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l. Introducéao

.1 Familia Orchidaceae

Entre as plantas superiores, a familia Orchidaceae € a maior e mais
diversificada, sendo constituida por mais de 800 géneros, 25 mil espécies e mais

de 30 mil hibridos (Hew e Young, 1997; Blanchard e Runkle, 2006).

As plantas desta familia podem ser encontradas em praticamente todas as
regibes do mundo, salvos os polos e desertos. Sua distribuicdo se da
principalmente nos tropicos, onde predominam as formas epifitas e rupicolas, ao
passo que em regides de clima temperado, as formas terricolas séao
predominantes (Kerbauy, 1995). Em funcdo desta vasta distribuicdo, as orquideas
apresentam diferentes necessidades adaptativas, refletindo tanto na sua

diversidade estrutural e morfoldgica, quanto fisioldgica (Vaz e Kerbauy, 2007).

Na natureza, as orquideas propagam-se por meio da dispersao de
sementes ou por brotamento lateral. Apesar de produzirem muitas sementes, estas
sdo diminutas e desprovidas de endosperma, o que dificulta sua germinacao.
Dessa forma, € necesséria a associagcao com fungos micorrizicos que promovem a
germinacdo das sementes, posto que estes fornecem elementos nutritivos
essenciais para o desenvolvimento do embrido (Arditti et al., 1982). No entanto,
mesmo com a suplementacdo proveniente do fungo, apenas entre 2% a 5% das

sementes chegam a germinar em ambiente natural (Rao, 1997).

As orquideas apresentam desenvolvimento demasiadamente lento quando
comparadas as plantas de outras familias, podendo levar, em alguns casos, mais

de 8 anos para atingir a idade reprodutiva. Somando-se a dificuldade de



germinagcédo, o desenvolvimento lento e os elevados graus de extrativismo e
desmatamento, cria-se um quadro preocupante para as espécies de Orchidaceae,

muitas das quais ja extintas ou em processo de extingao.

.2 Dendrobium “Second Love”

O género Dendrobium € altamente evoluido e diversificado entre as
orquideas, compreendendo mais de 1.100 espécies (Yin e Hong, 2009). Sua

distribuicdo se da principalmente na Asia e Australia (Xu et al., 2011).

Ao longo da evolucdo, foram selecionados caracteres adaptativos que
permitiram sua sobrevivéncia em ambientes terricolas e epifiticos, pois estas se
encontravam sujeitas a fragmentacdo e deterioracdo de seus ecossistemas

naturais (Xue et al., 2010).

Mais de 45 espécies deste género sédo conhecidas e afamadas em paises
como a China por possuirem potencial terapéutico (Sha e Luo, 1980; Ma et al.,
1995; Liu et al., 2009; Yuan et al., 2009). Um de seus principais usos € em uma
infusdo conhecida como “Shihu” (Yang et al., 2006), muito popular em tratamentos
oftalmoldgicos. Estudos recentes demonstraram que as plantas de Dendrobium
possuem efeitos anti-oxidantes (Luo et al., 2010; Zhang et al., 2007), imuno-
estimulatérios (Wang et al.,, 2010; Zha et al., 2007), anti-tumorais (Wang et al.,

2010; Uma et al., 2009) e anti-hiperglicémicos (Zhao et al., 2007).

Além do uso farmacéutico, as plantas de Dendrobium estdo entre as mais
populares dentre as orquideas utilizadas na ornamentacdo e producdo comercial
de flores e plantas envasadas (Chen e Tsi, 2000). Por possuirem elevada
relevancia na industria farmacéutica e ornamental, as plantas de Dendrobium

estdo sujeitas a exploracdo excessiva (Xue et al., 2010), fato este que conduziu
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diversos pesquisadores a estudar e desenvolver novas técnicas de cultura de
tecidos para este género (Arditti e Ernest, 1993; Ferreira, 2003; Martin e

Madassery, 2006).

Segundo Gerhardt (2002), diversos hibridos de Dendrobium ganharam
relevancia no cenario comercial brasileiro nos ultimos anos; no entanto, a
multiplicacéo lenta e dispendiosa destas plantas sédo levadas em consideracéo por
parte dos produtores nacionais, que tendem a buscar plantas comercialmente mais

viaveis.

O hibrido Dendrobium “Second Love” é caracterizado por possuir
pseudobulbos eretos e flores se formando na metade superior de pseudobulbos
maduros. Este hibrido possui folhas verde-brilhantes de formato eliptico, podendo
atingir até 15 centimetros de comprimento. As pétalas e sépalas possuem seu
apice tingido de rosa, e ao centro do labelo é possivel verificar uma coloragédo

amarelada (Ferreira, 2003).

O método de propagacédo mais utilizado por produtores de Dendrobium € o
sexuado, sendo a propagacdo vegetativa utilizada em menor escala (Ferreira,
2003). Ambos os métodos sao lentos e consequentemente podem nao ser
suficientes para suprir a demanda comercial desta planta. Segundo relatos de
reconhecidos produtores de plantas de Dendrobium do grupo nobile, do qual faz
parte o hibrido D. “Second Love”, uma das sérias limitagbes no emprego da
técnica convencional de micropropagacdo desta orquidea, ou seja, por meio de
PLBs, tem sido a elevada frequéncia de variantes somaclonais. Tais fatos,
evidenciam a importancia e a urgéncia da realizacdo de estudos e
desenvolvimento de protocolos diferenciados para a micropropagacao do referido

género.



.3 Cultura de tecidos

O método de germinacdo assimbiotica de orquideas foi desenvolvido em
1921 por Lewis Knudson, o qual facilitou a multiplicacdo sexuada e a realizacdo de
cruzamentos complexos com a obtencdo de plantas hibridas. O advento da
germinacdo de orquideas in vitro abriu perspectivas para o0 inicio do
desenvolvimento da cultura de tecidos (mais tarde cunhada de micropropagacéo),
0 que permitiu a manutencdo dos ganhos genéticos em proporcdes até entdo

desconhecidas (Torres et al., 1998).

Em 1960, o virologista Georges Morel, objetivando eliminar virus em plantas
de Cymbidium, isolou o apice caulinar da planta e o inoculou em meio de cultura.
No entanto, ele descobriu quase que por acaso, que os tecidos meristeméaticos de
orquideas apresentavam potencial regenerativo. Estruturas semelhantes a
protocormos de sementes germinadas ou “protocorm-like-bodies” (PLBs) foram
formados, as quais posteriormente davam origem a novas estruturas idénticas a

anterior.

A cultura de tecidos vem sendo utilizada desde entdo com diferentes
intuitos: elevar a taxa de multiplicagcdo de plantas com desenvolvimento lento,
cruzamentos para obtencédo de hibridos, eliminacdo de patogenos, reducdo de
custos, obtencdo de plantas ornamentais com caracteristicas valorizadas e
programacao de producdo ao longo do ano (Vuylsteke e Ortiz, 1996; Souza et al.,

1998; Kerbauy, 2004).

Com a técnica de micropropagacao, plantas sadias podem ser clonadas

com o beneficio da manutencdo genética, em tempo reduzido e sem a
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necessidade de um grande espaco fisico. Isto facilita a multiplicacdo de muitas
espécies (Grattapaglia e Machado, 1998), limita o extrativismo e promove a

perpetuacao de plantas em seu ambiente natural.

I.4 Organogénese

A técnica da cultura de tecidos possibilitou o estudo da organogénese in
vitro, por meio do emprego de diferentes tipos explantes, tais como 0s apices
meristematicos caulinares e radiculares, segmentos caulinares, gemas axilares e

outros (Ferreira, 2006).

Na sua expressao mais simples, a organogénese vegetal diz respeito a
formacao de 6rgéos a partir de células soméaticas diversas (Carvalho, 2003). Este
processo possibilita o estudo dos mecanismos reguladores envolvidos no

desenvolvimento vegetal (Hicks, 1994).

O processo organogenético é altamente complexo, pois esta dividido em
diversas fases que divergem entre si tanto do ponto de vista molecular, quanto do
fisiolégico (Sugiyama, 1999). A partir de estudos realizados com folhas de
Convolvulus arvensis, Christianson e Warnick (1985) dividiram o processo de
organogénese em seis etapas: desdiferenciacdo, aquisicdo de competéncia,

inducéo, determinacéo, diferenciacdo e regeneracao ou formacéo de 6rgaos.

Seguindo a subdivisdo citada acima, os explantes utilizados para os
experimentos necessitariam passar por um processo de desdiferenciacdo para
ganho de competéncia, possibilitando a formagdo de um novo 6rgdo. Este seria
desencadeado por tratamentos com reguladores de crescimento (auxina e
citocinina). Originando uma massa celular pouco diferenciada, denominada calo

(Christianson e Warnick, 1988). A utilizacdo de hormoénios neste processo €
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essencial & multiplicacdo. Sua relevancia insofisméavel é refletida nas variactes de
respostas obtidas conforme as concentracdes hormonais aplicadas e nos teores
hormonais enddégenos (Gaspar et al., 1996). As células do calo, apos induzidas
por sinais especificos, irdo adquirir competéncia tornando-se determinadas para
uma rota de desenvolvimento. Posteriormente estas células, ja diferenciadas, irdo

formar um novo 6rgéo (Christianson e Warnick, 1988).

Em alguns casos, o explante que sera utilizado ndo precisa passar pela
fase de desdiferenciagéo (formacao de calos) para adquirir competéncia, processo
esse intitulado de organogénese direta. Os tecidos meristematicos que ja possuem
competéncia organogénica intrinseca além de serem mais organizados,
apresentam maior estabilidade genética (D’Amato, 1977; Ferreira et al., 2006;

Pescador et al., 2008).

1.5 Meristemas

As plantas mantém a capacidade de gerar novos tecidos de maneira
recorrente ao longo da vida, podendo formar novos érgaos de acordo com 0s
estimulos recebidos (Srivastava, 2002; Vernoux e Benfey 2005). Esta plasticidade
fisiologica e morfologica parece decorrer do fato das plantas serem organismos
sésseis e altamente sensiveis as variagbes ambientais e a predadores (Birnbaum
e Alvarado 2008; Dinneny e Benfey 2008). Os tecidos responsaveis por conferir tal

plasticidade evolutiva sdo os meristemas.

Os tecidos meristematicos sdo aqueles que, por definicdo, mantém
caracteristicas de tecidos embrionarios (Fosket, 1994) e suas células se dividem

de forma organizada (Lyndon, 1990). Eles s&o considerados pluripotentes e



competentes para o desenvolvimento de novas células, tecidos e érgaos (Singh e

Bhalla, 2006; Verdeil et al., 2007).

O estabelecimento das regibes onde serdo localizados os tecidos
meristematicos ocorre em estagios precoces do desenvolvimento embrionério,
sendo considerada uma etapa decisiva para o desenvolvimento (Wareing, 1982),
apresentando papel primordial na determinacdo da arquitetura da planta e
permitindo a formacgéao de tecidos e 6rgaos ao longo de todo o ciclo de vida (Weigel
e Jurgens, 2002). No entanto, os meristemas nado contribuem para a formacéo do
embrido, pois sdo ativados apenas apds a germinacdo da semente (Doerner,

2003).

O meristema apical caulinar (MAC) prové as células que irdo compor 0s
tecidos e orgdos da parte aérea do vegetal, tais como ramos, folhas e verticilos
florais (Reddy, 2008). Enquanto que, a atividade continua do meristema apical
radicular, ird resultar em um crescimento longitudinal das raizes ja existentes e no

desenvolvimento de novas raizes (Nakajima et al., 2001).

O MAC possui estrutura muito semelhante entre as dicotiledoneas, sendo
basicamente constituido por trés camadas celulares identificadas como camada 1,
2 e 3 (Doerner, 2003), e um centro de divisbes celulares muito lentas,
compartilhado entre as camadas. Esta baixa atividade parece estar relacionada
com a prevencao de mutacdes genéticas (Furner e Pumfrey, 1992; Woodrick et al.,

2000; Irish e Sussex, 1992).

Quanto ao meristema radicular, este apresenta uma organizagao radial

fundamentalmente similar a do meristema apical caulinar (Doerner, 2003). No



entanto, células pluripotentes envolvem o centro quiescente para impedir que as

células meristematicas se diferenciem (van den Berg et al., 1997).

Segundo Kerbauy (1999), a homeostase dos meristemas apicais
radiculares e caulinares seria controlada, entre outros fatores, por meio do balanco
das concentracBes hormonais nesses tecidos, sendo o meristema apical caulinar o
principal sitio de sintese de auxina e o radicular responsavel pela sintese de

citocinina.

Os meristemas podem alterar sua atividade de acordo com o0s sinais
provenientes do meio, de modo a flexibilizar suas respostas a fatores externos.
Estes sinais sao transduzidos por vias dependentes de fatores proteicos,

hormonais e de mensageiros secundarios (Shinozaki e Dennis, 2003).

