglcares
redutores e proteinas também aumentam de acordo com o aumento das concentracBes do
inibidor de GAs. Por fim, o PBZ néo induziu florescimento in vitro para Catleya walkeriana
nas condigdes estudas, porém, a concentracéo de 0,1 mg L pode ser utilizada para manuteng&o

da espécie in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: GAz; Hormonios vegetais; Metabolismo antioxidante vegetal;

Orquideas; Paclobutrazol; Plantas Ornamentais.

1. Introducao

Aproximadamente 10% de todas as espécies de orquideas do mundo sdo encontradas
nas florestas do Brasil (REFLORA, 2020). Dentre inimeros géneros, existe uma variedade
muito grande de espécies dentro do género Cattleya L., sendo a Cattleya walkeriana G. uma
representante deste género, uma orquidea de pequeno porte, de ocorréncia no Bioma do
Cerrado, com cores cor-de-rosa de formato muito atraente para comercializagdo. Devido as

mudangas climaticas, coletas excessivas e especialmente a pressdo sobre seu habitat natural,
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esta planta encontra-se entre as espécies consideradas vulneraveis a mais de 10 anos (BRASIL,
2022).

Introduzir espécies nativas com potencial ornamental no mercado, pode ser entendida
como uma maneira de também as preservar, visto que aumentando a disponibilidade de acesso
se reduz a procura por exemplares na natureza. Dentro dos tratos culturais estudados para uma
espécie, 0 manejo da floragdo, espacialmente para plantas ornamentais, é de suma importancia.
Orquideas de maneira geral possuem um longo periodo de juvenilidade, o que encarece o custo
de producao, visto que necessitam de longo tempo sendo cultivadas antes da venda. Nesse
sentido, técnicas para inducdo floral in vitro podem ser empregadas para auxiliar na elucidagéo
fisiologica de florescimento das espécies (PUJARI; SANKAR BABU, 2022), podendo ser
utilizada também no melhoramento vegetal, acelerando geracdes.

Algumas plantas podem responder a estimulos da natureza como comprimento do dia,
temperatura, mudancas de estacdes do ano como sugestdes ambientais e integrar estas
informacgdes molecularmente para os processos de transi¢fes durante periodos favoraveis ao
crescimento e desenvolvimento, conhecidas como vias dependentes, outras respondem a vias
que funcionam de forma independente as condi¢es ambientais (BLACKMAN, 2017). Nesse
sentido, o uso de giberelina e de outros hormdénios vegetais, como as auxinas e citocininas,
demonstram impactar no florescimento das plantas, dentre elas as orquideas.

Estudos relatados por Chandler (2011), demonstram que 0s hormonios sdo 0s principais
transdutores de informacao genética para desenvolvimento floral, sendo que o desenvolvimento
das flores resulta do equilibrio entre tamanho do meristema e coordenacdo da organogénese.
Hormdnios como citocinina, giberelina e auxina regulam o tamanho do meristema floral e
desempenham papel fundamental na iniciacdo de érgdos.

