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I. Introdução 

 

I.1 Família Orchidaceae 

Entre as plantas superiores, a família Orchidaceae é a maior e mais 

diversificada, sendo constituída por mais de 800 gêneros, 25 mil espécies e mais 

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

As plantas desta família podem ser encontradas em praticamente todas as 

regiões do mundo, salvos os polos e desertos. Sua distribuição se dá 

principalmente nos trópicos, onde predominam as formas epífitas e rupícolas, ao 

passo que em regiões de clima temperado, as formas terrícolas são 

predominantes (Kerbauy, 1995). Em função desta vasta distribuição, as orquídeas 

apresentam diferentes necessidades adaptativas, refletindo tanto na sua 

diversidade estrutural e morfológica, quanto fisiológica (Vaz e Kerbauy, 2007). 

Na natureza, as orquídeas propagam-se por meio da dispersão de 

sementes ou por brotamento lateral. Apesar de produzirem muitas sementes, estas 

são diminutas e desprovidas de endosperma, o que dificulta sua germinação. 

Dessa forma, é necessária a associação com fungos micorrizicos que promovem a 

germinação das sementes, posto que estes fornecem elementos nutritivos 

essenciais para o desenvolvimento do embrião (Arditti et al., 1982). No entanto, 

mesmo com a suplementação proveniente do fungo, apenas entre 2% a 5% das 

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

As orquídeas apresentam desenvolvimento demasiadamente lento quando 

comparadas às plantas de outras famílias, podendo levar, em alguns casos, mais 

de 8 anos para atingir a idade reprodutiva. Somando-se a dificuldade de 
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germinação, o desenvolvimento lento e os elevados graus de extrativismo e 

desmatamento, cria-se um quadro preocupante para as espécies de Orchidaceae, 

muitas das quais já extintas ou em processo de extinção. 

I.2 Dendrobium “Second Love” 

O gênero Dendrobium é altamente evoluído e diversificado entre as 

orquídeas, compreendendo mais de 1.100 espécies (Yin e Hong, 2009). Sua 

distribuição se dá principalmente na Ásia e Austrália (Xu et al., 2011). 

Ao longo da evolução, foram selecionados caracteres adaptativos que 

permitiram sua sobrevivência em ambientes terrícolas e epifíticos, pois estas se 

encontravam sujeitas a fragmentação e deterioração de seus ecossistemas 

naturais (Xue et al., 2010). 

Mais de 45 espécies deste gênero são conhecidas e afamadas em países 

como a China por possuírem potencial terapêutico (Sha e Luo, 1980; Ma et al., 

1995; Liu et al., 2009; Yuan et al., 2009). Um de seus principais usos é em uma 

infusão conhecida como “Shihu” (Yang et al., 2006), muito popular em tratamentos 

oftalmológicos. Estudos recentes demonstraram que as plantas de Dendrobium 

possuem efeitos anti-oxidantes (Luo et al., 2010; Zhang et al., 2007), imuno-

estimulatórios (Wang et al., 2010; Zha et al., 2007), anti-tumorais (Wang et al., 

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

Além do uso farmacêutico, as plantas de Dendrobium estão entre as mais 

populares dentre as orquídeas utilizadas na ornamentação e produção comercial 

de flores e plantas envasadas (Chen e Tsi, 2000). Por possuírem elevada 

relevância na indústria farmacêutica e ornamental, as plantas de Dendrobium 

estão sujeitas a exploração 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 gênero (Arditti e Ernest, 1993; Ferreira, 2003; Martin e 

Madassery, 2006). 

Segundo Gerhardt (2002), diversos híbridos de Dendrobium ganharam 

relevância no cenário comercial brasileiro nos últimos anos; no entanto, a 

multiplicação lenta e dispendiosa destas plantas são levadas em consideração por 

parte dos produtores nacionais, que tendem a buscar plantas comercialmente mais 

viáveis. 

O híbrido Dendrobium “Second Love” é caracterizado por possuir 

pseudobulbos eretos e flores se formando na metade superior de pseudobulbos 

maduros. Este híbrido possui folhas verde-brilhantes de formato elíptico, podendo 

atingir até 15 centímetros de comprimento. As pétalas e sépalas possuem seu 

ápice tingido de rosa, e ao centro do labelo é possível verificar uma coloração 

amarelada (Ferreira, 2003). 

O método de propagação mais utilizado por produtores de Dendrobium é o 

sexuado, sendo a propagação vegetativa utilizada em menor escala (Ferreira, 

2003). Ambos os métodos são lentos e consequentemente podem não 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 híbrido D. “Second Love”, uma das sérias limitações no emprego da 

técnica convencional de micropropagação desta orquídea, ou seja, por meio de 

PLBs, tem sido a elevada frequência de variantes somaclonais. Tais fatos, 

evidenciam a importância e a urgência da realização de estudos e 

desenvolvimento de protocolos diferenciados para a micropropagação do referido 

gênero. 
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I.3 Cultura de tecidos 

O método de germinação assimbiótica de orquídeas foi desenvolvido em 

1921 por Lewis Knudson, o qual facilitou a multiplicação sexuada e a realização de 

cruzamentos complexos com a obtenção de plantas híbridas. O advento da 

germinação de orquídeas in vitro abriu perspectivas para o início do 

desenvolvimento da cultura de tecidos (mais tarde cunhada de micropropagação), 

o que permitiu a manutenção dos ganhos genéticos em proporções até então 

desconhecidas (Torres et al., 1998). 

Em 1960, o virologista Georges Morel, objetivando eliminar vírus em plantas 

de Cymbidium, isolou o ápice caulinar da planta e o inoculou em meio de cultura. 

No entanto, ele descobriu quase que por acaso, que os tecidos meristemáticos de 

orquídeas apresentavam potencial regenerativo. Estruturas semelhantes a 

protocormos de sementes germinadas ou “protocorm-like-bodies” (PLBs) foram 

formados, as quais posteriormente davam origem à novas estruturas idênticas a 

anterior. 

 A cultura de tecidos vem sendo utilizada desde então com diferentes 

intuitos: elevar a taxa de multiplicação de plantas com desenvolvimento lento, 

cruzamentos para obtenção de híbridos, eliminação de patógenos, redução de 

custos, obtenção de plantas ornamentais com características valorizadas e 

programação de produção ao longo do ano (Vuylsteke e Ortiz, 1996; Souza et al.,  

1998;  Kerbauy, 2004).  