1.6 Luz no desenvolvimento vegetal

Os vegetais, além de utilizarem a luz como fonte de energia na
fotossintese, possuem a habilidade de perceber seus gradientes e sua composicao
espectral. A percepcao do sinal proveniente da luz gera alteracdes morfolégicas e
estruturais, como fototropismo, fotonastias e fotomorfogénese (Majerowicz e

Peres, 2004).

A presenca ou auséncia de luz, sua qualidade e intensidade, assim como o
fotoperiodo exercem papel fundamental no desenvolvimento vegetal ao longo do
ano, ja que estes propiciam informagbes climaticas e ambientais de extrema

importancia a planta (Von Arnim e Deng, 1996).

As plantas, quando submetidas a auséncia de luz, apresentam

caracteristicas fenotipicas diferentes, aalgumas vezes até opostas, aquelas



quando sob incidéncia luminosa. As folhas e caule alongam-se rapidamente,
dando origem a entrends alongados e esbranquicados resultantes da perda de
pigmentacao clorofilica (Chory et al., 1996; Clouse, 2001; Suzuki et al. 2004). Nas
plantulas, o gancho plumular persiste por mais tempo, os cotilédones permanecem
dobrados e ha uma reducédo no tamanho das folhas e nos proplastidios (Raven et

al, 1996).

Outras caracteristicas proprias as plantas estioladas referem-se a reduzida
lignificacdo e suberificacdo das células, fazendo com que as paredes celulares
sejam mais delgadas (Bassuk e Maynard, 1987). Tal caracteristica traz vantagens
para a micropropagacao de plantas estioladas, posto que a reducéo na lignificagdo
e suberizacdo auxiliam no desenvolvimento de segmentos nodais quando isolados
in vitro, como no caso do enraizamento que se torna facilitado devido a diminuicdo

das barreiras mecanicas no tecido caulinar (Bassuk e Maynard, 1987).

Os segmentos nodais de caules estiolados representam, portanto, uma
alternativa valida para fins de micropropagacédo de plantas com crescimento lento,
como no caso das orquideas epifitas em geral, dentre as quais incluem-se as
espécies de Catasetum (Kerbauy et al., 1995) e Dendrobium (Cruz, 2009), ou até
mesmo de plantas ndo-orquidaceas de crescimento rapido como alfafa (Dudits et

al., 1991) e tabaco (Maliga et al., 1975).

.7 Catasetum como modelo de estudo

Catasetum fimbriatum vem sendo utilizado como planta modelo para
estudos em nosso laboratério hd mais de 20 anos. Este género da familia

Orchidaceae é representado por mais de 100 espécies e possui caracteristicas

peculiares que as difere de outros vegetais (Lacerda, 1995).



Além de apresentar um crescimento relativamente vigoroso, seus
meristemas, tanto apicais quanto radiculares, possuem caracteristicas
interessantes para o estudo da morfogénese vegetal. Estudos realizados por
Kerbauy (1984) mostraram que o0s apices radiculares isolados possuiam a
capacidade de se converter em apices caulinares quando em meio de cultura, sem

a necessidade da adicao de reguladores hormonais vegetais.

As plantas de C. fimbriatum, quando incubadas in vitro sob auséncia de luz
e de reguladores de crescimento, possuem outra caracteristica que as difere das
demais. Quando nesta condicdo, a atividade meristemética apical é retomada
rapidamente, dando origem a caules estiolados aclorofilados com folhas
extremamente reduzidas e entrendés alongados, por periodo indeterminado.
Posteriormente, estes nds, contendo uma gema lateral cada, sdo isolados e
inoculados a luz, originando uma planta completa rapidamente (Kerbauy et al.,

1995).

Desta maneira a obtencdo de material vegetal se da de forma, rapida,
dispendiosa e relativamente simples, tornando este género de orquidea excelente

para o estudo de processos fisioldgicos e de desenvolvimento.

1.8 Giberelina

As giberelinas (GA) foram descobertas a partir de metabdlitos provenientes
do fungo Gibberella fujikuroi (Phinney, 1983) e, em 1958, sua ocorréncia em
plantas foi confirmada apdés a identificacdo de GAl em sementes de feijdo
(MacMillan e Suter, 1958). Atualmente, sdo conhecidos 136 tipos diferentes de

giberelinas, algumas delas isoladas de vegetais, outras produzidas por micro-
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organismos ou obtidas sinteticamente (Jefferys, 1970; Blake et al., 2000; Hedden e

Phillips, 2000; Bomke e Tudzynski, 2009).

A biossintese de giberelinas ocorre principalmente em gemas apicais,
folhas e entrends jovens e ativos (Taiz e Zeiger, 2009). No entanto, folhas maduras
também podem sintetiza-las (Silverstone et al., 1997). Seu transporte para as

outras partes da planta se d& via floema (Eriksson et al., 2006).

As giberelinas constituem uma familia de horménios vegetais caracterizada
por possuir 20 atomos de carbono (diterpenos tetraciclicos) e por estimular o
crescimento e desenvolvimento vegetal. Quanto ao desenvolvimento vegetal,
destacam-se seus efeitos na germinacédo de sementes (Koornneef e Van der Veen,
1980; Yamauchi et al., 2004; Seo et al., 2009), no alongamento caulinar e
expansao foliar em resposta a luz ou escuro (Ogawa et al., 2003; Alabadi et al.,
2008; Feng et al., 2008; de Lucas et al., 2008; Gallego-Bartolomé et al., 2011), na
indugéo a floragdo (Davies, 1995) e no desenvolvimento dos frutos (Matsuoka,

2003).

Dentre os efeitos deste fitorménio no desenvolvimento, um dos mais
relevantes € certamente sobre o crescimento caulinar. Ele possui uma capacidade
singular entre os demais horménios vegetais em promover o crescimento em
plantas geneticamente ands e em roseta (Kerbauy et al., 1995). Associado ao
expressivo alongamento do caule ocorre a reducdo de sua espessura, além da
producéo de folhas menores e com coloracdo mais clara (Taiz e Zeiger, 2009). Em
trabalhos relativamente recentes, foi verificado que o tratamento de caules
estiolados de Catasetum fimbriatum com paclobutrazol (um eficiente inibidor
biossintese da giberelina) resultam em uma profunda inibicdo do alongamento

(Suzuki et al., 2004).
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A transducédo de sinal das giberelinas esta envolvida com a modulacdo da
estabilidade e/ou atividade das proteinas DELLA, as quais atuam como
reguladores transcricionais negativos deste hormonio vegetal (Zentella et al.,
2007). A ligacédo do GA com seu receptor GID1 faz com que 0 mesmo interaja com
as proteinas DELLA marcando-as para a sua degradacdo via proteossomo 26S
(Sun, 2010; Ueguchi-Tanaka et al., 2005; Ueguchi-Tanaka et al., 2008). Apés a
degradacdo das proteinas DELLA, os genes de resposta ao GA podem ser

transcritos (Sasaki et al, 2003; Gomi et al. 2004).

Outra hipotese defendida por Feng et al. (2008) diz que na auséncia de GA,
as proteinas DELLA interagiriam com fatores de interacdo do fitocromo 3 (PIF3),
impedindo-os de se ligarem ao gene alvo para a promocdo do alongamento do
hipocétilo pela luz. Na presenca de GA, o GID1 (receptor de GA) elevaria sua
interacdo com as proteinas DELLA no nlcleo e promoveria a ubiquitinacdo das
mesmas e posterior degradacdo via proteossomo 26S, o que liberaria o PIF3 do

seu controle negativo e promoveria as respostas de alongamento pela luz.

Mesmo ndo conhecendo-se detalhadamente o mecanismo de acdo das
proteinas DELLA sobre a inibicdo dos genes de resposta as giberelinas, sabe-se
atualmente que estas estdo intimamente conectadas a outro fitormdnio de grande
relevancia, o etileno. Este hormdnio vegetal atua promovendo a estabilidade das

proteinas DELLA (Achard et al. 2003).

1.9 Etileno

Sendo um hidrocarboneto relativamente simples, o etileno (C,Hs;) é um
fitormbnio gasoso sintetizado em taxas reduzidas em quase todos os tecidos

vegetais (Abeles et al., 1992; Wang et al., 2002; Schaller et al., 2002; Tsuchisaka
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et al., 2004). Sob condicdes estressantes sua producdo € intensificada (Abeles,
1992), o que é de extrema importancia em diversos processos do desenvolvimento

vegetal (Kieber e Ecker, 1993).

A biossintese de etileno se da a partir da metionina via S-adenosil-L-
metionina (AdoMet) e do aminoacido ciclico ndo proteico 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) (Adams e Yang, 1979). As enzimas cataliticas que realizam a
conversao do AdoMet a ACC, e do ACC a etileno, sdo respectivamente a ACC

sintase e ACC oxidase (Kende, 1998).

Efeitos diversos do etileno tém sido descritos no controle do
desenvolvimento de plantas (Colli e Purgatto, 2008), entre eles: a inibicdo da
atividade do meristema apical caulinar (Cary et al., 1995) e da divisdo celular
(Kazama et al., 2004); alteracées no balanco de outros hormonios (Peres et al.,
1999), na senescéncia e amadurecimento de frutos (Abeles, et al. 1992; Wang, et
al., 2002; Schaller, 2002), no desenvolvimento inicial das plantulas e cotilédones
(Yoo et al., 2009), na promocéo ou inibicdo da floracdo, e na iniciacédo de raizes e

inibicdo de bulbos ou tubérculos (Schaller, 2012).

Abeles et al. em 1992, descreveu o efeito do etileno sobre o crescimento
caulinar de plantas terrestres denominando-o de triplice resposta. Ele observou
que o etileno atua sobre o crescimento caulinar dos vegetais reduzindo o
alongamento, promovendo o crescimento radial e aumentando o numero de

ramificacdes laterais do caule.

Em plantulas, as respostas promovidas pelo etileno sé&o contrarias as

resultantes da incidéncia luminosa, inibindo o estimulo da luz na expanséao foliar e
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no crescimento do hipocétilo, e promovendo a manutencdo do gancho plumular

(Goeschl et al., 1967).

Por outro lado, estudos descreveram um efeito promotor deste hormonio
vegetal no alongamento caulinar em algumas espécies vegetais (Raskin e Kende
1984; Jackson 1985; Rijnders et al.,, 1997), principalmente em plantas semi
aquaticas como o arroz (Bleecker e Kende, 2000). O alongamento dos entrends de
arroz em culturas de imersdo é promovido pela acdo conjunta do etileno com as

giberelinas (Sauter et al., 1995).

Estudos realizados neste laboratério mostraram o efeito inibitério de
concentracoes elevadas de etileno sobre o crescimento caulinar de C. fimbriatum
no claro (Rodrigues et al.,, 2006) e na auséncia de luz, reduzindo de forma
significativa o seu estiolamento e o desenvolvimento foliar (Suzuki e Kerbauy,

2006; Chaer et al., 2007).

Com a descoberta do 1-metilciclopropeno (1-MCP) como inibidor da acéo
do etileno, muitos estudos tém sido desenvolvidos para tentar entender sua acao,
aplicacdo e efeitos sobre a inibicdo deste hormonio vegetal. O 1-MCP, possui
efeitos variados sobre a respiracdo, producdo de substancias volateis, degradacgéo
da clorofila e até mesmo na biossintese de etileno através de um “feedback”

negativo (Bleecker e Kende, 2000).

O 1-metilciclopropeno reduz a percepcdo do etileno através da ligacao
preferencial que ele realiza com os proprios receptores de etileno (Blankenship e
Dole, 2003). Para que o etileno volte a ser “percebido” pela planta, novos

receptores devem ser sintetizados (Sisler e Serek, 2003).

1.10 Oxido Nitrico
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O 6xido nitrico (NO) € um radical livre conhecido por sua atuacdo como
mensageiro secundario em respostas fisiolégicas em animais (Moilanen e
Vapaatalo, 1995). Em vegetais, seu efeito ja havia sido observado desde o final da
década de 70 (Klepper, 1979), porém acreditava-se que sua producdo se
restringisse a aplicacdo de herbicidas ou em resposta a poluentes atmosféricos.
Somente em 1997 foi comprovada sua biossintese em varias espécies vegetais

(Wildt et al., 1997).

O oxido nitrico enddgeno pode ser sintetizado por rotas enzimaticas ou nao
enzimaticas, envolvendo a nitrato redutase (NR) ou a enzima sintase do Oxido

nitrico (NOS), que é a principal fonte de NO em animais (Liu et al., 2010).

Pesquisas recentes confirmaram o envolvimento desta molécula em
processos fisioldgicos de plantas (Leshem e Haramaty, 1996). O NO pode atuar
em processos relacionados ao metabolismo, crescimento e desenvolvimento
vegetal, como, por exemplo, na germinacdo de sementes, sintese de clorofila,
estiolamento caulinar (Beligni e Lamattina, 2000; Zhang et al., 2006), expansao
foliar e radicular (Gouvea et al., 1997; Leshem e Haramaty, 1996; Zhao et al.,
2007), desenvolvimento de raizes adventiceas (Pagnussat et al.,, 2002, 2003,
2004), atraso da senescéncia (Leshem e Haramaty, 1996; Mishina et al., 2007),
morte celular programada (Magalhdes et al.,, 1999; Pedroso et al., 2000),
expressao de genes de defesa contra patdogenos (Durner et al., 1998; Grin et al.,
2006), fechamento estomético (Garcia-Mata e Lamattina, 2001, 2002, 2003; Neill
et al., 2008), floragdo (He et al., 2004), divisdo celular (Otvos et al.,2005), entre

outros.