Além disso, os efeitos de hormonios vegetais foram estudados em diferentes condicdes
experimentais e em espécies de orquideas das familias Phalaenopsis, Dendrobium, Oncidium,
Doritaenopsis, Spathoglottis e Cymbidium. Os resultados relatam efeitos variados em relacgdo a
aplicagcdo de hormonios (SILVA et al., 2014; WANG et al., 2019). Em orquideas monopodiais
e simpaticas como Phalaenopsis e Dendrobium, citocininas sintéticas como o BAP, TDZ, 2iP
estimulam o florescimento, enquanto auxinas sintéticas como o ANA suprimem o efeito
(SILVA et al., 2014; WANG et al., 2019). No entanto, a promoc¢do do florescimento pela
aplicacdo de BAP em Doritaenopsis e Phalaenopsis depende de certas condi¢bes e ndo € um
substituto eficaz para uma baixa temperatura indutiva nas espécies (BLANCHARD; RUNKLE,
2008).
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Os &cidos giberélicos sdo outros importantes horménios vegetais envolvidos na floragdo
de plantas (JUNG et al., 2020). Em Phalaenopsis, os teores de GA nas inflorescéncias
aumentam simultaneamente durante o desenvolvimento da inflorescéncia e a inje¢do exdgena
de GA pode induzir primordios florais em situacdes especificas (SILVA et al., 2014; WANG
et al., 2019). Quando usada em plantas em situacao de estresse hidrico mostrou-se eficaz para
hibridos de Brassocattleya, no entanto, em hibridos de Cattleya nas mesmas condi¢des ndo
promoveu o florescimento (CARDOSO; ONO; RODRIGUES, 2010). Portanto, a injecdo de
GA isolamente ndo induz a iniciacdo da inflorescéncia, porém, estes acidos séo requeridos para
ocorrer a floragéo, visto que a via de GA desempenha um papel na regulagéo da iniciacéo floral,
como analises de transcriptdmica demonstram (HUANG et al., 2016).

De maneira oposta, reguladores como o paclobutrazol agem reduzindo a biossintese de
giberelina, contribuindo assim para inibir o crescimento vegetativo, promovendo a maturacao
das gemas e, consequentemente, favorecendo a floracdo. O paclobutrazol (PBZ) atua na
inibicdo da sintese do é&cido biverelico, promovendo mudangas morfofisioldgicas no
crescimento das plantas, associando-se, ainda com a diminuicdo da transpiracdo, altura,
biomassa e area foliar além do aumento da quantidade de clorofila. O PBZ é usado para
aumentar a forga da floracdo de muitas culturas, além de controlar o florescimento das flores e
0 vingamento de frutos (ABDALLA et al., 2021).

Em culturas de tecidos vegetais tem sido relatada como uma das substancias inibitérias
mais importantes, que retardam o crescimento e diminuem o nimero de subcultivos. Além
disso, tem sido aplicado in vitro para reduzir o crescimento, conservacao in vitro, e para induzir
o florescimento (ABDALLA et al., 2021; BISHT et al., 2018; MENDES et al., 2021).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estudar os eventos fisiologicos e
bioquimicos do efeito do paclobutrazol na inducdo de florescimento in vitro em Catleya

walkeriana L.
2. Materiais e Métodos

Material vegetal

Foram coletadas capsulas de sementes de plantas matrizes de C. walkeriana, mantidas
no orquidario da Universidade Federal de Lavras. As sementes foram germinadas no meio de

cultura Knudson (KNUDSON, 1946), acrescido com 20 g L™ de sacarose, 5,5 g L™ de &gar,

1% de carvéo ativado, e 100 mL L agua de coco, com ajuste de pH 5,8. ApGs quatro meses,
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as plantulas foram transferidas para novo meio e cultivadas por seis meses em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 h, temperatura de 26°C e intensidade luminosa de 27 pmol

m2 s para instalago dos experimentos.

Delineamento experimental do ensaio

Foi testado como inibidor de giberilina, o paclobutrazol (PBZ) nas concentrac@es de 0;
0,025; 0,05; 0,075 e 0,1 mg L no meio descrito para espécie. As plantas permaneceram

expostas aos tratamentos por trés meses.

Andalises morfométricas

Foram avaliados a ocorréncia de formacao de estruturas florais (haste floral, botbes e
flores), o numero de folhas, brotos e raizes; comprimento de parte aérea (mm), brotos (mm) e
maior raiz (mm); massa fresca e seca de parte aérea e raizes (g). Foi utilizado um paquimetro
digital para as medidas de comprimento. Para massa fresca e seca de parte area e de raiz
utilizou-se uma balanca de precisdo, e a massa seca foi avaliada apds secagem em estufa de

ventilacdo forcada a temperatura de 65°C por 24 horas.