Com a técnica de micropropagação, plantas sadias podem ser clonadas 

com o benefício da manutenção genética, em tempo reduzido e sem a 
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necessidade de um grande espaço físico. Isto facilita a multiplicação de muitas 

espécies (Grattapaglia e Machado, 1998), limita o extrativismo e promove a 

perpetuação de plantas em seu ambiente natural. 

I.4 Organogênese 

A técnica da cultura de tecidos possibilitou o estudo da organogênese in 

vitro, por meio do emprego de diferentes tipos explantes, tais como os ápices 

meristemáticos caulinares e radiculares, segmentos caulinares, gemas axilares e 

outros (Ferreira, 2006). 

Na sua expressão mais simples, a organogênese vegetal diz respeito a 

formação de órgãos a partir de células somáticas diversas (Carvalho, 2003). Este 

processo possibilita o estudo dos mecanismos reguladores envolvidos no 

desenvolvimento vegetal (Hicks, 1994). 

O processo organogenético é altamente complexo, pois está dividido em 

diversas fases que divergem entre si tanto do ponto de vista molecular, quanto do 

fisiológico (Sugiyama, 1999). A partir de estudos realizados com folhas de 

Convolvulus arvensis, Christianson e Warnick (1985) dividiram o processo de 

organogênese em seis etapas: desdiferenciação, aquisição de competência, 

indução, determinação, diferenciação e regeneração ou formação de órgãos.  

Seguindo a subdivisão citada acima, os explantes utilizados para os 

experimentos necessitariam passar por um processo de desdiferenciação para 

ganho de competência, possibilitando a formação de um novo órgão. 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 utilização de hormônios neste processo é 
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essencial à multiplicação. Sua relevância insofismável é refletida nas variações de 

respostas obtidas conforme as concentrações hormonais aplicadas e nos teores 

hormonais endógenos (Gaspar  et al., 1996). As células do calo, após induzidas 

por sinais específicos, irão adquirir competência tornando-se determinadas para 

uma rota de desenvolvimento. Posteriormente estas células, já diferenciadas, irão 

formar um novo órgão (Christianson e Warnick, 1988). 

Em alguns casos, o explante que será utilizado não precisa passar pela 

fase de desdiferenciação (formação de calos) para adquirir competência, processo 

esse intitulado de organogênese direta. Os tecidos meristemáticos que já possuem 

competência organogênica intrínseca além de serem mais organizados, 

apresentam maior estabilidade genética (D’Amato, 1977; Ferreira et al., 2006; 

Pescador et al., 2008). 

I.5 Meristemas 

As plantas mantêm a capacidade de gerar novos tecidos de maneira 

recorrente ao longo da vida, podendo formar novos órgãos de acordo com os 

estímulos recebidos (Srivastava, 2002; Vernoux e Benfey 2005). Esta plasticidade 

fisiológica e morfológica parece decorrer do fato das plantas serem organismos 

sésseis e altamente sensíveis às variações ambientais e a predadores (Birnbaum 

e Alvarado 2008; Dinneny e Benfey 2008). Os tecidos responsáveis por conferir tal 

plasticidade evolutiva são os meristemas. 

Os tecidos meristemáticos são aqueles que, por definição, mantém 

características de tecidos embrionários (Fosket, 1994) e suas células se dividem 

de forma organizada (Lyndon, 1990). Eles são considerados pluripotentes e 
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competentes para o desenvolvimento de novas células, tecidos e órgãos (Singh e 

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

O estabelecimento das regiões onde serão localizados os tecidos 

meristemáticos ocorre em estágios precoces do desenvolvimento embrionário, 

sendo considerada uma etapa decisiva para o desenvolvimento (Wareing, 1982), 

apresentando papel primordial na determinação da arquitetura da planta e 

permitindo a formação de tecidos e órgãos ao longo de todo o ciclo de vida (Weigel 

e Jurgens, 2002). No entanto, os meristemas não contribuem para a formação do 

embrião, pois são ativados apenas após a germinação da semente (Doerner, 

2003). 

O meristema apical caulinar (MAC) provê as células que irão compor os 

tecidos e órgãos da parte aérea do vegetal, tais como ramos, folhas e verticilos 

florais (Reddy, 2008). Enquanto que, a atividade contínua do meristema apical 

radicular, irá resultar em um crescimento longitudinal das raízes já existentes e no 

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

O MAC possui estrutura muito semelhante entre as dicotiledôneas, sendo 

basicamente constituído por três camadas celulares identificadas como camada 1, 

2 e 3 (Doerner, 2003), e um centro de divisões celulares muito lentas, 

compartilhado entre as camadas. Esta baixa atividade parece estar relacionada 

com a prevenção de mutações genéticas (Furner e Pumfrey, 1992; Woodrick et al., 

2000; Irish e Sussex, 1992). 

Quanto ao meristema radicular, este apresenta uma organização radial 

fundamentalmente similar a do meristema apical caulinar (Doerner, 2003). No 
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entanto, células pluripotentes envolvem o centro quiescente para impedir que as 

células meristemáticas 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 balanço 

das concentrações hormonais nesses tecidos, sendo o meristema apical caulinar o 

principal sítio de síntese de auxina e o radicular responsável pela síntese de 

citocinina.  

Os meristemas podem alterar sua atividade de acordo com os sinais 

provenientes do meio, de modo a flexibilizar suas respostas à fatores externos. 

Estes sinais são transduzidos por vias dependentes de fatores proteicos, 

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

I.6 Luz no desenvolvimento vegetal 

Os vegetais, além de utilizarem a luz como fonte de energia na 

fotossíntese, possuem a habilidade de perceber seus gradientes e sua composição 

espectral. A percepção do sinal proveniente da luz gera alterações morfológicas e 

estruturais, como fototropismo, fotonastias e fotomorfogênese (Majerowicz e 

Peres, 2004). 

A presença ou ausência de luz, sua qualidade e intensidade, assim como o 

fotoperíodo exercem papel fundamental no desenvolvimento vegetal ao longo do 

ano, já que estes propiciam informações climáticas e ambientais de extrema 

importância à planta (Von Arnim e Deng, 1996).   

As plantas, quando submetidas à ausência de luz, apresentam 

características fenotípicas diferentes, aalgumas vezes até opostas, àquelas 
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quando sob incidência luminosa. As folhas e caule alongam-se rapidamente, 

dando origem a entrenós alongados e esbranquiçados resultantes da perda de 

pigmentação clorofílica (Chory et al., 1996; Clouse, 2001; Suzuki et al. 2004). Nas 

plântulas, o gancho plumular persiste por mais tempo, os cotilédones permanecem 

dobrados e há uma redução no tamanho das folhas e nos proplastídios (Raven et 

al, 1996).  