O NO é um radical livre conhecido por ter um tempo de meia-vida

relativamente longo em sistemas bioldgicos, sobretudo em baixas concentracdes

15



(Lamattina et al. 2003; Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). Devido ao seu
tamanho diminuto, ele é altamente difusivel pelas células, tanto no citosol quanto
através de membranas (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). Ainda nao se
sabe ao certo se 0 NO possui um receptor especifico; no entanto, gracas a alta
reatividade e a capacidade que esta molécula possui em interagir e modificar uma
grande variedade de proteinas levanta-se a hipotese, de que existam varios

sensores de sua presenca (Neill et al., 2008).

Muitas duvidas ainda permanecem quanto ao seu papel em plantas. Alguns
pesquisadores consideram a possibilidade do NO ser um novo horménio vegetal,
posto que atua de maneira dose-dependente e € produzido em pequenas
concentracdes, podendo atuar como sinalizador em zonas distantes daquela onde
foi produzido. Seu transporte quando a curta distancia pode ser feito por difuséo,

ou quando a longa, através da ligacao reversivel com a glutationa, formando a S-

nitrosoglutationa (Beligni e Lamattina, 2001; Leitner et al., 2009).

A participagdo do NO na germinagdo de sementes e no alongamento
caulinar sugere a atuacdo desse gas como um mediador em processos
controlados por giberelinas (Giba et al., 1998; Beligni e Lamattina, 2000; Bethke et
al., 2007). Quando observada a relagdo do NO com a luz, pesquisas apontam que
ele tem efeito inibitério no desestiolamento e reduz o crescimento do hipocdtilo e

dos entrends (Beligni e Lamattina, 2000).

Estudos realizados com plantas de trigo crescidas no escuro mostraram
gue os tratamentos com nitroprussiato de soédio (SNP), um doador de NO,
aumentavam o conteudo de clorofila em relagéo as plantas controle. Em plantas de

alface e Arabidopsis tratadas com SNP, foi observada a inibicdo no alongamento
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do hipocétilo na auséncia de luz, evidenciando a atuagdo do NO na prevencao do

estiolamento (Beligni e Lamattina 2000).

Além disso, a relagdo do NO com os horménios vegetais é evidenciada na
interacdo com o etileno, em relacdo a maturacdo e senescéncia de tecidos
vegetais, sugerindo um efeito antagonista entre esses gases (Magalhdes et al.,
2000; Leshem et al., 1998; Leshem e Pinchasov, 2000). Este tem sido apoiado
pela descoberta do papel inibitério do NO sobre a expressdo de enzimas-chaves
na via de biossintese de etileno (Parani et al., 2004; Arasimowicz e Floryszak-

Wieczorek, 2007).

Apesar de sua importancia, ainda sao poucos os trabalhos sobre a
sinalizacdo promovida pelo NO em vegetais quando comparados as inumeras
publicacfes relacionadas a acdo dessa molécula em animais (Neill et al., 2008).
No entanto, pesquisas nesta area vém crescendo significativamente a fim de
demonstrar o envolvimento desta molécula sinalizadora nos processos fisiolégicos
nos vegetais. Mesmo assim, muitos estudos ainda s&o necessarios para ampliar
nosso conhecimento no que tange a interacdo de NO e plantas (Wilson et al.,

2008).

.11 Gas carbonico

O diéxido de carbono (CO,) € um gas composto por dois atomos de
oxigénio ligados covalentemente a um de carbono. Segundo Thoning et al. (1989),
as concentracfes atmosféricas de CO, podem variar naturalmente ao longo das

estacoes.
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Acredita-se que este gas exerca papel importante sobre o aquecimento
global (efeito estufa), processo que inibe a perda de calor provenientes dos raios

solares quando atingem a atmosfera terrestre (Bolin e Doos, 1989).

A emissdo de CO; pelo processo de combustdo aumentou drasticamente
apos a revolucédo industrial: esta passou de 280 mmol mol + 1 para 365 mmol mol
+ 1 e continua subindo, aproximadamente 1,8 mmol mol £+ 1 a cada ano
(Mendelsohn & Rosenberg 1994). As proje¢Bes para as concentracdes de CO,
para a metade e fim deste século sdo, respectivamente, de 550 e 700 mmol mol +
1 (Prentice et al., 2001) e as concentracdes atuais deste gas sdo as maiores que a

Terra ja vivenciou nos ultimos 800 mil anos (Luthi et al., 2008).

Plantas submetidas a altas concentracdes de CO, muitas vezes tém seu
crescimento promovido, além de apresentarem uma melhoria da utilizacdo do uso
da agua (Rogers e Dahlman 1993; Allen e Amthor 1995; Wittwer 1995), e um

aumento nas taxas fotossintéticas (Long e Drake 1992; Amthor 1995).

O cultivo de plantas em frascos vedados pode elevar as concentracdes de
CO; no interior destes, mesmo com o ar interno sendo renovado semanalmente.
Sua interagcdo com hormdonios vegetais, assim como com 6xido nitrico, ainda ndo

sao bem conhecidas.
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ll. Objetivos

Visando obter uma melhor compreensdo dos mecanismos fisioldgicos
envolvidos no controle do estiolamento de plantas de Dendrobium (Orchidaceae),
procurou-se verificar os efeitos do escuro e dos hormonios etileno e giberelina,
bem como do radical livre 6xido nitrico e gas carbdnico, no desenvolvimento
vegetativo dessas plantas sob condi¢cfes in vitro, particularmente da manutencéo
prolongada da atividade meristematica apical caulinar (estiolamento) e da quebra
da dominancia apical, conforme bem estabelecido neste laboratério para plantas
de Catasetum sp e géneros afins. Com isto, estar-se-ia produzindo subsidios
importantes para o desenvolvimento de um protocolo de micropropaga¢ao a um so
tempo simples, de baixo custo e seguro quanto a estabilidade genética das plantas

produzidas.
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lIl. Material e Métodos

I11.1 Tratamentos Dendrobium

Plantas de Dendrobium “Second Love” (grupo nobile) foram obtidas de
nosso estoque de germoplasma mantido sob condi¢ces in vitro. Para tanto, as
plantas foram inoculadas em 30 ml de meio de cultura USP, rotineiramente
utilizado neste laboratério, constituido por 0,165 g/L de (NH4)2S04; 0, 6 g/L de
Ca(NO3)2; 0,9 g/L de KNOS; 0,275 g/L de CaCl2; 0,435 g/L de KH2PO4; 0,442 g/L
de K2S04; 0,250 g/L de MgS0O4; 10 ml/L de micronutrientes do meio de Murashige
e Skoog (MS); 1 g/L de peptona de soja; 0,001 g/L de tiamina; 0,1 g/L de
mioinositol; 20 ml/L de Fe-EDTA e 20 g/L de sacarose em frascos de 250 ml de

volume.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com KOH, e como
geleificante, foram utilizados 2 g/L de Phytagel, seguido de esterilizacdo em

autoclave a 120 °C durante 15 minutos.

Para evitar a manipulagcédo excessiva dos caules e a oxidacdo dos tecidos
causada por cortes sucessivos, foram inoculados segmentos caulinares que
tiveram apenas o apice excisado (Figura 1). Dessa forma, foram mantidas as
gemas laterais e a dominancia apical foi quebrada ao retirar o centro majoritario de
sintese de auxina, localizado no meristema apical caulinar, e que seria

transportada basipetamente (Taiz e Zeiger, 2009).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da micropropagacédo de Dendrobium “Second Love” por meio da
utilizacdo de segmentos caulinares estiolados com &pices isolados. (A) 90 dias no claro; (B)
120 dias no escuro; (C) Caules estiolados; (D) Excisdo do &pice caulinar; (E) Estoldes

incubados no claro.

Apés 120 dias de incubacdo no claro, as plantas obtidas segundo os
procedimentos acima foram transferidas para o escuro e incubadas por 90 dias
nos seguintes tratamentos: 5 e 50 uM de acido giberélico (GA3); 5 e 50 uM de
paclobutrazol — PA (inibidor de biossintese de giberelinas); 1.000 e 5.000 ppm de
oxido nitrico (NO); 1 e 10 ppm de etileno; 100 ppm de 1-metilciclopropeno (1-MCP)
- Smartfresh® (inibidor da acdo do etileno). Também foram feitos mais dois
tratamentos, nos quais as plantas foram mantidas apenas em meio de cultura USP
nas seguintes condi¢cdes: um deles foi mantido no escuro em frascos com rolhas
perfuradas e preenchidas com algoddo hidrofilo, facilitando assim as trocas

gasosas com 0 meio externo (tratamento trocas gasosas); no outro as plantas
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foram mantidas sob 50 pmol.m™.s de intensidade luminosa e fotoperiodo de 12h
(tratamento claro). Por fim, para o tratamento controle, as plantas foram incubadas
em frascos vedados e incubados no escuro, com substituicdo do ar interno por ar

sintético (controle ar sintético), o qual era renovado semanalmente.

Tanto a giberelina quanto o paclobutrazol foram esterilizados juntos com o
meio de cultura em autoclave a 120° C durante 15 minutos. O tratamento com 1-
MCP foi preparado conforme as instru¢des indicadas pelo fabricante e injetado
posteriormente no interior dos frascos com seringa e membrana ultrafiltrante de
0,45 uM de porosidade. Semanalmente as concentracfes desejadas para 0S
tratamentos gasosos (1 e 10 ppm de etileno, 1.000 e 5.000 ppm de 6xido nitrico e
100 ppm de 1-MCP) foram injetadas, afim de assegurar que elas se mantivessem

constantes durante os trés meses de experimento.

Com excecdo dos materiais incubados sob fotoperiodo de 12 horas a 50
umol.m™t.s? de intensidade luminosa (tratamento Claro), todos os demais

tratamentos foram mantidos no escuro.

O ar no interior dos frascos foi renovado semanalmente com ar sintético por
45 segundos, exceto o do tratamento “trocas gasosas”, onde as trocas gasosas
ocorreram por uma perfuragdo na tampa do frasco. O “controle ar sintético” foi
submetido as mesmas condi¢cdes de auséncia de luz dos outros tratamentos, e a
renovacdo do ar interno dos frascos foi feita com ar sintético comercial. O ar
sintético utilizado era constituido por 20% de oxigénio e 1 ppm de mondxido de

carbono + dioxido de carbono (Oxylumen do Brasil).

As injecOes gasosas e a renovacéo do ar no interior dos frascos vedados

foram feitas com seringas e membranas ultrafiltrantes de 0,45 uM de porosidade
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previamente esterilizadas em autoclave. Para injetar os gases no interior dos
frascos, foram adaptados septos de borracha aos frascos vedados (Figura 2).

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata, durante os 3 meses

experimentais, totalizando 90 plantas por tratamento.

Figura 2. Esquema ilustrativo representando a troca de ar interno dos frascos, seta indica

membrana ultrafiltrante de 0,45 uM de porosidade.

A cada trinta dias de incubacéo, as plantas foram analisadas em relacdo as
modifica¢gdes biométricas, massas fresca e seca, além dos teores emitidos de

etileno e CO,. O experimento foi conduzido pelo periodo total de noventa dias.

I11.2 Quantificacao de etileno

A producado de etileno foi quantificada com base no método descrito por
Purgatto et al. (2002) modificado. Para tanto, as plantas mantidas em frascos de
250 mL devidamente vedados, contendo dez plantas cada um, tiveram o ar interno
renovado por ar sintético por 45 segundos dois dias antes da quantificacdo de
etileno, de forma a eliminar os gases acumulados ao longo da semana e permitir o

acumulo de etileno para a leitura em cromatografo a gas (CG). Apds o primeiro,
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segundo e terceiro més foram retiradas amostras de 10 mL do ar interno, utilizando

para isto uma seringa de alta preciséo (gas tight).

A amostra foi analisada em um cromatografo a gas (CG), da marca Hewlett-
Packard (HP-6890). O conteudo de etileno foi determinado por CG-FID
(cromatografia gasosa - detector de ionizacdo de chama), utilizando-se uma coluna
HP-PlotQ (30m, I.D. 0.53mm, filme 6 pym) tendo hélio como gas condutor num fluxo
de 1 mL/min. A injecao foi feita no modo “pulsed splitless” (20 psi por 2 minutos). O
injetor e o detector foram mantidos a 250 °C e a coluna isotermal a 30 °C. Para a
obtenc&o do padréo das curvas de calibracdo de etileno, utilizou-se uma amostra

de 1 ppm de etileno. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

111.3 Quantificacdo de CO,

A producédo de CO, também foi quantificada com base no método descrito
por Purgatto et al. (2002) modificado. Do mesmo modo que foram utilizados para
qguantificacdo de etileno, os frascos de 250 mL devidamente vedados, contendo
dez plantas cada um, tiveram o ar interno renovado durante 45 segundos para
eliminacao dos gases acumulados na semana e, 48 horas ap0és esta renovacgao, 0s
teores de CO, emitidos pelas plantas foram mensurados. ApOos 0 primeiro,
segundo e terceiro més foram retiradas amostras de 1 mL do ar interno contido em

cada frasco, utilizando para isso uma seringa de alta precisao (gas tight).