Conteldo de clorofilas

Para determinar o teor de clorofila, foi realizada a extragdo conforme descrito por Engel
e Poggiane (1991) a partir de 0,05 g de matéria fresca homogeneizada em 5 mL de acetona
80%, seguida de leitura em espectrofotbmetro a 470, 645 e 652 nm para clorofila a e b e

carotenoides, respectivamente.

Caracterizacdo bioquimica ndo enzimatica: quantificacdo de perdxido de
hidrogénio (H202)

Para a analise utilizou-se trés amostras bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada
tratamento empregado. As amostras eram compostas por todas as partes de uma planta inteira
(folhas, bulbos e raiz).

Foram maceradas 0,2 g de material vegetal de cada amostra biolégica em nitrogénio

liquido. Estas amostras foram homogeneizadas em 1,5 mL de TCA e centrifugadas, a 12.000 g
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por 15 minutos, a 4°C. A partir do sobrenadante obtido, o H20> foi determinado medindo a
absorbancia a 390 nm em um meio de rea¢do contendo tampao fosfato de potéassio 100 mM, pH
7,0, 500 pL do extrato ¢ 1 mL de iodeto de potassio (VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA,
2000).

Caracterizacao bioquimica enzimatica: Dismutase do superoxido (SOD); Catalase
(CAT) e Peroxidase do ascorbato (APX)

Para a analise utilizou-se trés amostras bioldgicas, com trés repeticdes técnicas, de cada
tratamento utilizado. As amostras eram compostas por todas as partes de uma planta inteira
(folhas, bulbos e raiz).

Foram maceradas 0,2 g de material vegetal de cada amostra biolégica em nitrogénio
liquido. Estas amostras foram. Ao extrato obtido através da maceracéo, foram adicionados 1,5
mL do tampdo de extracdo contendo: 1,47 mL de tampéo fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,0),
15 uL de EDTA 0,1M (pH 7,0), 6 uL de DDT 0,5 M, 12 pL. de PMSF 0,1 M, 4cido ascorbico
0,001 M e 22 mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C e 0
sobrenadante coletado e armazenado a -20°C para andlises da dismutase do superdxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELET et al.,1998).

As atividades da enzima SOD foram avaliadas pela capacidade de inibicdo da
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A 100 uL do
extrato enzimatico foram adicionados 1,9 mL do meio de incubacdo: tampéo fosfato de potassio
50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NB 75 uM e riboflavina 2 uM.

As amostras foram iluminadas com lampada fluorescente de 20 W (o controle foi
mantido no escuro e sem a adi¢do do extrato). Apds 10 minutos, as amostras foram lidas em
560 nm e o calculo da atividade enzimatica foi feito utilizando a equacdo: % de inibi¢do =
(A560 amostra com o extrato enzimatico — A560 controle sem enzima) / A560 controle sem
enzima.

A atividade da enzima CAT foi avaliada utilizando uma aliquota de 50 pL do extrato
enzimatico onde sera adicionado 950 pL. de meio de incubagdo contendo: 500 pL de fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 pL de perdéxido de hidrogénio 12,5 Mm, incubados a 28°C
(HAVIR; MCHALE, 1987). A cada 15 segundos, durante trés minutos, foram avaliados o
decaimento da absorbancia, a 240 nm, pelo consumo do perdxido de hidrogénio. O coeficiente

de extingdo molar foi de 36 mM* cm™.
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A atividade da enzima APX foi determinada utilizando uma aliquota de 50 pL do extrato
enzimatico onde sera adicionado 950 uL. de meio de incubagdo contendo: 500 pL de fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL de &cido ascorbico 10 Mm e 50 pL. de peroxido de hidrogénio
2 mM (NAKANO; ASADA, 1981). A cada 15 segundos, durante trés minutos, foi avaliada a
taxa de oxidagéo do ascorbato a 290 nm onde foi determinado o coeficiente de extingdo molar
2,8 mMtcem?.