Outras características próprias às plantas estioladas referem-se à reduzida 

lignificação e suberificação das células, fazendo com que as paredes celulares 

sejam mais delgadas (Bassuk e Maynard, 1987). Tal característica traz vantagens 

para a micropropagação de plantas estioladas, posto que a redução na lignificação 

e suberização auxiliam no desenvolvimento de segmentos nodais quando isolados 

in vitro, como no caso do enraizamento que se torna facilitado devido à diminuição 

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

Os segmentos nodais de caules estiolados representam, portanto, uma 

alternativa válida para fins de micropropagação de plantas com crescimento lento, 

como no caso das orquídeas epífitas em geral, dentre as quais incluem-se as 

espécies de Catasetum (Kerbauy et al., 1995) e Dendrobium (Cruz, 2009), ou até 

mesmo de plantas não-orquidáceas de crescimento rápido como alfafa (Dudits et 

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

I.7 Catasetum como modelo de estudo 

Catasetum fimbriatum vem sendo utilizado como planta modelo para 

estudos em nosso laboratório há mais de 20 anos. Este gênero da família 

Orchidaceae é representado por mais de 100 espécies e possuí características 

peculiares que as difere de outros vegetais (Lacerda, 1995).   
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Além de apresentar um crescimento relativamente vigoroso, seus 

meristemas, tanto apicais quanto radiculares, possuem características 

interessantes para o estudo da morfogênese vegetal. Estudos realizados por 

Kerbauy (1984) mostraram que os ápices radiculares isolados possuíam a 

capacidade de se converter em ápices caulinares quando em meio de cultura, sem 

a necessidade da adição de reguladores hormonais vegetais. 

As plantas de C. fimbriatum, quando incubadas in vitro sob ausência de luz 

e de reguladores de crescimento, possuem outra característica que as difere das 

demais. Quando nesta condição, a atividade meristemática apical é retomada 

rapidamente, dando origem a caules estiolados aclorofilados com folhas 

extremamente reduzidas e entrenós alongados, por período indeterminado. 

Posteriormente, estes nós, contendo uma gema lateral cada, são isolados e 

inoculados à luz, originando uma planta completa rapidamente (Kerbauy et al., 

1995).   

Desta maneira a obtenção de material vegetal se dá de forma, rápida, 

dispendiosa e relativamente simples, tornando este gênero de orquídea excelente 

para o estudo de processos fisiológicos e de desenvolvimento. 

I.8 Giberelina 

As giberelinas (GA) foram descobertas a partir de metabólitos provenientes 

do fungo Gibberella fujikuroi (Phinney, 1983) e, em 1958, sua ocorrência em 

plantas foi confirmada após a identificação de GA1 em sementes de feijão 

(MacMillan e Suter, 1958). Atualmente, são 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; Bömke e Tudzynski, 2009). 

A biossíntese de giberelinas ocorre principalmente em gemas apicais, 

folhas e entrenós jovens e ativos (Taiz e Zeiger, 2009). No entanto, folhas maduras 

também podem sintetizá-las (Silverstone et al., 1997). Seu transporte para as 

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

As giberelinas constituem uma família de hormônios vegetais caracterizada 

por possuir 20 átomos de carbono (diterpenos tetracíclicos) e por estimular o 

crescimento e desenvolvimento vegetal. Quanto ao desenvolvimento vegetal, 

destacam-se seus efeitos na germinação de sementes (Koornneef e Van der Veen, 

1980; Yamauchi et al., 2004; Seo et al., 2009), no alongamento caulinar e 

expansão foliar em resposta à luz ou escuro (Ogawa et al., 2003; Alabadí et al., 

2008; Feng et al., 2008; de Lucas et al., 2008; Gallego-Bartolomé et al., 2011), na 

indução à floração (Davies, 1995) e no desenvolvimento dos frutos (Matsuoka, 

2003). 

Dentre os efeitos deste fitormônio no desenvolvimento, um dos mais 

relevantes é certamente sobre o crescimento caulinar. Ele possui uma capacidade 

singular entre os demais hormônios vegetais em promover o crescimento em 

plantas geneticamente anãs e em roseta (Kerbauy et al., 1995). Associado ao 

expressivo alongamento do caule ocorre a redução de sua espessura, além da 

produção de folhas menores e com coloração 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 

biossíntese da giberelina) resultam em uma profunda inibição do alongamento 

(Suzuki et al., 2004). 
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A transdução de sinal das giberelinas está envolvida com a modulação da 

estabilidade e/ou atividade das proteínas DELLA, as quais atuam como 

reguladores transcricionais negativos deste hormônio vegetal (Zentella et al., 

2007). A ligação do GA com seu receptor GID1 faz com que o mesmo interaja com 

as proteínas DELLA marcando-as para a sua degradação via proteossomo 26S 

(Sun, 2010; Ueguchi-Tanaka et al., 2005; Ueguchi-Tanaka et al., 2008). Após a 

degradação das proteínas DELLA, os genes de resposta ao GA podem ser 

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

Outra hipótese defendida por Feng et al. (2008) diz que na ausência de GA, 

as proteínas DELLA interagiriam com fatores de interação do fitocromo 3 (PIF3), 

impedindo-os de se ligarem ao gene alvo para a promoção do alongamento do 

hipocótilo pela luz. Na presença de GA, o GID1 (receptor de GA) elevaria sua 

interação com as proteínas DELLA no núcleo e promoveria a ubiquitinação das 

mesmas e posterior degradação via proteossomo 26S, o que liberaria o PIF3 do 

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

Mesmo não conhecendo-se detalhadamente o mecanismo de ação das 

proteínas DELLA sobre a inibição dos genes de resposta às giberelinas, sabe-se 

atualmente que estas estão intimamente conectadas a outro fitormônio de grande 

relevância, o etileno. Este hormônio vegetal atua promovendo a estabilidade das 

proteínas DELLA (Achard et al. 2003). 

I.9 Etileno 

Sendo um hidrocarboneto relativamente simples, o etileno (C2H4) é um 

fitormônio 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 condições estressantes sua produção é intensificada (Abeles, 

1992), o que é de extrema importância em diversos processos do desenvolvimento 

vegetal (Kieber e Ecker, 1993). 