A amostra foi analisada em um cromatégrafo a gas (CG), da marca Hewlett-
Packard (HP-6890). O conteudo de CO, foi determinado, utilizando-se uma coluna
HP-PlotQ (30m, I.D. 0.53mm, filme 6 pym) tendo hélio como gas condutor num fluxo
de 4 mL/min. A injec&o foi feita no modo “split” (50:1). O injetor e o detector foram

mantidos a 250 °C e a coluna isotermal a 30 °C. Para a obtencédo do padréo das
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curvas de calibracdo de CO,, utilizou-se uma amostra de 1 ppm de CO,. Todas as

andlises foram realizadas em triplicatas.
[l1.4 Incubacg&o no escuro e na penumbra

Plantas de Dendrobium com aproximadamente 120 dias de incubag&o no
claro, obtidas segundo os parametros acima mencionados, foram submetidas a
dois tratamentos distintos pelo periodo de 90 dias. No primeiro, as plantas foram
mantidas na auséncia total de luz, enquanto que, no segundo, foi feito um pequeno
furo de aproximadamente 1 mm de didametro no papel aluminio que revestia o
frasco, permitindo, assim, a entrada de um feixe de luz no seu interior. Este
pequeno orificio no papel aluminio resultava em uma intensidade luminosa no
interior do frasco de aproximadamente 0,02 + 0,01 pmol.m™.s®. Em ambos os
tratamentos, foram utilizados dois frascos com dez plantas cada. Os meios de
cultura eram destituidos de hormonios e os frascos eram vedados e incubados sob
fotoperiodo de 12h a 50 pmol.m™.s de intensidade luminosa e temperatura de 26

+1°C.

Neste experimento utilizou-se o meio de cultura USP bésico, sem adi¢édo de
horménios, e todos os frascos encontravam-se vedados e incubados em sala de
cultura na temperatura de 26 + 1° C, sendo o segundo tratamento exposto a 12h

de fotoperiodo sob 50 pmol.m™.s? de intensidade luminosa.

[11.5 Condic¢Oes de incubacgao

As plantas de Dendrobium “Second Love” foram mantidas por 90 dias em
meio de cultura basal nos diferentes tratamentos, sob auséncia de luz e a
temperatura constante de 26 £ 1 °C. Foram utilizados frascos hermeticamente

vedados com volume de 250 ml e tampas apresentando septos de borracha
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adaptados. A rosca das tampas foi envolvida em filme plastico, de forma a inibir
qualquer troca gasosa com o meio externo. Os tratamentos que exigiam auséncia
de luz tiveram seus frascos envolvidos por folhas de papel aluminio e foram

mantidos em armarios climatizados no interior da sala de cultura.

Semanalmente os frascos tiveram seu ar interno renovado por ar sintético
durante 45 segundos. O ar sintético utilizado era composto por 20% de oxigénio e
1 ppm de mondéxido de carbono + dioxido de carbono (Oxylumen do Brasil).
Posteriormente a renovacdo, as substancias gasosas eram reaplicadas nos

diferentes tratamentos.

111.6 Parametros biométricos

Ao final de 30, 60 e 90 dias de tratamento no escuro, foi quantificado o
namero de caules estiolados (podendo ser oriundos de gemas laterais basais ou
gemas apicais) e de gemas laterais totais formadas nesses estolées. Também
mediu-se o tamanho dos estolfes apicais e laterais, assim como a massa fresca e
seca dos mesmos (Figura 3). Para tanto, foram utilizadas trinta plantas por
tratamento para cada um dos trés pontos de analise experimental (30, 60 e 90

dias).
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Figura 3. Esquema ilustrativo das diferentes regides mensuradas nas plantas.

I11.7 Andlise estatistica dos dados

Tamanho do
estoldo apical

Tamanho do
estoldo lateral

Os resultados obtidos foram avaliados através da analise de variancia

(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

significancia.
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V. Resultados

IV. 1 Efeito do escuro e da renovagéo do ar interno dos frascos por ar

sintético sobre o alongamento caulinar e na emisséo de etileno e CO,

As plantas incubadas no claro apresentaram um fendtipo mais vigoroso,
com folhas maiores e mais clorofiladas, do que as cultivadas no escuro (Figura 4).
Por outro lado, nesta ultima condicdo de cultivo, os fenétipos das plantas foram
muito semelhantes entre si, independentemente dos frascos permitirem as trocas

gasosas (rolhas perfuradas) ou nao (frascos vedados, contendo ar sintético).

Ctrl Ar Sintético

Trocas gasosas
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Figura 4. Fendtipos das plantas de Dendrobium “Second Love” apds 30, 60 e 90 dias de

incubacédo na presenca e auséncia de luz, com e sem trocas gasosas. Barra indica 1 cm.

Enquanto a luz inibia totalmente a retomada de atividade do meristema
apical (Figura 5), esta ocorria no escuro, ja no primeiro més de cultivo, tanto nos
frascos com rolhas perfuracbes (trocas gasosas), quanto nos frascos vedados

contendo ar sintético (Figura 5).
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Figura 5. Tamanho de estoles apicais de Dendrobium “Second Love” cultivados durante 30,
60 e 90 dias no escuro e no claro, com e sem trocas gasosas. Letras diferentes representam

resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Como as plantas cultivadas no claro, via de regra, ndo apresentaram a
retomada da atividade meristematica apical caulinar (Figura 5) e lateral (Figuras 6
e 7), ndo dando origem, por consequéncia, a estoldes, o numero de gemas
presentes nesta circunstancia nao foi considerada. Conforme indicado na figura 6,
0 numero médio de gemas presentes nas plantas incubadas no escuro com e sem
trocas de ar ndo apresentaram diferengas significativas ao longo dos ultimos 60
dias de cultivo. No entanto, nos primeiros 30 dias experimentais, o controle ar
sintético apresentou nimero de gemas laterais, aproximadamente 4 vezes superior

ao tratamento trocas gasosas.

29



B 30dias
I 60dias
n 90dias

Numero gemas laterais
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Figura 6. Numero médio de gemas laterais em plantas de Dendrobium “Second Love”
incubadas no escuro por 30, 60 e 90 dias, com e sem trocas gasosas. Letras diferentes
representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey,

P<0,05).

De acordo com o que foi mencionado acima com relacdo a formacado de
gemas apicais e laterais na presenca de luz, o desenvolvimento destas no claro
também néo foi alterado (Figura 7). Todavia, quando no escuro, observou-se a
quebra da dominancia apical com a formacédo de estoldes e tirando o fato do
tratamento trocas gasosas ter apresentado estoldes laterais ja a partir do 30° dia,
0s tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas neste quesito e nem no

tamanho dos mesmos (Figura 8).
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Figura 7. NUmero de estoldes laterais de Dendrobium “Second Love” formados em plantas
incubadas por 30, 60 e 90 dias na presenca e auséncia de luz com e sem trocas gasosas.
Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos

(teste Turkey, P<0,05).
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Figura 8. Tamanho dos estoldes laterais de plantas de Dendrobium tratadas na luz ou com
trocas gasosas e incubadas por 30, 60 e 90 dias. Letras diferentes representam resultados

estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Quanto aos valores de massa fresca e seca verificou-se um incremento
progressivo durante o periodo de incubacédo, sendo significativamente superiores
nos materiais incubados na presen¢ca de luz do que no escuro, neste caso,

independentemente da troca ou ndo do ar interno dos frascos (Figuras 9 e 10).

Tanto a massa fresca, quanto a massa seca das plantas tratadas no claro,
apresentaram valores superiores a partir do segundo més experimental quando
comparadas as plantas incubadas no escuro (controle e trocas gasosas). Nao
foram observadas diferencas em ambos os tratamentos entre as plantas cultivadas

no escuro ao longo dos trés meses de observacéao. (Figuras 9 e 10).
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Figura 9. Massa fresca de plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas por 30, 60 e 90
dias no claro e no escuro, com e sem trocas do ar interno dos frascos. Letras diferentes

representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey,

P<0,05).
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Figura 10. Massa seca de plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas por 30, 60 e 90
dias na presenca e auséncia de luz, com e sem trocas gasosas. Letras diferentes representam

resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

by

No que diz respeito & emissdo de etileno (Figura 11), esta se deu na
presenca e na auséncia de luz. Contudo, enquanto na presenca de luz os niveis
deste hormonio ndo apresentaram diferencas significativas durante o tempo de
incubacado, no escuro a sua concentracdo foi significativamente maior nos frascos

vedados tendo o maximo ocorrido no 60° dia, decrescendo significativamente no
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90° dia, ficando cerca de duas e quatro vezes em relacdo ao primeiro e segundo

més de cultivo, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Emissé&o de etileno por plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas por 30, 60

e 90 dias na presenca e auséncia de luz.

Relativamente ao acumulo de CO, no interior dos frascos, observou-se uma
tendéncia muito parecida aquela mencionada para o etileno (Figura 12).
Entretanto, em termos quantitativos, as emissdes deste gas chegaram a ser 25
vezes superiores ao final dos 90 dias de experimento no controle quando

comparado ao tratamento claro.
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Figura 12. Emissdo de CO, por plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas por 30, 60 e

90 dias na presenca e auséncia de luz.
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IV.2 Efeitos da giberelina e do paclobutrazol sobre o alongamento

caulinar e as emissao de etileno e de CO,

Na Figura 13, a partir do 30° dia, sdo mostradas algumas diferengcas quanto
ao fendtipos das plantas de Dendrobium nos tratamentos com giberelina e

paclobutrazol.

Os tratamentos com 5 e 50 yM de paclobutrazol apresentaram reducao
significativa no crescimento do estoldo apical, no entanto, estes tratamentos
estimularam a liberacdo dos estoldes laterais das plantas quando comparados ao

tratamento controle com ar sintético.

Podemos observar também, que as plantas tratadas com 5 e 50 pyM de
giberelina, durante os trés meses experimentais, ndo apresentaram o efeito
esperado na promoc¢do do alongamento caulinar. Além do fato das plantas néo
terem se alongado na presenca de 50 yM de giberelina, observou-se ja no primeiro
més de incubacdo que essa concentracdo de giberelina provocou sintomas de
toxidez as plantas, o qual se intensificou més a més, resultando em necrose e

morte destas (Figura 13).
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Figura 13. Fenétipos das plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 e 50 uM de
giberelina ou 5 e 50 yM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Barra

indica 1 cm.

Nos primeiros 30 dias de incubagé&o verificou-se que os tratamentos com

giberelina se mostraram profundamente inibitérios ao alongamento caulinar das
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plantas, reduzindo-o em aproximadamente 3 e 6 vezes em relagdo ao tamanho
dos estoles apicais das plantas incubadas no escuro na auséncia deste regulador
de crescimento vegetal., respectivamente (Figura 14). Aparentemente, a presenca

de giberelina ndo estimulou a atividade do meristema apical caulinar.
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Figura 14. Tamanho do estoldo apical de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5
e 50 yM de giberelina ou 5 e 50 yM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias no
escuro. Barra indica 1 cm. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes

entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Por consequéncia, também néo foi verificado incremento no numero de
gemas laterais (Figura 15). O tratamento com 5 yM de giberelina apresentou
conspicua redugdo no numero de gemas laterais a partir do segundo més de
incubacdo, chegando a ndo apresentar nenhuma gema lateral ao terceiro més
(Figura 15). O tratamento com 50 uM de giberelina, por sua vez, ndo chegou a

retomar a atividade meristemética apical (Figuras 13 e 14)
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Figura 15. Namero de gemas laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5
e 50 yM de giberelina ou 5 e 50 yM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias no
escuro. Barra indica 1 cm. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes

entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Os tratamentos com paclobutrazol inibiram, significativamente, o
crescimento do estoldo apical (Figura 14), igualando-se, neste aspecto, aos efeitos
da giberelina. No entanto, ambas as concentracdes utilizadas promoveram um
aumento na formacédo de estoles laterais a partir do segundo més de tratamento
quando comparado ao respectivo controle destituido deste regulador de

crescimento (Figura 16).