Caracterizacdo de macro e micromoléculas: proteinas, aclUcar solUveis totais e

acUcares redutores

Foi utilizado protocolo descrito por (ZANANDREA et al., 2009). Foram utilizadas trés
repeticdes de 0,2 g de amostra seca de cada amostra biolégica. O material foi triturado e
colocado e serdo adicionados 5 mL de tampé&o de potassio 0,1 M pH 7,0, seguido de banho-
maria por 30 minutos a 40°C. Posteriormente foi centrifugado a 10.000 g durante 20 minutos.
Esse processo foi repetido uma vez e o sobrenadante combinado (obtendo um volume final de
extrato de 10 mL). As aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para analise de acucar
sollveis totais, acucares redutores, e proteinas. Para a analise utilizou-se trés amostras
biol6gicas, com trés repeticdes técnicas, de cada tratamento empregado. As amostras eram
compostas por todas as partes de uma planta inteira (folhas, bulbos e raiz).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e possuindo diferencas
significativas (p > 0,05), tiveram suas médias comparadas através do teste de Tukey com 5%

de probabilidade.

3. Resultados e discussao

Tradicionalmente o PBZ é utilizado para estimular a floragdo de espécies frutiferas,
olericolas e plantas ornamentais. Para orquideas, apresentou resultados positivos na inducao do
florescimento de Phalaenopsis (LEE; KIM, 2020). Além disso, 0 PBZ tambem é utilizado um
agente de rustificacdo de algumas plantas ornamentais, auxiliando no processo de aclimatizagédo

como em Zygopetalum crinitum (GIMENES et al., 2018) e Dendrobium ‘Sonia Jo Daeng’
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(OBSUWAN et al., 2021). O inibidor de giberelina utilizado nas condic¢des investigadas neste
experimento, ndo induziu a formagao de flores na espécie.

Apesar de ndo ter ocorrido a inducéo floral, os efeitos diferenciais do paclobutrazol no
crescimento da espécie in vitro foram analisados, a partir do comportamento do crescimento,
capacidade antioxidante, e metabolismo dos carboidratos. Com relagédo ao comportamento de
crescimento in vitro, podemos observar que o PBZ reduziu o nimero de folhas e raizes, e
manteve constante 0 numero de brotos. A média de raizes das plantas variava entre 12 e 13, 0
numero de folhas entre 7 e 10, e as plantas possuiam entre 1 a 2 brotos (Figura 1).

O PBZ pode induzir varias modificagdes morfoldgicas em plantas, essas alteracGes
dependem da espécie vegetal, estadgio de crescimento, taxa e método de aplicacdo (DESTA,
AMARE, 2021). Em estudos com Phalaenopsis, utilizando o PBZ para crescimento e iniciacdo
de inflorescéncia, 0s autores observaram que os tratamentos com PBZ diminuiram o nimero de
folhas novas e o comprimento e a largura das folhas (LEE; KIM, 2020). Em outras espécies
ornamentais o tratamento com PBZ também reduziu a éarea foliar, como em vinca
(Catharanthus roseus) e zinia (Zinnia sp.) (DESTA; AMARE, 2021).

Figura 1 - Namero de folhas (NL), brotos (NS) e raizes (NR) de Cattleya walkeriana, apds 3
meses cultivadas in vitro, sob distintas concentra¢des de paclobutrazol (PBZ).
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Ocorreu uma reducdo do comprimento da raiz com 0 aumento das concentragdes de
PBZ, houve também um aumento da parte aérea e dos brotos com o aumento das concentragdes
(Figura 2). Possivelmente este comportamento esta relacionado a compensacao entre parte
aerea e raiz.

Ao PBZ bloquear as vias de producdo de terpendides para producéo de giberelina ocorre
um efeito oposto ao promovido pelo GA. Com relagdo a parte aérea, 0 GA promove divisdo
celular estimulando o alongamento de parte aérea, 0 PBZ comprime os entrends das plantas,
promovendo plantas menores, porém mais robustas (TAIZ et al., 2017).