A biossíntese de etileno se dá a partir da metionina via S-adenosil-L-

metionina (AdoMet) e do aminoácido cíclico não proteico 1-aminociclopropano-1-

carboxílico (ACC) (Adams e Yang, 1979). As enzimas catalíticas que realizam a 

conversão do AdoMet à ACC, e do ACC à etileno, são respectivamente a ACC 

sintase e ACC oxidase (Kende, 1998). 

Efeitos diversos do etileno têm sido descritos no controle do 

desenvolvimento de plantas (Colli e Purgatto, 2008), entre eles: a inibição da 

atividade do meristema apical caulinar (Cary et al., 1995) e da divisão celular 

(Kazama et al., 2004); alterações no balanço de outros hormônios (Peres et al., 

1999), na senescência e amadurecimento de frutos (Abeles, et al. 1992; Wang, et 

al., 2002; Schaller, 2002), no desenvolvimento inicial das plântulas e cotilédones 

(Yoo et al., 2009), na promoção ou inibição da floração, e na iniciação de raízes e 

inibição 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 tríplice resposta. Ele observou 

que o etileno atua sobre o crescimento caulinar dos vegetais reduzindo o 

alongamento, promovendo o crescimento radial e aumentando o número de 

ramificações laterais do caule. 

Em plântulas, as respostas promovidas pelo etileno são contrárias às 

resultantes da incidência luminosa, inibindo o estímulo da luz na expansão foliar e 
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no crescimento do hipocótilo, e promovendo a manutenção do gancho plumular 

(Goeschl et al., 1967).  

Por outro lado, estudos descreveram um efeito promotor deste hormônio 

vegetal no alongamento caulinar em algumas espécies vegetais (Raskin e Kende 

1984; Jackson 1985; Rijnders et al., 1997), principalmente em plantas semi 

aquáticas como o arroz (Bleecker e Kende, 2000). O alongamento dos entrenós de 

arroz em culturas de imersão é promovido pela ação conjunta do etileno com as 

giberelinas (Sauter et al., 1995). 

Estudos realizados neste laboratório mostraram o efeito inibitório de 

concentrações elevadas de etileno sobre o crescimento caulinar de C. fimbriatum 

no claro (Rodrigues et al., 2006) e na ausência 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 ação 

do etileno, muitos estudos têm sido desenvolvidos para tentar entender sua ação, 

aplicação e efeitos sobre a inibição deste hormônio vegetal. O 1-MCP, possui 

efeitos variados sobre a respiração, produção de substâncias voláteis, degradação 

da clorofila e até mesmo na biossíntese de etileno através de um “feedback” 

negativo (Bleecker e Kende, 2000). 

O 1-metilciclopropeno reduz a percepção do etileno através da ligação 

preferencial que ele realiza com os próprios 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). 

I.10 Óxido Nítrico 



 

15 

 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre conhecido por sua atuação como 

mensageiro secundário em respostas fisiológicas em animais (Moilanen e 

Vapaatalo, 1995). Em vegetais, seu efeito já havia sido observado desde o final da 

década de 70 (Klepper, 1979), porém acreditava-se que sua produção se 

restringisse à aplicação de herbicidas ou em resposta a poluentes atmosféricos. 

Somente em 1997 foi comprovada sua biossíntese em várias espécies vegetais 

(Wildt et al., 1997). 

 O óxido nítrico endógeno pode ser sintetizado por rotas enzimáticas ou não 

enzimáticas, envolvendo a nitrato redutase (NR) ou a enzima sintase do óxido 

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

Pesquisas recentes confirmaram o envolvimento desta molécula em 

processos fisiológicos de plantas (Leshem e Haramaty, 1996). O NO pode atuar 

em processos relacionados ao metabolismo, crescimento e desenvolvimento 

vegetal, como, por exemplo, na germinação de sementes, síntese de clorofila, 

estiolamento caulinar (Beligni e Lamattina, 2000; Zhang et al., 2006), expansão 

foliar e radicular (Gouvea et al., 1997; Leshem e Haramaty, 1996; Zhao et al., 

2007), desenvolvimento de raízes adventíceas (Pagnussat  et al., 2002, 2003, 

2004),  atraso da senescência (Leshem e Haramaty, 1996; Mishina et al., 2007), 

morte celular programada (Magalhães et al., 1999; Pedroso et al., 2000), 

expressão de genes de defesa contra patógenos (Durner et al., 1998; Grün et al., 

2006), fechamento estomático (Garcia-Mata e Lamattina, 2001, 2002, 2003; Neill 

et al., 2008), floração (He et al., 2004), divisão 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 biológicos, sobretudo em baixas concentrações 
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(Lamattina et al. 2003; Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). Devido ao seu 

tamanho diminuto, ele é altamente difusível pelas células, tanto no citosol quanto 

através de membranas (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). Ainda não se 

sabe ao certo se o NO possui um receptor específico; no entanto, graças a alta 

reatividade e a capacidade que esta molécula possui em interagir e modificar uma 

grande variedade de proteínas levanta-se a hipótese, de que existam vários 

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

Muitas dúvidas ainda permanecem quanto ao seu papel em plantas. Alguns 

pesquisadores consideram a possibilidade do NO ser um novo hormônio vegetal, 

posto que atua de maneira dose-dependente e é produzido em pequenas 

concentrações, podendo atuar como sinalizador em zonas distantes daquela onde 

foi produzido. Seu transporte quando a curta distância pode ser feito por difusão, 

ou quando a longa, através da ligação reversível com a glutationa, formando a S-

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

A participação do NO na germinação de sementes e no alongamento 

caulinar sugere a atuação desse gás como um mediador em processos 

controlados por giberelinas (Giba et al., 1998; Beligni e Lamattina, 2000; Bethke et 

al., 2007). Quando observada a relação do NO com a luz, pesquisas apontam que 

ele tem efeito inibitório no desestiolamento e reduz o crescimento do hipocótilo e 

dos entrenós (Beligni e Lamattina, 2000).  

Estudos realizados com plantas de trigo crescidas no escuro mostraram 

que os tratamentos com nitroprussiato de sódio (SNP), um doador de NO, 

aumentavam o conteúdo de clorofila em relação às plantas controle. Em plantas de 

alface e Arabidopsis tratadas com SNP, foi observada a inibição no alongamento 



 

17 

 

do hipocótilo na ausência de luz, evidenciando a atuação do NO na prevenção do 

estiolamento (Beligni e Lamattina 2000). 