E interessante observar que, ao contrario do que se poderia esperar, 0
tratamento com 50 pyM de paclobutrazol promoveu um incremento significativo no
tamanho dos estoldes laterais (Figura 17) no primeiro més de cultivo,

desaparecendo, todavia, nos meses subsequentes.
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Figura 16. Namero de estol8es laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com
5 e 50 yM de giberelina ou 5 e 50 yM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias no
escuro. Barra indica 1 cm. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes

entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).
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Figura 17. Tamanho dos estoldes laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas
com 5 e 50 uM de giberelina ou 5 e 50 uM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias
no escuro. Barra indica 1 cm. Letras diferentes representam resultados estatisticamente

diferentes entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Comparativamente aos materiais crescidos na auséncia de giberelina,
aqueles incubados com 5 e 50 uM deste regulador de crescimento apresentaram
uma reducéo significativa nos valores de massa fresca e seca apds trés meses de

incubacao (Figura 18 e 19). Todavia, quando na presenca de paclobutrazol
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observou-se uma resposta exatamente contraria, com incrementos significativos

més apOs més.
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Figura 18. Massa fresca de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 e 50 uM de
giberelina ou 5 e 50 uM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Barra

indica 1 cm. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os

tratamentos (teste Turkey, P<0,05).
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Figura 19. Massa seca de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 e 50 uyM de
giberelina ou 5 e 50 yM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Barra

indica 1 cm. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os

tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Com base nos resultados obtidos nas emissdes de etileno pelas plantas de

Dendrobium “Second Love”, verificou-se que no segundo més de cultivo, com
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excecdo do tratamento com 5 yM de paclobutrazol, os demais tratamentos com
giberelina e paclobutrazol ndo mostraram variagdes substanciais na emissao deste

géas ao longo dos trés meses de incubacéo (Figura 20).
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Figura 20. Emissé&o de etileno por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 e 50

MM de giberelina ou 5 e 50 uM de paclobutrazol e incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro.

No que tange a emissdao de CO, pelas plantas de Dendrobium “Second
Love” foi verificado que em relacdo ao meio controle, tanto a presenca de
giberelina quanto de paclobutrazol resultaram em reducéo na liberacédo deste gas,
sendo o efeito do paclobutrazol mais intenso neste processo do que a giberelina

(Figura 21).

As plantas tratadas com giberelina apresentaram niveis superiores na
emissdo de CO, do que agueles observados em plantas tratadas com
paclobutrazol durante os trés pontos de analise. A liberacdo de CO, foi cerca de 6
vezes maior com 5 yM de giberelina a 5 e 50 yM de paclobutrazol (Figura 21).
Estes resultados indicam que ambos os reguladores apresentaram um efeito
inibitério sobre a liberacdo de CO, sendo o paclobutrazol mais efetivo nesta

reducao (Figura 21).
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Figura 21. Emissédo de CO, por plantas de Dendrobium tratadas com 5 e 50 yM de giberelinas

e 5 e 50 uM de paclobutrazol, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro.
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IV.3 Efeitos do etileno sobre o alongamento caulinar e as emissao de

etileno e de CO,

Conforme é mostrado na figura 22, modo geral, os tratamentos com etileno
apresentaram efeitos positivos sobre a quebra da dominancia apical e o
estiolamento dos estolées formados, quando comparados aos respectivos
controles com ar sintético e com 1-metilciclopropeno (1-MCP) (Figura 22). A partir
do segundo més de cultivo, a presenca do etileno adiantou a formacéao de estolbes
apicais e laterais. Ainda que incubadas no escuro em frascos vedados, o fenétipo
das plantas tratadas com 1-MCP era muito parecido ao de plantas incubadas na
presenca de luz (Figura 4), tanto pela manutencéo da coloracdo verde quanto pela

auséncia de quebra da dominancia apical.
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Figura 22. Fendtipos das plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1 e 10 ppm de

etileno e 100 ppm de 1l-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Barra

indica 1 cm.

No segundo més de incubagao os estoldes apicais crescidos na presenca
de 10 ppm de etileno apresentaram um aumento significativo de tamanho quando
comparados aqueles crescidos na auséncia deste horménio (ar sintético),
mantendo-se estavel até o terceiro més (Figura 23). O crescimento do estolao

apical em plantas tratadas com 10 ppm de etileno ocorreu ja no primeiro més,
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efeito ndo observado em plantas tratadas com 1 ppm de etileno (Figura 23).
Verifica-se ainda nesta figura que a retomada da atividade meristematica apical foi

completamente inibida pela presenca de 1-metilciclopropeno.
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Figura 23. Tamanho do estoldo apical de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1
e 10 ppm de etileno e 100 ppm de 1-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no
escuro. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os

tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Em comparacdo as plantas incubadas nos frascos controle (ar sintético),
aquelas tratadas com etileno apresentaram uma elevagdo significativa na
formacao de gemas laterais a partir do segundo més, alcancando um valor maximo
no terceiro més (Figura 24). Como o tratamento com 100 ppm de 1-
metilciclopropeno inibiu fortemente o alongamento caulinar, tanto do estoldo apical
(Figura 23) quanto dos estolbes laterais (Figura 25), ndo observou-se, por 6bvio,

gemas laterais neste tratamento (Figura 14).
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Figura 24. Numero de gemas laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1
e 10 ppm de etileno e 100 ppm de 1-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no
escuro. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os

tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

E notéavel o efeito do etileno sobre o desenvolvimento dos estoldes laterais
de plantas. Pode-se observar na figura 25 que as plantas tratadas com 10 ppm de
etileno liberaram mais do que o dobro do niumero de estoldes laterais em relagédo
as plantas controle mantidas sob ar sintético no 60° e 90° dia de incubacdo. Além
disso, pode-se verificar que o tratamento com 1 ppm de etileno mostrou-se efetivo
para a promocao do numero de estolBes laterais no primeiro e segundo més de

incubac&o quando comparado ao controle ar sintético (Figura 25).
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Figura 25. NUmero de estoldes laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com
1 e 10 ppm de etileno e 100 ppm de 1-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no
escuro. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os

tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Além de apresentarem maior numero de estolées laterais do que o
tratamento controle, os tratamentos com 1 e 10 ppm de etileno também
promoveram um aumento significativo no tamanho dos mesmos (Figura 26). No
terceiro més de incubacédo, os tratamentos com etileno aumentaram o tamanho
dos estoldes em cerca de duas e trés vezes nas concentragdes de 1 e 10 ppm do

hormonio, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle (Figura 26).
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Figura 26. Tamanho dos estoldes laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas
com 1 e 10 ppm de etileno e 100 ppm de 1-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias
no escuro. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os

tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Quanto as massas fresca e seca das plantas tratadas com etileno e 1-
metilciclopropeno, vale destacar antes, as semelhancas de valores entre os

materiais controle (ar sintético), os tratados com 1-MCP e etileno (Figuras 27 e 28).
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Figura 27. Massa fresca de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1 e 10 ppm de
etileno e 100 ppm de 1l-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras
diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste

Turkey, P<0,05).
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Figura 28. Massa seca de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1 e 10 ppm de
etileno e 100 ppm de 1-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras
diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste

Turkey, P<0,05).

Os resultados de emissédo de etileno pelas plantas tratadas com 100 ppm
de 1-metilciclopropeno mostraram-se surpreendentes. No primeiro, segundo e
terceiro més de incubacao na presenca deste inibidor da acao do etileno, os niveis

de etileno acumulados nos frascos chegaram a ser 9, 5 e 26 vezes superiores aos
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teores deste hormonio produzidos pelas plantas incubadas na sua auséncia (ar

sintético), respectivamente (Figura 29).

No que diz respeito aos tratamentos com etileno, observou-se que,
diferentemente do 1-MCP, ocorreu incrementos significativamente crescentes nos
niveis deste horménio apenas no primeiro més de cultivo, decaindo abruptamente

nos periodos subsequentes (Figura 29).
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Figura 29. Emisséo de etileno por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1 e 10

ppm de etileno e 100 ppm de 1-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro.

A producéo de CO, pelas plantas tratadas com etileno apresentou-se mais
intensa apenas nos primeiros meses de cultivo, quando alcancou valores maiores
do que nos frascos com ar sintético e no tratamento com 1-MCP, decrescendo nos

meses seguintes, especialmente no tratamento com 1 ppm de etileno (Figura 30).
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Figura 30. Emissé@o de CO, por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1 e 10

ppm de etileno e 100 ppm de 1-metilciclopropeno, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro.
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IV.4 Efeitos do o6xido nitrico sobre o alongamento caulinar e as

emissao de etileno e de CO,

O efeito do 6xido nitrico (NO) sobre o fenétipo das plantas de Dendrobium
“Second Love” é mostrado na figura 31. A presenga deste radical livre apresentou
um efeito notavel sobre a liberacdo de gemas laterais e o alongamento dos
estoldes. No caso, os efeitos da presenca de 1.000 ppm de NO mostraram-se
superiores, em termos quantitativos e qualitativos, ao tratamento com 5.000 ppm,
Em termos comparativos, os efeitos do NO foram superiores a aqueles
encontrados para a giberelina (Figura 13) e o etileno (Figura 22). A despeito disto,
a maior concentracdo de NO utilizada resultou ao final do periodo de incubacao
em necroses severas as plantas, um efeito semelhante ao tratamento com 50 pM

de giberelina (Figura 13).

Ctrl Ar Sintético




Figura 31. Fenétipos das plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1.000 e 5.000

ppm de éxido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Barra indica 1 cm.

Mesmo ndo tendo apresentado um alongamento do estoldo apical
significativamente maior em relacéo as plantas controle tratadas com ar sintético, o
tratamento com 1.000 ppm de Oxido nitrico, demonstrou-se mais efetivo para a
promocao do alongamento caulinar em plantas de Dendrobium quando comparado
aos tratamentos com giberelina (Figura 32). O alongamento do estolao promovido
pelo tratamento com 1.000 ppm de NO, assemelha-se ao observado nos

tratamentos com 1 e 10 ppm de etileno (Figuras 23 e 32).
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Figura 32. Tamanho do estoldo apical de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com
1.000 e 5.000 ppm de 6xido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras diferentes
representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey,

P<0,05).

Ainda que os tratamentos com NO ndo tenham apresentado efeitos
positivos sobre o crescimento dos estolfes apicais (Figura 32), 0 mesmo ja nao se
pode dizer de seu efeito sobre o nimero de gemas laterais formadas (Figura 33),
parametro este substancialmente incrementado pela presenca de 1.000 ppm de
NO, especialmente no segundo e terceiro més de incubacdo. Dentre os

reguladores de crescimento utilizados neste estudo, o NO mostrou ser 0 mais
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efetivo sobre este importante parametro. Além do mais, conforme € mostrado na
figura 34 e 35, neste tratamento foram observados também aumentos significativos
tanto no ndmero de estoldes formados quanto no crescimento dos mesmos,
respectivamente. A quantidade de estolbes formados na presenca de 1.000 ppm
de NO foi cerca de 7 e 5 vezes maior no segundo e terceiro més de cultivo,
respectivamente (Figura 34). Neste tratamento, ocorreu uma elevagéo de 21 vezes
no numero de estoldes laterais em relacéo ao tratamento controle no segundo més
de incubacdo (Figura 7 e 34). Vale ressaltar que esta concentracdo de NO
promoveu bem mais o crescimento dos estoldes do que a giberelina (Figura 17) e

o etileno (Figura 26).
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Figura 33. Numero de gemas laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com
1.000 e 5.000 ppm de éxido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras diferentes
representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey,

P<0,05).
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Figura 34. Nimero de estoldes laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com
1.000 e 5.000 ppm de 6xido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras diferentes

representam resultados estatisticamente diferentes entre o0s tratamentos (teste Turkey,

P<0,05).
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Figura 35. Tamanho dos estoldes laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas
com 1.000 e 5.000 ppm de 6xido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras
diferentes representam resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste

Turkey, P<0,05).

A partir dos resultados obtidos verifica-se que a massa fresca das plantas
tratadas com 1.000 ppm de o6xido nitrico (Figura 36), a partir do segundo més foi
superior a massa fresca do tratamento controle com ar sintético, equiparando-se
guantitativamente, aos valores de massa das plantas mantidas na presenca de luz

(Figura 9). O tratamento com 5.000 ppm de NO mostrou-se claramente
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desfavoravel a este parametro de crescimento. Os resultados de massa seca

corroboraram amplamente as varia¢des de peso fresco (Figura 37).
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Figura 36. Massa fresca de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1.000 e 5.000
ppm de éxido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras diferentes representam

resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).
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Figura 37. Massa seca de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1.000 e 5.000
ppm de 6xido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. Letras diferentes representam

resultados estatisticamente diferentes entre os tratamentos (teste Turkey, P<0,05).

Os tratamentos com NO fizeram-se sentir, também de forma proeminente,
sobre a liberacgédo de etileno pelas plantas de Dendrobium “Second Love”. Desperta

a atencao também neste aspecto, e mais uma vez, o papel altamente estimulatério
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do tratamento com 1.000 ppm deste radical livre, particularmente no primeiro e
altimo més de incubacédo (Figura 38). Conforme consta ainda nesta figura, as
plantas tratadas com 5.000 ppm de NO emitiram menos da metade de etileno das

plantas tratadas com 1.000 ppm de NO.
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Figura 38. Emisséo de etileno por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1.000 e

5.000 ppm de 6xido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro.