Além disso, inibidores de giberelina podem inibir ou até mesmo remover a dominancia
apical, favorecendo a formacéo de brotacbes (ROGACH et al., 2020). Nesse estudo, houve um
aumento de parte aérea, além disso, a tendéncia de maior formacdo de brotacdes. Resultado
similar foi observado em Stevia rebaudiana, onde o PBZ promoveu melhores parametros de

crescimento e formagéo de brotagdes (LUCHO et al., 2021).

Figura 2 - Comprimento de parte aérea (LAP), brotos (LS) e da maior raiz (LLR) de Cattleya
walkeriana, ap6s 3 meses cultivadas in vitro, sob distintas concentracdes de
paclobutrazol (PBZ).
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FONTE: Da autora (2023)
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A aplicacdo de PBZ proporciona o aumento de raizes de diversas espécies vegetais. Em
olericolas como o pepino, tomate aplicagdes de concentragdes baixas de PBZ estimulam o
comprimento das raizes, especialmente de raizes laterais, assim como em algumas frutiferas
como a manga e abacate, e em plantas arbdreas como Pinus massoniana cultivadas in vitro
(DESTA; AMARE, 2021; WANG; YAO, 2020). O aumento da formacdo de raizes laterais
promovidas pelo PBZ ocorre por um aumento na largura do cdrtex, o que favorece a formacéo
dos vasos secundarios do xilema (DESTA; AMARE, 2021). Essa modificacdo do cortex pode
ser atribuida a expansao radical das células devido a reducdo das atividades endogenas de
giberelina (TEKALIGN; HAMMES, 2005).

Apesar do comprimento da raiz reduzir com o aumento das concentragdes neste estudo,
houve um incremento na formacdo de raizes laterais, observados a partir dos resultados de
massa fresca e seca. Com o aumento das concentracfes de PBZ ocorreu um aumento de
incremento de massa fresca e seca, tanto da parte aérea como das raizes (Figura 3). Portanto, 0s
resultados observados para Cattleya walkeriana com rela¢do ao desenvolvimento de parte aérea
e de raiz, condizem com o comportamento de outras espécies vegetais. Como vantagens deste

processo, ocorre 0 aumento da massa e 0 aumento de raizes laterais.
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Figura 3 - Massa fresca de parte aérea (FMAP), massa fresca de raiz (FMR), massa seca de
parte aérea (DMAP), massa seca de raiz (DMR) de Cattleya walkeriana, apds 3
meses cultivadas in vitro, sob distintas concentrac6es de paclobutrazol (PBZ).

2,20 — . : . . :
2,00+ ¥
1,80+
1,60 +
1,40 +
1,20 +
1,00 +

0,80
0,26

0,24 + - ]
0,22+ R
0,20+ ]
0,18 E
0,16 + Wt E

0.44-L “=gm=="" _

ot
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Paclobutrazol (PBZ, mg L")

= Massa fresca de parte aérea
—— FMAP = 22,7041 PBZ? + 6,3596 PBZ + 1,0300 (r° = 0,8229)
* Massa fresca de raizes
FMR = 84,6991 PBZ2 - 1,9875 PBZ + 1,1128 (r? = 0,9042)
4 Massa seca de parte aérea

------- DMAP = 6,6661 PBZ? + 0,2129 PBZ + 0,1421 (r> = 0,9712)
Massa seca de raizes

DMR = - 3,6710 PBZ? + 0,9200 PBZ + 0,1866 (r* = 0,7671)

Massa fresca de parte aérea (FMAP, g) e raizes(FMR, g)
Massa seca de parte aérea (DMAP, g) e raizes (DMR, g)

FONTE: Da autora (2023)