Além disso, a relação do NO com os hormônios vegetais é evidenciada na 

interação com o etileno, em relação à maturação e senescência de tecidos 

vegetais, sugerindo um efeito antagonista entre esses gases (Magalhães et al., 

2000; Leshem et al., 1998; Leshem e Pinchasov, 2000). Este tem sido apoiado 

pela descoberta do papel inibitório do NO sobre a expressão de enzimas-chaves 

na via de biossíntese de etileno (Parani et al., 2004; Arasimowicz e Floryszak-

Wieczorek, 2007).  

Apesar de sua importância, ainda são poucos os trabalhos sobre a 

sinalização promovida pelo NO em vegetais quando comparados às inúmeras 

publicações relacionadas à ação dessa molécula em animais (Neill et al., 2008). 

No entanto, pesquisas nesta área vêm crescendo significativamente a fim de 

demonstrar o envolvimento desta molécula sinalizadora nos processos fisiológicos 

nos vegetais. Mesmo assim, muitos estudos ainda são necessários para ampliar 

nosso conhecimento no que tange à interação de NO e plantas (Wilson et al., 

2008). 

I.11 Gás carbônico 

O dióxido de carbono (CO2) é um gás composto por dois átomos de 

oxigênio ligados covalentemente a um de carbono. Segundo Thoning et al. (1989),  

as concentrações atmosféricas de CO2 podem variar naturalmente ao longo das 

estações. 
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Acredita-se que este gás exerça 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 emissão de CO2 pelo processo de combustão aumentou drasticamente 

após a revolução 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 projeções para as concentrações de CO2 

para a metade e fim deste século são, respectivamente, de 550 e 700 mmol mol ± 

1 (Prentice et al., 2001) e as concentrações atuais deste gás são as maiores que a 

Terra já vivenciou nos últimos 800 mil anos (Lüthi et al., 2008). 

Plantas submetidas à altas concentrações de CO2 muitas vezes têm seu 

crescimento promovido, além de apresentarem uma melhoria da utilização do uso 

da água (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 concentrações de 

CO2 no interior destes, mesmo com o ar interno sendo renovado semanalmente.  

Sua interação com hormônios vegetais, assim como com óxido nítrico, ainda não 

são bem conhecidas. 
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II. Objetivos 

 

Visando obter uma melhor compreensão dos mecanismos fisiológicos 

envolvidos no controle do estiolamento de plantas de Dendrobium (Orchidaceae), 

procurou-se verificar os efeitos do escuro e dos hormônios etileno e giberelina, 

bem como do radical livre óxido nítrico e gás carbônico, no desenvolvimento 

vegetativo dessas plantas sob condições in vitro, particularmente da manutenção 

prolongada da atividade meristemática apical caulinar (estiolamento) e da quebra 

da dominância apical, conforme bem estabelecido neste laboratório para plantas 

de Catasetum sp e gêneros afins. Com isto, estar-se-ia produzindo subsídios 

importantes para o desenvolvimento de um protocolo de micropropagação a um só 

tempo simples, de baixo custo e seguro quanto a estabilidade genética das plantas 

produzidas. 
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III. Material e Métodos 

 

III.1 Tratamentos Dendrobium 

Plantas de Dendrobium “Second Love” (grupo nobile) foram obtidas de 

nosso estoque de germoplasma mantido sob condições in vitro. Para tanto, as 

plantas foram inoculadas em 30 ml de meio de cultura USP, rotineiramente 

utilizado neste laboratório, constituído por 0,165 g/L de (NH4)2SO4; 0, 6 g/L de 

Ca(NO3)2; 0,9 g/L de KNO3; 0,275 g/L de CaCl2; 0,435 g/L de KH2PO4; 0,442 g/L 

de K2SO4; 0,250 g/L de MgSO4; 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 esterilização em 

autoclave a 120 °C durante 15 minutos. 

Para evitar a manipulação excessiva dos caules e a oxidação dos tecidos 

causada por cortes sucessivos, foram inoculados segmentos caulinares que 

tiveram apenas o ápice excisado (Figura 1). Dessa forma, foram mantidas as 

gemas laterais e a dominância apical foi quebrada ao retirar o centro majoritário de 

síntese 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 micropropagação de Dendrobium “Second Love” por meio da 

utilização de segmentos caulinares estiolados com ápices isolados. (A) 90 dias no claro; (B) 

120 dias no escuro; (C) Caules estiolados; (D) Excisão do ápice caulinar; (E) Estolões 

incubados no claro. 

Após 120 dias de incubação 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 μM de ácido giberélico (GA3); 5 e 50 μM de 

paclobutrazol – PA (inibidor de biossíntese de giberelinas); 1.000 e 5.000 ppm de 

óxido nítrico (NO); 1 e 10 ppm de etileno; 100 ppm de 1-metilciclopropeno (1-MCP) 

- Smartfresh® (inibidor da ação do etileno). Também foram feitos mais dois 

tratamentos, nos quais as plantas foram mantidas apenas em meio de cultura USP 

nas seguintes condições: um deles foi mantido no escuro em frascos com rolhas 

perfuradas e preenchidas com algodão hidrófilo, facilitando assim as trocas 

gasosas com o meio externo (tratamento trocas gasosas); no outro as plantas 



 

22 

 

foram mantidas sob 50 mol.m
-1

.s
-2

 de intensidade luminosa e fotoperíodo de 12h 

(tratamento claro). Por fim, para o tratamento controle, as plantas foram incubadas 

em frascos vedados e incubados no escuro, com substituição 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 instruções indicadas pelo fabricante e injetado 

posteriormente no interior dos frascos com seringa e membrana ultrafiltrante de 

0,45 μM de porosidade. Semanalmente as concentrações desejadas para os 

tratamentos gasosos (1 e 10 ppm de etileno, 1.000 e 5.000 ppm de óxido nítrico e 

100 ppm de 1-MCP) foram injetadas, afim de assegurar que elas se mantivessem 

constantes durante os três meses de experimento. 

Com exceção dos materiais incubados sob fotoperíodo de 12 horas a 50 

mol.m
-1

.s
-2

 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 perfuração na tampa do frasco. O “controle ar sintético” foi 

submetido às mesmas condições de ausência de luz dos outros tratamentos, e a 

renovação do ar interno dos frascos foi feita com ar sintético comercial. O ar 

sintético utilizado era constituído por 20% de oxigênio e 1 ppm de monóxido de 

carbono + dióxido de carbono (Oxylumen do Brasil). 