Quanto a producdo de CO,, com excecao do terceiro més das plantas
tratadas com 5.000 ppm de NO, é possivel verificar que os tratamentos com 1.000
e 5.000 ppm de NO apresentaram niveis de emissdo de CO, préximos aqueles

emitidos pelas plantas controle incubadas apenas com ar sintético (Figura 39).

w
o
y

N
[
L

N
o
L

B 30dias
B 60dias
§ 90dias

[y
o
L

Médiada produgdo de CO2 (mL/Kg
de planta/hora)
» e

o
L

Ctrl Ar Sintético 1000 ppm NO 5000 ppm NO

Figura 39. Emissao de CO, por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1.000 e

5.000 ppm de 6xido nitrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro.
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IV.5 Comparacdo ente os efeito do escuro e da penumbra sobre

desenvolvimento de gemas laterais

A importancia da incubacdo sob condicbes de penumbra em relacdo ao
escuro sobre o desenvolvimento de estoldes mostraram que ao final de 120 dias
de incubacédo as plantas mantidas na penumbra apresentavam caules e folhas
mais alongadas e levemente clorofiladas em comparacdo aquelas crescidas na

auséncia total de luz (Figura 40).

Escuro Penumbra

Figura 40. Fendtipos de plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas na auséncia total de

luz (A) e na penumbra (B) durante 120 dias.

Quando decapitados e transferidos para a presenca de luz em meios
destituidos de hormonios os estoldes oriundos da penumbra formavam plantas
geralmente maiores e mais vigorosas as quais enraizavam mais rapidamente

(Figura 41).
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Escuro Penumbra

Figura 41. Estoldes obtidos a partir das plantas estioladas no escuro (A) ou na penumbra (B)

apos 90 dias na luz. Barra=1 cm.

Levando-se em consideracdo os fenotipos das plantas mostradas na figura
40, despertou a atencdo o fato da frequéncia de gemas laterais que se
desenvolviam quando os estolées eram transferidos para o claro era 13% maior

naqueles formados no escuro (Figura 42).
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Figura 42. Porcentagem de gemas laterais formadas sobre estoldes de Dendrobium crescidos

previamente na penumbra e no escuro apds 90 dias de incubacgao na presenca de luz.
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V. Discussao

De maneira diferente das plantas de Catasetum fimbriatum incubadas no
escuro, as de Dendrobium “Second Love” ndo sdo dotadas da mesma rapidez de
resposta e eficiéncia na retomada da atividade meristematica apical. Quando na
auséncia de luz, as plantas de Catasetum retomam a atividade meristematica
apical e lateral, dando origem a caules estiolados aclorofilados, com folhas
reduzidas e entrends alongados por tempo indeterminado (Kerbauy et al., 1995).
Ja as plantas de Dendrobium “Second Love”, por sua vez, apresentam
crescimento caulinar comparativamente lento e bastante limitado. Face a
importancia dos horménios vegetais no controle da atividade meristeméatica
caulinar, € presumivel admitir que ambas estas caracteristicas de crescimento de
plantas de Dendrobium “Second Love” sejam influenciadas hormonalmente.
Pesquisas conduzidas com plantas de Catasetum fimbriatum incubadas no claro e
no escuro evidenciaram diferencas marcantes nos respectivos teores endégenos
de auxina, citocininas e acido abscisico (Suzuki et al. 2004; 2010). Tratamentos
com paclobutrazol, um potente inibidor da sintese de giberelinas, demonstraram de
forma indireta, porém conspicua, a importancia deste hormonio sobre o

crescimento de estolfes desta orquidea crescidos no escuro.

No presente estudo buscou-se adquirir uma melhor compreensdo dos
papeis presumiveis da giberelina, do etileno e do 6xido nitrico no processo de
retomada do crescimento e o subsequente estiolamento dos caules de plantas
ainda jovens de Dendrobium “Second Love” incubadas no escuro e seus reflexos

sobre o niumero de gemas laterais. Tais conhecimentos basicos poderiam resultar
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em subsidios importantes ao estabelecimento de uma estratégia de multiplicacdo
clonal desta espécie de orquidea, baseada naquela ja consagrada para Catasetum
fimbriatum. Estudos conduzidos anteriormente em nosso laboratorio com plantas
de Dendrobium “Second Love” e outras espécies de orquideas pertencentes aos
géneros Cattleya, Oncidium, Laelia e Paphiopedilum, todas elas consagradas no
mercado global de flores, demonstraram a ocorréncia de dificuldades de

estiolamento das mesmas, aliada a baixas taxas de formacao de gemas laterais.

Contudo, mesmo que os estoldes de Dendrobium “Second Love” sendo
curtos, ainda assim sdo perfeitamente utilizaveis desde que ndo sejam
seccionados, mas apenas decapitados, conforme € mostrado na figura 1,
procedimento este que se mostrou deveras efetivo no incremento de formacéo de
gemas (Cruz, 2009). Por certo, este procedimento esta diretamente relacionado a
quebra da dominancia apical. E sabido que a gema apical do caule é o principal
sitio de sintese de auxina, a qual por sua vez, é responsavel pela inibicdo das
gemas laterais. A auxina produzida no &pice meristematico € transportada
basipetamente em direcdo as raizes, inibindo o desenvolvimento das gemas
laterais caulinares por alterar o balango auxinas/citocininas na regido dos
meristemas laterais. Ao se eliminar o sitio de producdo de auxina, o fluxo basipeto
gue antes inibia o desenvolvimento das gemas laterais é interrompido, permitindo
assim que as citocininas oriundas principalmente das raizes atuem no

desenvolvimento das gemas laterais (Kerbauy, 2008). As proteinas PIN participam

ativamente do transporte basipeto da auxina.

O emprego da técnica da quebra da dominancia apical nos caules estiolados
de plantas de Dendrobium mostrou-se pivotal na obtencdo de novos brotos,

aumentando assim, a eficiéncia da multiplicacdo in vitro dessas plantas e
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permitindo que fossem executados os tratamentos propostos no presente estudo.
A despeito disto, conforme ja assinalado, um dos fatores preponderantes para o
devido sucesso desta estratégia de multiplicacdo in vitro, de orquideas
recalcitrantes ao crescimento no escuro depende ainda amplamente do sucesso
na inducdo de crescimento caulinar indeterminado, associado a maior ou menor
habilidade de formar gemas laterais e a reducdo do tamanho e/ou atividade de
drenos como folhas e pseudobulbos, por exemplo. De acordo com Suzuki (2005),
a manutencdo da atividade meristeméatica caulinar em estoldes de Catasetum
fimbriatum incubados no escuro resultaria da ndo formacdo de pseudobulbos, um
dos 6rgdos-drenos mais conspicuos em orquideas epifitas. O apice calinar, além
de ser um importante sitio de sintese de auxina, estd também envolvido na
producdo de giberelinas (Sheldrake, 1973), que, juntamente com etileno e
citocininas, possui participagdo no balanco para a manutencdo ou quebra da
dominancia apical (Phillips, 1975). Dessa forma, fica clara a complexidade da
sinalizacdo hormonal que rege o desenvolvimento de gemas laterais ou a atividade
meristematica apical das plantas, pois envolve o balanco entre diferentes
hormbénios e moléculas com rotas de sinalizagdo ainda nédo plenamente

conhecidas.

As plantas clorofiladas de Dendrobium “Second Love” crescidas no claro
mantiveram o crescimento das folhas e raizes, com valores de massas fresca e
seca superiores praticamente a quase todos os demais tratamentos, com excecao

do tratamento com 1.000 de NO (Anexos I, VI e VII).

Tanto para as emissdes de etileno quanto para as de CO;, os valores
observados no claro foram muito inferiores aos das plantas incubadas no escuro,

efeito este talvez devido ao fato das plantas n&o se encontrarem sob efeito de
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nenhum estresse ambiental (escuro) ou na presenca de reguladores de
crescimento (Anexos VIII e IX). E sabido que plantas expostas a estresses
externos apresentam um aumento nas emissdes de etileno (Abeles, 1973) e que
as plantas de Dendrobium sdo sensiveis a este hormoénio (Ketsa e Rugkong,
2000). Também foi verificado por Chaer (2012), que em plantas de C. fimbriatum e
Cymbidium, as emissdes elevadas de etileno promoveram um aumento nas

emissdes de CO,, sugerindo uma possivel relacdo entre esses dois gases.

E interessante destacar que os efeitos da vedacdo dos frascos (acoplado a
renovacdo semanal com ar sintético), ndo chegaram a alterar de forma sensivel
nenhum dos parametros considerados neste estudo, seja na retomada da
atividade meristemética apical e lateral (Figuras 5 e 7) ou no numero total de
gemas laterais (Figura 6), validando assim a utlizacdo do ar sintético nos

experimentos subsequentes.

As plantas de Dendrobium “Second Love” nao responderam de forma
positiva aos tratamentos com 5 ou 50 uM de giberelina durante os 3 meses de
experimentacdo (Figuras 14 e 17). Esses resultados parecem n&o corroborar os
estudos consolidados com um grande e diversificado nimero de plantas nas quais
este horménio apresenta extrema relevancia para a promocdo do alongamento
celular (Cowling et al., 1998; Wenzel et al., 2000; Cheng et al., 2004; Ubeda-
Tomas et al., 2008) e crescimento caulinar (Kerbauy et al., 1995). Nao por acaso,
plantas mutantes com habilidade reduzida de sintetizar este horménio, ou de
responder a ele, apresentam tamanho bastante reduzido, as assim chamadas de
‘plantas anas” (Peng e Harberd, 1993; Sun e Kamiya, 1994). Nestas, via de regra,

a aplicacdo de giberelina é suficiente para reverter o nanismo.
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A despeito disto, os resultados obtidos com as plantas de Dendrobium
“Second Love” tratadas com giberelina, corroboram experimentos recentes com
plantas de Catasetum fimbriatum crescidas no escuro e tratadas com este
hormoénio (Chaer, 2012), as quais também ndo apresentaram promoc¢&do nho
alongamento caulinar. Além disso, a presenga de 50 uM de giberelina apresentou
efeitos deletérios as plantas de Dendrobium ja no primeiro més de incubacao
(Figura 13). Vale mencionar, que tal efeito inibitorio, foi anteriormente observado
com plantas de tomate (Liverman e Johnson, 1957), rabanete (Armstrong, 1958),
videira (Dass e Randhawa 1968) e cebola (Kato, 1955). A partir destes resultados
em particular, somados a aqueles obtidos com as plantas controle incubadas com
ar sintético e em frascos com rolhas perfuradas (trocas gasosas) (Figuras 13 e 14),
€ plausivel supor que os niveis endodgenos de giberelina ja se encontrassem
suficientemente elevados para promover o alongamento em plantas de
Dendrobium, e que a adicdo deste regulador de crescimento ao meio de cultura
pode ter sido irrelevante na promocdo do alongamento caulinar dessas plantas no

€SCuro.

Nos tratamentos com paclobutrazol, ndo foi observado o desenvolvimento
do estoldo apical das plantas de Dendrobium (Figura 13 e 14). Supde-se que as
plantas tratadas com paclobutrazol, tenham niveis de giberelina nulos ou muito
reduzidos. Levando em consideracdo a importancia da giberelina na atividade
meristematica apical caulinar, fato ja discutido anteriormente, levanta-se a hipétese
de que, para a planta retomar a atividade meristematica apical, seria necessario
um nivel endégeno 6timo de giberelinas. A quantificacdo dos niveis endogenos de
giberelina em plantas incubadas no escuro poderia lancar alguma luz sobre este

processo.
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Os tratamentos com paclobutrazol parecem estimular a formacdo de
estoldes laterais. Tanto que na presenca de 5 pM deste inibidor de giberelinas
ocorreu um incremento marcante na formacdo de estoldes laterais a partir do
segundo més de incubacgdo, equiparando-se ao tratamento controle com ar
sintético quanto o numero de gemas laterais (Figura 15 e 16). De forma indireta, os
tratamentos com paclobutrazol apontam para um efeito negativo da giberelina no
processo da quebra da dominancia nesta orquidea. A propdésito, vale lembrar que
ja foi descrita a atuacdo do paclobutrazol aumentando os teores de citocininas
(Fletcher et al., 2000) e ampliando a quantidade de brotos em bromélias (Daquinta
et al., 1999). Dessa forma, o inibidor poderia estar atuando no balanco
auxina/citocinina, acarretando a quebra de dominancia apical. Além disso, a
inibicdo na biossintese de giberelina pelo paclobutrazol também pode atuar
indiretamente na elevacdo dos teores enddgenos de auxinas, posto que as

giberelinas parecem estimular a sintese de auxina.

Estudos tém demonstrado que as giberelinas também sao sintetizadas em
folhas jovens e transportadas preponderantemente, em direcdo as regides
inferiores das plantas (Jones e Phillips, 1966; Jones e Phillips, 1967), e que as
mesmas estado envolvidas diretamente na inibicdo das gemas laterais (Jacobs e
Case, 1965; Pharis et al., 1970; Pharis et al., 1965; Ruddat e Pharis, 1966; Scott et
al., 1967). Vérias plantas intactas tratadas com giberelinas tiveram sua dominancia
apical promovida (Martin e Thimann, 1972; Pharis et al., 1970; Pharis et al., 1965;

Goldsmith, 1969).