Quanto ao sistema antioxidante, os niveis de perdxido de hidrogénio (H20>) e ascorbato
peroxidase (APX) se mantiveram constantes nas diferentes concentragdes utilizadas. Houve um
aumento no superdxido dismutase (SOD) com o aumento das concentracdes (Figura 4). Este
resultado nos mostra que possivelmente o PBZ esta atuando como um sinalizador para espécies
reativas de oxigénio. Neste estudo ndo ocorreu a formagdo de CAT para a especie.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo envolvidas em diferentes momentos do
desenvolvimento e crescimento vegetal. Na floragdo o estresse oxidativo ocorre nas
mitocondrias e nos plastideos (MUNOZ; MUNNE-BOSCH, 2018). Nas mitocdndrias ocorre a
carbonilacdo de proteinas e ao aumento da taxa respiratoria o afetando o estado redox uma vez
que os acucares se tornam um fator limitante (KAN et al., 2010; QIN et al., 2009; TIAN; QIN;
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LI, 2013). Ja nos plastideos o estresse oxidativo ocorre durante a transi¢éo de cloroplasto para
cromoplasto (MUNOZ; MUNNE-BOSCH, 2018).

A formacdo de EROs é geralmente prejudicial aos vegetais, podendo causar danos a
diferentes biomoléculas. Nesse sentido, o sistema antioxidante desempenha um papel
fundamental na manutencdo e no equilibrio entre a producéo e erradicagdo de radicais livres.
As enzimas SOD, CAT e APX sdo fundamentais no processo de desintoxica¢do. A SOD € uma
importante enzima que ativa a dismutacdo de radicais superoxidos (O2") com muita eficiéncia
resultando na producdo de agua (H20) e oxigénio (Oz), reduzindo, portanto, o acimulo de
radicais destrutivos. A CAT ¢é a principal enzima que atua na conversdao do peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio molecular, sendo que a eficiéncia de remocéo do H20> da célula
¢ aumentada na presenca do APX. CAT e APX sdo enzimas extremamente importantes na
desintoxicacdo celular e sdo responsaveis por manter o equilibrio do perdxido de hidrogénio
intracelular (TAIZ et al., 2017).

Em avaliacdo de sistema antioxidante e do ciclo ascorbato-glutationa em flores
comestiveis, Magri; Adiletta; Petriccione (2020) observaram que as EROs tém um papel
importante como moléculas sinalizadoras envolvidas na abertura das flores da espécie de Feijoa
(Acca sellowiana). No primeiro estagio da floracdo, quando as pétalas comecaram a se abrir, 0s
radicais superdxidos sdo gerados por uma alta atividade de SOD. Posteriormente, quando as
pétalas estdo totalmente abertas, com anteras, filamentos e carpelos da coloracéo tradicional da
espécie, a atividade dessa enzima diminui, aumentando a atividade de CAT e APX. Com o
passar dos dias, as enzimas CAT e APX diminuem até atingir um plat6 entre as fases de
alteracéo de cor, e a deiscéncia.

Ha relatos na literatura que a aplicacdo de PBZ aumenta as atividades das enzimas
antioxidantes em diversas espécies vegetais (SOUMYA; KUMAR; PAL, 2017), porém, no
sentido de melhorar a tolerancia de plantas a estresses ambientais. Em gramados ornamentais
mostrou que PBZ melhorou a capacidade antioxidante de aumentar a tolerancia ao estresse
luminoso em Festuca arundinacea. A aplicacdo de PBZ eleva significativamente a atividade
antioxidante total, o contetdo fendlico total e a oxidag&o de proteinas, eliminando o excesso de
ERO, enquanto o aumento do contetido de ABA ativa o sistema antioxidante (LIU etal., 2022).

N&o ha estudos que investigaram a relacdo das enzimas antioxidantes e o PBZ no
processo de florescimento in vitro de orquideas. Nossos resultados apontam para uma possivel
sinalizacdo ao sistema antioxidante, porém sem a necessidade de degradacdo, visto a baixa

atividade da SOD e néo expressao da CAT.
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Figura 4 - Niveis de peroxido de hidrogénio (H20z), ascorbato peroxidase (APX) e Superoxido
dismutase (SOD) de Cattleya walkeriana, apds 3 meses cultivadas in vitro, sob
distintas concentragdes de paclobutrazol (PBZ).
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FONTE: Da autora (2023).