As injeções gasosas e a renovação do ar no interior dos frascos vedados 

foram feitas com seringas e membranas ultrafiltrantes de 0,45 μM 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 μM de porosidade. 

A cada trinta dias de incubação, as plantas foram analisadas em relação às 

modificações biométricas, massas fresca e seca, além dos teores emitidos de 

etileno e CO2. O experimento foi conduzido pelo período total de noventa dias. 

III.2 Quantificação de etileno 

A produção 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 quantificação de 

etileno, de forma a eliminar os gases acumulados ao longo da semana e permitir o 

acúmulo de etileno para a leitura em cromatógrafo a gás (CG). Após o primeiro, 
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segundo e terceiro mês foram retiradas amostras de 10 mL do ar interno, utilizando 

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

A amostra foi analisada em um cromatógrafo a gás (CG), da marca Hewlett-

Packard (HP-6890). O conteúdo de etileno foi determinado por CG-FID 

(cromatografia gasosa - detector de ionização de chama), utilizando-se uma coluna 

HP-PlotQ (30m, I.D. 0.53mm, filme 6 μm) tendo hélio como gás condutor num fluxo 

de 1 mL/min. A injeção foi feita no modo “pulsed splitless” (20 psi por 2 minutos). O 

injetor e o detector foram mantidos a 250 ºC e a coluna isotermal a 30 ºC. Para a 

obtenção do padrão das curvas de calibração de etileno, utilizou-se uma amostra 

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

III.3 Quantificação de CO2 

A produção de CO2 também foi quantificada com base no método descrito 

por Purgatto et al. (2002) modificado. Do mesmo modo que foram utilizados para 

quantificação de etileno, os frascos de 250 mL devidamente vedados, contendo 

dez plantas cada um, tiveram o ar interno renovado durante 45 segundos para 

eliminação dos gases acumulados na semana e, 48 horas após esta renovação, os 

teores de CO2 emitidos pelas plantas foram mensurados. Após o primeiro, 

segundo e terceiro mês foram retiradas amostras de 1 mL do ar interno contido em 

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

A amostra foi analisada em um cromatógrafo a gás (CG), da marca Hewlett-

Packard (HP-6890). O conteúdo de CO2 foi determinado, utilizando-se uma coluna 

HP-PlotQ (30m, I.D. 0.53mm, filme 6 μm) tendo hélio como gás condutor num fluxo 

de 4 mL/min. A injeção foi feita no modo “split” (50:1). O injetor e o detector foram 

mantidos a 250 ºC e a coluna isotermal a 30 ºC. Para a obtenção do padrão das 
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curvas de calibração de CO2, utilizou-se uma amostra de 1 ppm de CO2. Todas as 

análises foram realizadas em triplicatas. 

III.4 Incubação no escuro e na penumbra 

Plantas de Dendrobium com aproximadamente 120 dias de incubação no 

claro, obtidas segundo os parâmetros acima mencionados, foram submetidas a 

dois tratamentos distintos pelo período de 90 dias. No primeiro, as plantas foram 

mantidas na ausência total de luz, enquanto que, no segundo, foi feito um pequeno 

furo de aproximadamente 1 mm de diâmetro no papel alumínio que revestia o 

frasco, permitindo, assim, a entrada de um feixe de luz no seu interior. Este 

pequeno orifício no papel alumínio resultava em uma intensidade luminosa no 

interior do frasco de aproximadamente 0,02 ± 0,01 µmol.m
-1

.s
-2

. Em ambos os 

tratamentos, foram utilizados dois frascos com dez plantas cada. Os meios de 

cultura eram destituídos de hormônios e os frascos eram vedados e incubados sob 

fotoperíodo de 12h a 50 mol.m
-1

.s
-2

 de intensidade luminosa e temperatura de 26 

± 1 ºC. 

Neste experimento utilizou-se o meio de cultura USP básico, sem adição de 

hormônios, 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 fotoperíodo sob 50 mol.m
-1

.s
-2

 de intensidade luminosa. 

III.5 Condições de incubação 

As plantas de Dendrobium “Second Love” foram mantidas por 90 dias em 

meio de cultura basal nos diferentes tratamentos, sob ausência de luz e à 

temperatura constante de 26  1 ºC. 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 plástico, de forma a inibir 

qualquer troca gasosa com o meio externo. Os tratamentos que exigiam ausência 

de luz tiveram seus frascos envolvidos por folhas de papel alumínio e foram 

mantidos em armários 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 oxigênio e 

1 ppm de monóxido de carbono + dióxido de carbono (Oxylumen do Brasil). 

Posteriormente à renovação, as substâncias gasosas eram reaplicadas nos 

diferentes tratamentos. 

III.6 Parâmetros biométricos 

Ao final de 30, 60 e 90 dias de tratamento no escuro, foi quantificado o 

número de caules estiolados (podendo ser oriundos de gemas laterais basais ou 

gemas apicais) e de gemas laterais totais formadas nesses estolões. Também 

mediu-se o tamanho dos estolões 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 três pontos de análise experimental (30, 60 e 90 

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

III.7 Análise estatística dos dados 

Os resultados obtidos foram avaliados através da análise de variância 

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

significância. 
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IV. Resultados  

 

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

sintético sobre o alongamento caulinar e na emissão de etileno e CO2 

As plantas incubadas no claro apresentaram um fenótipo mais vigoroso, 

com folhas maiores e mais clorofiladas, do que as cultivadas no escuro (Figura 4). 