Vale ressaltar que apesar do aumento no nimero de gemas laterais e da
liberagdo destas pelo tratamento com paclobutrazol, os estolées pouco se

alongavam, com entrends muito curtos, dificultando assim o isolamento das gemas
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laterais para a multiplicacdo in vitro deste material (Figura 13). Ainda que os
tratamentos com giberelina ndo tenham necessariamente resultado em efeitos
estimulatérios sobre o alongamento caulinar de plantas de Dendrobium “Second
Love” crescidas no escuro, de certa forma a presenca de paclobutrazol indica a
extrema importancia da giberelina sobre o alongamento caulinar nesta orquidea,
semelhante ao verificado em plantas de Catasetum fimbriatum (Suzuki, et al.

2004).

As plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1 e 10 ppm de
etileno, ao contrario do observado em plantas tratadas com giberelina e
paclobutrazol, estimularam a retomada da atividade meristemética apical a partir
do segundo més experimental, alcancando valores superiores as respectivas
plantas controle incubadas apenas na presenca de ar sintético. Esse resultado é o
oposto ao observado por Cary et al. (1995), segundo o qual, o etileno inibiu a
atividade do meristema apical caulinar de Arabdopsis thaliana. Contudo, corrobora
os estudos realizados por Raskin e Kende (1984), Jackson (1985), Emery et al.
(1994) e Rijnders et al. (1997). Além disso, é importante salientar que o etileno
apresenta efeito bastante controverso de acordo com a planta em questao, dose e
condicdo ambiental & qual a planta se encontra. Em plantas ribeirinhas adaptadas
ao alagamento, por exemplo, 0 aumento na concentracdo de etileno nos espacos
intercelulares de caules e peciolos promove o0 alongamento destas estruturas,
sendo tal efeito do tipo dose-resposta. Nesses casos, a reducao da disponibilidade
de oxigénio aumenta a quantidade de ACC oxidase, ampliando, por consequéncia,
os teores de etileno. Postula-se que o incremento dos teores de etileno aumentaria

a sensibilidade dos tecidos a giberelina.
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A retomada da atividade meristematica apical das plantas tratadas com 10
ppm de etileno se deu logo ao primeiro més de incubacao, efeito ndo observado na
concentracdo mais baixa deste hormonio vegetal. O resultado obtido com plantas
tratadas na maior concentracdo de etileno aponta, positivamente, para o0
envolvimento desse gas na retomada da atividade meristematica apical em plantas

de Dendrobium “Second Love”.

Um aumento significativo no numero de gemas laterais dos estolbes das
plantas incubadas no escuro, também foi observado em plantas tratadas com
etileno a partir do 60° dia de incubacao. Isso demonstra que além de possuir efeito
sobre o alongamento caulinar, o etileno também parece estimular também a
divisédo celular em plantas de Dendrobium “Second Love”. Kazama et al. (2004),
observou efeitos promotores do etileno sobre a divisdo celular, principalmente para
originar tricomas e estdmatos em plantas de Cucumis sativus incubadas no

escuro.

Assim como o observado em Catasetum fimbriatum por Chaer (2012), os
tratamentos com etileno parecem ter facilitado a quebra da dominancia apical
exercida pela gema apical de Dendrobium, posto que, as plantas tratadas com
esse hormoénio liberaram duas vezes mais estoldes laterais do que as plantas
controle a partir do segundo més de incubacdo. Esse efeito poderia ser
interpretado como uma consequéncia do etileno sobre o transporte basipeto das
auxinas por meio da atividade das proteinas PIN, além de aumentar a conjugacao
com esse fitormoénio, de forma a alterar o balanco hormonal e permitir o
desenvolvimento das gemas laterais sob ag&o das citocininas (Sanyal e Bangerth

1998; Winer et al., 2000).

65



A resposta triplice do etileno descrita por Abeles et al. (1992), postula que
além promover o crescimento radial e aumentar o numero de ramificag6es laterais
no caule, este gas possui efeito inibitério sob o alongamento do caule de plantas
terrestres. No entanto, como observado no presente trabalho em plantas
incubadas no escuro pelo periodo de trés meses, este gas parece ter efeito oposto

ao verificado por este autor sobre o alongamento caulinar.

Vale destacar que outros hormoénios vegetais atuam em conjunto com o
etileno para promover o alongamento do caule, como as auxinas e O0s
brassinosterdides (Vandenbussche et al., 2003; De Grauwe et al., 2005). Isto
implica que para efeito de uma melhor compreensdo do papel do etileno neste
evento, deve-se levar em consideracdo a relacdo deste horménio com outros

sinalizadores vegetais que nao foram propostos neste trabalho.

E conhecido o efeito do etileno sobre a estabilidade das proteinas DELLA,
que inibem a transcricdo de genes de resposta a giberelina (Achard et al., 2003).
Como o 1-meticiclopropeno (MCP) inibe a acdo do etileno por ligar-se ao seu
receptor (Blankenship e Dole, 2003), era de se esperar que no tratamento com
esse 1-MCP, as giberelinas atuassem promovendo o alongamento caulinar nas
plantas de Dendrobium. No entanto, as plantas tratadas com 1-MCP apresentaram
um fendtipo muito semelhante ao das plantas mantidas sob fotoperiodo
(tratamento claro). Suas folhas mostravam-se vigorosas e clorofiladas, mesmo
apos o terceiro més experimental no escuro, sem qualquer sinal de estiolamento

(Figura 22).

Além de exibir folhas vigorosas, o tratamento com 1-MCP também resultou
em plantas com numero de raizes superior aos outros tratamentos, esses fatores

somados, podem apontar para uma possivel competicdo por nutrientes (dreno)
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entre esses Orgdos e o meristema apical caulinar. Considerando o fendtipo
observado, pode-se supor que a distribuicdo de nutrientes favoreceu as folhas e
raizes em relacdo a atividade meristematica, a qual ndo foi retomada. Tanto as
folhas, quanto as raizes, poderiam estar atuando como 6rgdos dreno, competindo
por nutrientes e inibindo a realocacdo de nutrientes para o meristema apical

caulinar.

Até o momento, pouco ainda se sabe sobre os efeitos do 6xido nitrico nos
vegetais. Esta molécula ainda traz discordias quanto sua classificacao, que oscila
entre mensageiro secundario (Magalhéaes et al., 2000; Pagnussat et al., 2003; Neill
et al., 2008) e novo hormonio vegetal (Beligni e Lamattina, 2001; Lamattina et al.,

2003).

No presente trabalho os tratamentos com o&xido nitrico apresentaram
resultados surpreendentes no que tange a promog¢ao do crescimento caulinar e o
namero de gemas laterais nas plantas de Dendrobium “Second Love”. As plantas
tratadas com 1.000 ppm de NO, além de apresentarem alongamento do estoldo
apical muito semelhante ao observado em plantas tratadas com 1 e 10 ppm de
etileno, também apresentaram o maior nimero de gemas laterais por estoldo e
liberaram o maior nimero de estoldes laterais quando comparado com o restante

dos tratamentos realizados (Anexos I, lll e V).

Ao contrario do efeito evidenciado por Beligni e Lamatina (2000), em que o
NO prevenia o estiolamento, os estol6es laterais de Dendrobium “Second Love”
crescidos na presenca de NO, apresentaram maior crescimento quando

comparados aos demais tratamentos (Anexo V).
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O oxido nitrico apresentou efeito positivo sobre a retomada da atividade
meristemética apical de plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas no
escuro, ratificando os resultados observados por Chaer (2012) com plantas de
Catasetum fimbriatum. Diante do acima exposto, torna-se plausivel postular que o
oxido nitrico representa uma substancia potencialmente promissora para a
multiplicagc&o in vitro desta orquidea, com evidente importancia em processos de
regeneracado de outras espécies vegetais. A respeito, vale destacar, a importancia
da relacdo dose-efeito desta molécula, posto que a concentracdo de 5.000 ppm

mostrou-se altamente deletéria ao desenvolvimento das plantas de Dendrobium.

Durante os trés meses experimentais, em todos os tratamentos, com
excecdo das plantas incubadas no claro e das plantas tratadas com 1.000 ppm de
oxido nitrico, ndo foram verificadas alteracGes significativas quando a massa
fresca e seca quando comparados ao controle. Este resultado pode estar
relacionado com o fato das plantas de Dendrobium apresentarem alongamento
caulinar extremamente lento e limitado. Testes preliminares a estes experimentos,
indicaram que as plantas de Dendrobium comegcavam a apresentar aumento
significativo no estiolamento do caule a partir do 6° més de incubagéo no escuro.
Tal fato leva-nos a crer que, para observarmos alteragdo no tamanho dos estolbes
e na massa das plantas submetidas a diferentes tratamentos no escuro, faz-se
necessario um periodo de observacdo mais prolongado do que este por nos

utilizado.

Quanto aos resultados obtidos com a emissdo de etileno pelas plantas de
Dendrobium, todos os tratamentos apresentaram niveis de emissdes superiores a
agueles observados nas plantas cultivadas no claro. Tais resultados indicam que

as altas emissbes de etileno nos diferentes tratamentos poderiam estar
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relacionadas as substancias utilizadas ou ao fato das plantas encontrarem-se

incubadas no escuro.

O envolvimento do etileno com respostas a ferimentos, disponibilidade de
agua no solo, hipéxia das raizes, poluicdo quimica e do ar, salinidade, entre
outros, levaram este horménio vegetal a ser considerado como “horménio do

estresse” (Abeles, 1973).

Nos tratamentos que apresentaram maior emissao deste gas, foi observada
uma maior liberacao de estoldes laterais. Tal fato pode estar relacionado a atuagao
do etileno no catabolismo e conjugacdo de auxinas (Sanyal e Bangerth, 1998),
alterando assim o0 balanco auxinas/citocininas na manutengdo da dominancia
apical. Essa mudanca nos gradientes de auxina poderia estar ocasionando a
quebra de dominancia apical, permitindo, assim, o desenvolvimento dos estolbes

laterais nas plantas deste estudo.

Comparativamente aos resultados obtidos por Chaer (2012) os teores de
etileno liberado pelas plantas de Dendrobium “Second Love” foram similares a
agueles encontrados em plantas de Cymbidium e Catasetum quando sob os
mesmos tratamentos. No entanto, o efeito autocatalitico pronunciado do etileno
sobre sua sintese descrito por Dugardeyn et al.,, (2008), ainda que tenha sido

observado por Chaer (2012), ndo o foi verificado nas plantas de Dendrobium.

Um resultado interessante relacionado com a producdo de etileno foi
observado no tratamento com 1-metilciclopropeno. A despeito de sua natureza
inibitéria, a sua presenca nos frascos de cultura resultou numa elevagéo
substancial na liberacdo deste gas. Sabe-se que o 1-MCP se liga ao receptor do

etileno, impossibilitando dessa forma, que o horménio ocupe o sitio a ele
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destinado, e ndo permitindo que o etileno atue normalmente (Sisler e Serek, 2003).
Posto isso, vale conjecturar que com 0s receptores de etileno ocupados com o 1-
metilciclopropeno, a planta continuaria a emitir o etileno na tentativa de compensar
a falta de percepcgdo. Outra hipétese compensatoria a diminuicdo da sensibilidade
ao etileno envolveria um aumento de receptores de etileno pela planta. Como o 1-
MCP tem tempo limitado (e desconhecido) de ligagdo com o0s receptores de
etileno, a planta poderia sintetizar novos receptores para suprir a falta deste gas
nos tecidos por esse longo periodo. Com isso, a planta permitiria que 0sS novos

receptores atuassem frente ao etileno acumulado.

Segundo Blankenship e Dole (2003), o 1-MCP possui acao diferenciada em
cada espécie vegetal e depende do tempo de exposi¢cao e da temperatura em que
as plantas estdo submetidas. No presente estudo, a dosagem utilizada, o tempo de
exposicdo ao 1-MCP e a temperatura utilizada, favoreceram a atuacdo deste
inibidor de etileno, resultado em um acumulo deste gas no interior dos frascos

(Anexo VIII).

Quanto a liberacdo de CO,, as concentracbes encontradas nos frascos
incubados no escuro foram maiores do que nos frasco mantidos no claro. Apesar
das semelhancas fenotipicas encontradas entre as plantas mantidas sob o claro e
aquelas tratadas com 100 ppm de 1-MCP, as mesmas divergiram quanto aos
niveis das emissbes de CO,. Enquanto as plantas tratadas com 1-MCP emitiram
elevados niveis deste gas, as plantas tratadas no claro emitiram niveis vinte vezes

inferiores do que as primeiras, ao final do terceiro més de incubacéo.