Outras moléculas envolvidas nos processos de florescimento das plantas sdo o0s
carboidratos e as proteinas. Os carboidratos sdo sintetizados nas folhas através da fotossintese
e translocados para tecidos na forma de sacarose. Este processo é fundamental para sustentar o
metabolismo e crescimento, além disso, 0s carboidratos também participam do processo de
transducdo de sinal nas plantas como uma substancia sinalizadora (DURAND et al., 2018).
Nesse sentido, a sinalizacdo dos carboidratos pode ocorrer em relacdo ao estado metabdlico
celular e em resposta biotica e abidtica ao estresse (LASTDRAGER; HANSON; SMEEKENS,
2014; XALXO et al., 2020) e em relacdo a transicao floral, especialmente reguladas pelos
ritmos circadianos (MOGHADDAM; ENDE, 2013).

A atividade sinalizadora para distribuicdo dos carboidratos foi estudada em plantas

modelo como Arabidopsis thaliana (DURAND et al., 2018),em frutiferas como pera (Pyrus
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bretschneidri) (LI et al., 2015), e em ornamentais como lirio (Lilium sp.) (GU et al., 2020). No
entanto, ainda pouco € sabido sobre a relacdo entre estas moléculas e 0os mecanismos que
regulam o processo de florescimento em plantas (GU et al., 2020).

Na orquidea C. walkeriana, observamos que 0s acucares solUveis totais e acucares
redutores aumentam de acordo com o aumento das concentra¢fes do inibidor de GAz. Além

disso, ocorreu um aumento das proteinas com o aumento da concentra¢do de PBZ (Figura 5).

Figura 5 - Teores de acucar solUveis totais (TSS), acucares redutores (RS), proteinas (Prot) de
Cattleya walkeriana, apds 3 meses cultivadas in vitro, sob distintas concentracdes de
paclobutrazol (PBZ).
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Em Arabidopsis thaliana as concentragdes de carboidratos foram verificadas em folhas,
caules e raizes, os autores observaram que houve uma variagdo conforme as respostas aos
ritmos circadianos. Foram observadas que durante o dia as partes vegetais translocam mais
acucares do que no periodo noturno, 0 que estd intimamente relacionado a fotossintese
(DURAND et al., 2018). Nos bulbos de lirio, o teor de aclcar soluvel aumentou
significativamente, durante a vernalizagdo, atingindo o méaximo de acimulo no final deste

periodo. Durante o periodo de diferenciagéo e desenvolvimento dos botdes florais, o teor de
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acucar solavel diminuiu ligeiramente, comportamento relacionado a distribuicdo de
carboidratos fonte-dreno (GU et al., 2020).

Os niveis de carboidratos relacionados a aplicacdo de PBZ, ndo foram estudos em
orquideas. Em plantas frutiferas, aparentemente a resposta é dependente da espécie. Em oliveira
(Olea europaea), foi observado um maior teor de carboidratos acumulado nas folhas nas plantas
submetidas a aplicacdo de PBZ, estas mesmas plantas apresentaram no nimero de racimos
florais (OLIVEIRA et al., 2013). No entanto, para mangueira (Mangifera indica), ocorreu a
reducdo dos teores de actcares solUveis totais nas folhas na época de intumescimento das gemas
florais (OLIVEIRA et al., 2018). Diante dos nossos resultados, possivelmente o acumulo de
carboidratos propiciado pelo PBZ pode ter sido direcionado a formacao de novas brotagdes, as

quais sdo importantes para o florescimento da espécie.

4. Conclusoes

O PBZ nas condicBes deste estudo ndo induziu florescimento in vitro para Catleya
walkeriana. A concentracdo de 0,1 mgL™ pode ser utilizada para manutencdo da espécie in

vitro.
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