Por outro lado, nesta última condição de cultivo, os fenótipos das plantas foram 

muito semelhantes entre si, independentemente dos frascos permitirem as trocas 

gasosas (rolhas perfuradas) ou não (frascos vedados, contendo ar sintético). 
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Figura 4. Fenótipos das plantas de Dendrobium “Second Love” após 30, 60 e 90 dias de 

incubação na presença e ausência 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, já no primeiro mês de cultivo, tanto nos 

frascos com rolhas perfurações (trocas gasosas), quanto nos frascos vedados 

contendo ar sintético (Figura 5). 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

Ctrl Ar Sintético Trocas gasosas Claro

Es
to

lã
o

 a
p

ic
al

 (
cm

)

Série2

Série3

Série1

A

A

A

A

A

A

 

Figura 5. Tamanho de estolões 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, não apresentaram a 

retomada da atividade meristemática apical caulinar (Figura 5) e lateral (Figuras 6 

e 7), não dando origem, por consequência, a estolões, o número de gemas 

presentes nesta circunstância não foi considerada. Conforme indicado na figura 6, 

o número médio de gemas presentes nas plantas incubadas no escuro com e sem 

trocas de ar não apresentaram diferenças significativas ao longo dos últimos 60 

dias de cultivo. No entanto, nos primeiros 30 dias experimentais, o controle ar 

sintético apresentou número de gemas laterais, aproximadamente 4 vezes superior 

ao tratamento trocas gasosas. 
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Figura 6. Número 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 relação à formação de 

gemas apicais e laterais na presença de luz, o desenvolvimento destas no claro 

também não foi alterado (Figura 7). Todavia, quando no escuro, observou-se a 

quebra da dominância apical com a formação de estolões e tirando o fato do 

tratamento trocas gasosas ter apresentado estolões laterais já a partir do 30º dia, 

os tratamentos não apresentaram diferenças significativas neste quesito e nem no 

tamanho dos mesmos (Figura 8).  
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Figura 7. Número de estolões laterais de Dendrobium “Second Love” formados em plantas 

incubadas por 30, 60 e 90 dias na presença e ausência 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 estolões 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 período de incubação, sendo significativamente superiores 

nos materiais incubados na presença de luz do que no escuro, neste caso, 

independentemente da troca ou não 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 mês experimental quando 

comparadas as plantas incubadas no escuro (controle e trocas gasosas). Não 

foram observadas diferenças em ambos os tratamentos entre as plantas cultivadas 

no escuro ao longo dos três meses de observação. (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 presença e ausência de luz, com e sem trocas gasosas. Letras diferentes representam 

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

No que diz respeito à emissão de etileno (Figura 11), esta se deu na 

presença e na ausência de luz. Contudo, enquanto na presença de luz os níveis 

deste hormônio não apresentaram diferenças significativas durante o tempo de 

incubação, no escuro a sua concentração foi significativamente maior nos frascos 

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

mês de cultivo, respectivamente (Figura 11). 
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Figura 11. Emissão de etileno por plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas por 30, 60 

e 90 dias na presença e ausência de luz. 

 Relativamente ao acúmulo de CO2 no interior dos frascos, observou-se uma 

tendência muito parecida àquela mencionada para o etileno (Figura 12). 

Entretanto, em termos quantitativos, as emissões deste gás 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. Emissão de CO2 por plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas por 30, 60 e 

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

caulinar e as emissão de etileno e de CO2 

Na Figura 13, a partir do 30º dia, são mostradas algumas diferenças quanto 

ao fenótipos das plantas de Dendrobium nos tratamentos com giberelina e 

paclobutrazol.  

Os tratamentos com 5 e 50 μM de paclobutrazol apresentaram redução 

significativa no crescimento do estolão apical, no entanto, estes tratamentos 

estimularam a liberação dos estolões laterais das plantas quando comparados ao 

tratamento controle com ar sintético.  

Podemos observar também, que as plantas tratadas com 5 e 50 μM de 

giberelina, durante os três meses experimentais, não apresentaram o efeito 

esperado na promoção do alongamento caulinar. Além do fato das plantas não 

terem se alongado na presença de 50 μM de giberelina, observou-se já no primeiro 

mês de incubação que essa concentração de giberelina provocou sintomas de 

toxidez às plantas, o qual se intensificou mês a mês, resultando em necrose e 

morte destas (Figura 13). 
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Figura 13. Fenótipos das plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 e 50 μM de 

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

indica 1 cm. 

 Nos primeiros 30 dias de incubação verificou-se que os tratamentos com 

giberelina se mostraram profundamente inibitórios ao alongamento caulinar das 
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plantas, reduzindo-o em aproximadamente 3 e 6 vezes em relação ao tamanho 

dos estolões apicais das plantas incubadas no escuro na ausência deste regulador 

de crescimento vegetal., respectivamente (Figura 14). Aparentemente, a presença 

de giberelina não estimulou a atividade do meristema apical caulinar. 
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Figura 14. Tamanho do estolão apical de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 

e 50 μM de giberelina ou 5 e 50 μM 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 consequência, também não foi verificado incremento no número de 

gemas laterais (Figura 15). O tratamento com 5 μM de giberelina apresentou 

conspícua redução no número de gemas laterais a partir do segundo mês de 

incubação, chegando a não apresentar nenhuma gema lateral ao terceiro mês 

(Figura 15). O tratamento com 50 μM de giberelina, por sua vez, não chegou a 

retomar a atividade meristemática apical (Figuras 13 e 14) 
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Figura 15. Número de gemas laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 

e 50 μM de giberelina ou 5 e 50 μM 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 estolão apical (Figura 14), igualando-se, neste aspecto, aos efeitos 

da giberelina. No entanto, ambas as concentrações utilizadas promoveram um 

aumento na formação de estolões laterais a partir do segundo mês de tratamento 

quando comparado ao respectivo controle destituído deste regulador de 

crescimento (Figura 16). 

 É interessante observar que, ao contrário do que se poderia esperar, o 

tratamento com 50 μM de paclobutrazol promoveu um incremento significativo no 

tamanho dos estolões laterais (Figura 17) no primeiro mês de cultivo, 

desaparecendo, todavia, nos meses subsequentes. 
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Figura 16. Número de estolões laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 

5 e 50 μM de giberelina ou 5 e 50 μM 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 estolões laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas 

com 5 e 50 μM de giberelina ou 5 e 50 μM 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 ausência de giberelina, 

aqueles incubados com 5 e 50 μM deste regulador de crescimento apresentaram 

uma redução significativa nos valores de massa fresca e seca após três meses de 

incubação (Figura 18 e 19). Todavia, quando na presença de paclobutrazol 
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observou-se uma resposta exatamente contrária, com incrementos significativos 

mês após mês. 
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Figura 18. Massa fresca de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 e 50 μM de 

giberelina ou 5 e 50 μM 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 μM de 

giberelina ou 5 e 50 μM 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 emissões de etileno pelas plantas de 

Dendrobium “Second Love”, verificou-se que no segundo mês de cultivo, com 
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exceção do tratamento com 5 μM de paclobutrazol, os demais tratamentos com 

giberelina e paclobutrazol não mostraram variações substanciais na emissão deste 

gás ao longo dos três meses de incubação (Figura 20). 
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Figura 20. Emissão de etileno por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 5 e 50 

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

 No que tange a emissão de CO2 pelas plantas de Dendrobium “Second 

Love” foi verificado que em relação ao meio controle, tanto a presença de 

giberelina quanto de paclobutrazol resultaram em redução na liberação deste gás, 

sendo o efeito do paclobutrazol mais intenso neste processo do que a giberelina 

(Figura 21). 