Esses resultados apontam para uma possivel relacdo dos niveis de CO,
com a fotossintese realizada pelas plantas mantidas no claro. Estas, por sua vez,

estariam utilizando o diéxido de carbono acumulado no interior dos frascos para
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sintese de carboidratos via fixacdo pela rubisco, diminuindo, assim, os niveis
desse gas nesse tratamento. Ou talvez, de modo semelhante ao observado nas
emissdes de etileno, a elevada emissédo de CO, nas plantas incubadas no escuro,
pudesse estar relacionado ao estresse causado pela auséncia de luz. Estresse

este que as plantas tratadas no claro ndo foram submetidas.

N&o se observou nas plantas de Dendrobium “Second Love” um padrao na
liberacdo de CO, entre os diferentes tratamentos ao longo dos trés meses
experimentais, situacdo esta diferente daquela observada em plantas de
Catasetum fimbriatum, incubadas na luz, onde um aumento significativo na
emissdo deste gas ocorria no primeiro més de tratamento, sugerindo uma maior
atividade metabdlica dessas plantas quando comparadas com as emissdes no

segundo més experimental (Chaer, 2012).

Acerca dos resultados obtidos no experimento com plantas de Dendrobium
incubadas na penumbra e no escuro por 120 dias, observou-se que as primeiras
apresentavam-se claramente mais vigorosas e levemente esverdeadas do que as
plantas mantidas no escuro ao final do tratamento (Figura 40). No entanto,
surpreendentemente, quando os estoldes oriundos de plantas mantidas na
penumbra foram utilizados como explante para verificar a viabilidade para
formagcdo de novas plantas, foi observada uma porcentagem de regeneracao
inferior em relagdo aos estoldes mantidos no escuro. Duas hipéteses,
correlacionadas, podem ser levantadas a partir do resultado obtido neste

experimento.

A primeira hipétese baseia-se no componente estrutural de ambas as
plantas Enquanto as cultivadas na penumbra originavam folhas maiores com

bainhas mais conspicuas do que as plantas incubadas no escuro, suas bainhas
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poderiam atuar como uma espécie de barreira fisica limitadora do contato das
gemas laterais com o meio de cultura. Nao é de todo descartavel, ainda sob esta
circunstancia, um efeito de “aprisionamento” mecanico das gemas laterais pelos

tecidos da bainha.

A segunda hipétese, também relacionada com as folhas, remete a teoria
fonte/dreno. As folhas por serem mais alongadas e vigorosas quando incubadas
na penumbra, poderiam funcionar como drenos de utilizagdo, realocando como
tais, os nutrientes para si ao invés de permitir que fossem canalizados para 0s
tecidos meristematicos. Infelizmente, sdo ainda escassos os estudos comparativos

de desenvolvimento em plantas submetidas ao escuro e a penumbra.
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VI. Conclusao

Buscou-se no presente estudo dar-se inicio ao estabelecimento de uma
estratégia que permitisse a estimulacdo do crescimento caulinar continuado de
plantas de Dendrobium “Second Love” sob condigbes in vitro, a partir do
meristema apical ou lateral, utilizando-se para tal fim trés tipos de substancias de

crescimento: giberelina, etileno e éxido nitrico.

Os resultados indicaram que ao contrario do que seria esperado, 0s
tratamentos com giberelina n&do apresentaram, praticamente, nenhum efeito
significativo sobre o crescimento das plantas. Por outro lado, de forma também
diferente do que se poderia esperar, alguns efeitos estimulatorios importantes
sobre o crescimento no escuro foram observados na presenca tanto de etileno,

quanto de 6xido nitrico; neste, mais proeminente do que no primeiro.

Face as respostas incomuns apresentadas por esta orquidea nas condicdes
experimentais empregadas, quer nos parecer que este material abre perspectivas
interessantes para abordagens experimentais a respeito do papel do etileno e do

oxido nitrico no controle do desenvolvimento das plantas.
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Resumo

A multiplicacdo de orquideas in vitro vem sendo utilizada h& algum tempo com
objetivo de elevar a taxa de multiplicacdo, além de eliminar patdégenos e reduzir
gastos na producdo. Esta ferramenta de trabalho vem sendo rotineiramente
utilizada no nosso laboratério, ao longo de mais de duas décadas em nosso
laboratdrio, em pesquisas basicas de fisiologia e de aprimoramento da técnica de
clonagem, principalmente de orquideas. Neste caso,0 uso da técnica visa a
obtencdo de maior estabilidade genética dos regenerantes em cultivos de longa
duracdo. Plantas do género Catasetum apresentam atividade indeterminada do
meristema apical caulinar quando incubadas no escuro, originando em pouco
tempo longos estoldes com crescimento indeterminado, comportamento raro no
reino vegetal. Cada n6 do caule estiolado possui uma gema lateral que, quando
isolada e incubada no claro, forma rapidamente uma planta completa, facilitando a
micropropagacao. Outras espécies de orquideas valorizadas na floricultura néao
apresentam tal facilidade na multiplicacdo, mostrando-se recalcitrantes a
micropropagacao, como € o caso do género Dendrobium (Orchidaceae). O objetivo
deste estudo foi obter uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiolégicos
envolvidos no estiolamento de plantas Dendrobium “Second Love”, que apresenta
crescimento caulinar limitado quando sob auséncia de luz, buscando compreender
os efeitos do escuro e dos horménios etileno e giberelina, bem como do radical
livre 6xido nitrico e gas carbbnico na atividade dos meristemas apicais e laterais
dessa orquidea. Como objetivo complementar, buscou-se estimular um
estiolamento mais pronunciado, visando com isto um aumento potencial na

formacdo de gemas laterais, paralelamente & quebra da dominancia apical e o
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crescimento subsequente dos estoldes. As plantas de Dendrobium utilizadas
faziam parte do nosso estoque de germoplasma in vitro. Apos 120 dias de
incubacao no claro, as plantas foram transferidas para o escuro e tratadas com
diferentes concentragBes de acido giberélico (GA), paclobutrazol (PA - inibidor de
biossintese de giberelina), etileno, 1-metilciclopropeno (1-MCP - inibidor da acéo
do etileno) e oxido nitrico (NO). Analises mensais dos teores de etileno e CO2
acumulados nos frascos foram realizadas por meio de cromatografia gasosa
durante trés meses. Apoés 30, 60 e 90 dias de tratamento no escuro, quantificou-se
0 numero de gemas laterais presentes nos estolées, o0 nimero de gemas laterais e
apicais que se desenvolviam, o tamanho dos estolbes formados, bem como os
respectivos valores de massas fresca e seca destes. Por fim, buscou-se avaliar
ainda a importancia da incubacdo na penumbra e no escuro sobre o crescimento
caulinar, o nimero de gemas laterais e o desenvolvimento destas apos trés meses
de cultivo. O crescimento no escuro dos caules das plantas de Dendrobium
“Second Love” mostrou-se extremamente lento e limitado quando comparado ao
das plantas de Catasetum fimbriatum. No entanto, quando tratadas com 1.000 uM
de oOxido nitrico, verificou-se ao final do terceiro més que o numero de gemas
laterais era cinco vezes maior do que nas respectivas plantas controle. O
tratamento com 10 ppm de etileno apresentou um aumento significativo no niamero
de gemas e de estoldes laterais, quando comparados ao controle a partir do
segundo més de incubacdo. Quanto ao tamanho do estoldo apical, os tratamentos
com 5 e 50 yM de GA nédo apresentaram nenhum efeito promotor sobre
alongamento caulinar. Mesmo n&o apresentando a retomada da atividade
meristematica apical, o tratamento com 5 yM de PA liberou um nimero maior de
estoldes laterais que o controle. Plantas tratadas com 1.000 ppm de NO, a partir

do segundo més de incubacgdo, apresentaram um numero elevado de estolbes
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laterais, além dos mesmos apresentarem-se significativamente maiores. O
tratamento com 100 ppm de 1-MCP apresentou o0 mesmo fendtipo das plantas
tratadas no claro, ou seja, ndo estiolaram mesmo sob a auséncia de luz. Quanto a
emissdo de etileno, observou-se que o tratamento com 1-MCP acarretou um
aumento significativo na emissao deste gas pela planta, alcancando valores vinte
vezes maiores do que no tratamento controle. Ja a emissao de CO2 foi menor no
tratamento claro quando comparada a maioria dos outros tratamentos no escuro.
Os tratamentos em maiores concentracdes de GA e NO pareceram promover
algum tipo de estresse na planta (evidenciado pela necrose dos tecidos),
demonstrando que a espécie em questdo pode ser sensivel a niveis elevados

destas substancias.
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Abstract

In vitro multiplication has been used for some time in order to improve multiplication
rate, eliminate pathogens and reduce the production costs. This working tool has
been routinely used in our laboratory for over than two decades of basic research in
plant physiology and enhancement of cloning technique, especially orchids, aiming
to obtain greater genetic stability of regenerants in long term crops. Genus
Catasetum present indeterminate shoot apical meristem activity when incubated in
the dark, resulting, in a short period of time, long stolons with indeterminate growth:
rare behavior in the plant kingdom. Each etiolated steam node has a lateral bud
that, when isolated and incubated in light, quickly forms a complete plant,
facilitating micropropagation. Other species of valued orchids in floriculture, such as
genus Dendrobium (Orchidaceae), have no such facility in multiplication, being
recalcitrant to micropropagation. The goals of this study were to gain a better
understanding of the physiological mechanisms involved in plant etiolation in
Dendrobium "Second Love", which has limited stem growth when in dark: and to
understand the effects of dark, gibberellin and ethylene (plant hormones), as well
as the free radical nitric oxide and carbon dioxide in the activity of apical and lateral
meristems of the orchid. As a complementary objective, we tried to stimulate
etiolation, aiming to potentially increase lateral buds formation and to break apical
dominance with a subsequent stolons growth. Dendrobium plants used in this work
were part of our in vitro germplasm stock. After 120 days of incubation in light, the
plants were transferred to dark and treated with different concentrations of
gibberellic acid (GA), paclobutrazol (PA - gibberellin biosynthesis inhibitor),

ethylene, 1-methylcyclopropene (1-MCP - ethylene action inhibitor) and nitric oxide
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(NO). During a three months period, monthly analyzes of the accumulated levels of
ethylene and CO; in the flasks were performed using gas chromatography. After
30, 60 and 90 days of dark treatment the number of lateral buds presented in
stolons, the number of developed lateral and apical buds, the size of formed
stolons, and the respective amounts of fresh and dry mass were quantified. Finally,
we evaluated the importance of incubation to steam growth in low light and in the
dark, and the number of lateral buds and their development after three months of
incubation. The Dendrobium "Second Love" steam growth in dark is extremely slow
and limited when compared to Catasetum fimbriatum plants. However, after three
months of treatment with 1.000 uM nitric oxide it was found to have five times more
lateral buds than the respective control treatment plants. The treatment with 10
ppm ethylene showed a significant increase in the number of buds and lateral
stolons compared to the control treatment from the second month of incubation.
Treatments with 5 and 50 yM of GA had no promoting effect on the apical stolon
stem elongation. Although not presenting the resumption of apical meristem
activity, 5 yM of PA treatment has released a greater number of lateral stolons than
the control treatment. Plants treated with 1000 ppm of NO, from the second month
of incubation, showed a higher number of lateral stolons, moreover they were
significantly larger. Treatment with 100 ppm 1-MCP had the same phenotype as
plants treated in light: in other words, they did not etiolate even in light absence.
Regarding the ethylene emission, we observed that the treatment with 1-MCP
caused a significant increase in the emission of this gas by the plant, reaching
values twenty times higher than the control treatment. CO, emission was lower in
light treatment when compared to most of the other treatments in dark. Treatments

at higher concentrations of NO and GA seemed to foster some sort of plant stress
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(evidenced by tissue necrosis), demonstrating that the specie in question may be

sensitive to high levels of these substances.
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Anexos

Trocas Gasosas

Ctrl Ar Sintético

50 uM GA

50 uM PA

1 ppm etileno

10 ppm etileno

100 ppm MCP

1000 ppm NO

5000 ppmNO
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Numero de gemas laterais

Estol3o apical (cm)
[

Anexo |. Fendtipos das plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados apds 30,

60 e 90 dias de incubacéo. Barra indica 1 cm.
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Anexo Il. Tamanho do estoldo apical de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos

realizados apo6s 30, 60 e 90 dias de incubacao.
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Anexo Ill. Nimero de gemas laterais de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos

realizados ap6s 30, 60 e 90 dias de incubacéo.
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Anexo IV. Numero de estolbes laterais de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos

realizados apo6s 30, 60 e 90 dias de incubacao.
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Anexo V. Tamanho dos estolbes laterais de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos

realizados apo6s 30, 60 e 90 dias de incubacao.
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Anexo VI. Massa fresca de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados apds

30, 60 e 90 dias de incubacéo.
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Anexo VII. Massa seca de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados apos
30, 60 e 90 dias de incubacéo.
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Anexo VIII. Emissdo de etileno por plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos

realizados ap6s 30, 60 e 90 dias de incubacéo.
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Anexo IX. Emissao de CO, por plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados

apos 30, 60 e 90 dias de incubacéo.
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