 As plantas tratadas com giberelina apresentaram níveis superiores na 

emissão de CO2 do que aqueles observados em plantas tratadas com 

paclobutrazol durante os três pontos de análise. A liberação de CO2 foi cerca de 6 

vezes maior com 5 μM de giberelina a 5 e 50 μM de paclobutrazol (Figura 21). 

Estes resultados indicam que ambos os reguladores apresentaram um efeito 

inibitório sobre a liberação de CO2 sendo o paclobutrazol mais efetivo nesta 

redução (Figura 21).  
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Figura 21. Emissão de CO2 por plantas de Dendrobium tratadas com 5 e 50 μM de giberelinas 

e 5 e 50 μM 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 emissão de 

etileno e de CO2 

Conforme é mostrado na figura 22, modo geral, os tratamentos com etileno 

apresentaram efeitos positivos sobre a quebra da dominância apical e o 

estiolamento dos estolões formados, quando comparados aos respectivos 

controles com ar sintético e com 1-metilciclopropeno (1-MCP) (Figura 22). A partir 

do segundo mês de cultivo, a presença do etileno adiantou a formação de estolões 

apicais e laterais. Ainda que incubadas no escuro em frascos vedados, o fenótipo 

das plantas tratadas com 1-MCP era muito parecido ao de plantas incubadas na 

presença de luz (Figura 4), tanto pela manutenção da coloração verde quanto pela 

ausência de quebra da dominância apical. 



 

43 

 

 

Figura 22. Fenótipos das 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. Barra 

indica 1 cm. 

 No segundo mês de incubação os estolões apicais crescidos na presença 

de 10 ppm de etileno apresentaram um aumento significativo de tamanho quando 

comparados aqueles crescidos na ausência deste hormônio (ar sintético), 

mantendo-se estável até o terceiro mês (Figura 23). O crescimento do estolão 

apical em plantas tratadas com 10 ppm de etileno ocorreu já no primeiro mês, 
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efeito não observado em plantas tratadas com 1 ppm de etileno (Figura 23). 

Verifica-se ainda nesta figura que a retomada da atividade meristemática apical foi 

completamente inibida pela presença de 1-metilciclopropeno.   
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Figura 23. Tamanho do estolão 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 comparação às plantas incubadas nos frascos controle (ar sintético), 

aquelas tratadas com etileno apresentaram uma elevação significativa na 

formação de gemas laterais a partir do segundo mês, alcançando um valor máximo 

no terceiro mês (Figura 24). Como o tratamento com 100 ppm de 1-

metilciclopropeno inibiu fortemente o alongamento caulinar, tanto do estolão apical 

(Figura 23) quanto dos estolões laterais (Figura 25), não observou-se, por óbvio, 

gemas laterais neste tratamento (Figura 14). 
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Figura 24. Número 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). 

 É notável o efeito do etileno sobre o desenvolvimento dos estolões 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 número de estolões laterais em relação 

às plantas controle mantidas sob ar sintético no 60º e 90º dia de incubação. Além 

disso, pode-se verificar que o tratamento com 1 ppm de etileno mostrou-se efetivo 

para a promoção do número de estolões laterais no primeiro e segundo mês de 

incubação quando comparado ao controle ar sintético (Figura 25). 
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Figura 25. Número de estolões 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 número de estolões 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 mês de incubação, os tratamentos com etileno aumentaram o tamanho 

dos estolões em cerca de duas e três vezes nas concentrações de 1 e 10 ppm do 

hormônio, respectivamente, em relação ao tratamento controle (Figura 26).   
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Figura 26. Tamanho dos estolões 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 às massas fresca e seca das plantas tratadas com etileno e 1-

metilciclopropeno, vale destacar antes, as semelhanças 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 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). 

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

0,016

0,018

Ctrl Ar Sintético 1 ppm Etileno 10 ppm Etileno 100 ppm MCP

M
as

sa
 s

e
ca

 (
g)

Série2

Série3

Série1

A
A

A A

A

A

A

A

A

A
A

A

 

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 emissão de etileno pelas plantas tratadas com 100 ppm 

de 1-metilciclopropeno mostraram-se surpreendentes. No primeiro, segundo e 

terceiro mês de incubação na presença deste inibidor da ação do etileno, os níveis 

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

níveis deste hormônio apenas no primeiro mês de cultivo, decaindo abruptamente 

nos períodos subsequentes (Figura 29). 
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Figura 29. Emissão 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 produção de CO2 pelas plantas tratadas com etileno apresentou-se mais 

intensa apenas nos primeiros meses de cultivo, quando alcançou 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. Emissão de CO2 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 óxido nítrico sobre o alongamento caulinar e as 

emissão de etileno e de CO2 

  O efeito do óxido nítrico (NO) sobre o fenótipo das plantas de Dendrobium 

“Second Love” é mostrado na figura 31. A presença deste radical livre apresentou 

um efeito notável sobre a liberação de gemas laterais e o alongamento dos 

estolões. No caso, os efeitos da presença 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 concentração de NO utilizada resultou ao final do período de incubação 

em necroses severas às plantas, um efeito semelhante ao tratamento com 50 μM 

de giberelina (Figura 13).  

 



 

51 

 

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

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

 Mesmo não tendo apresentado um alongamento do estolão apical 

significativamente maior em relação às plantas controle tratadas com ar sintético, o 

tratamento com 1.000 ppm de óxido nítrico, demonstrou-se mais efetivo para a 

promoção do alongamento caulinar em plantas de Dendrobium quando comparado 

aos tratamentos com giberelina (Figura 32). O alongamento do estolão 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 estolão apical de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 

1.000 e 5.000 ppm de óxido nítrico, 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 não tenham apresentado efeitos 

positivos sobre o crescimento dos estolões apicais (Figura 32), o mesmo já não se 

pode dizer de seu efeito sobre o número de gemas laterais formadas (Figura 33), 

parâmetro este substancialmente incrementado pela presença de 1.000 ppm de 

NO, especialmente no segundo e terceiro mês de incubação. Dentre os 

reguladores de crescimento utilizados neste estudo, o NO mostrou ser o mais 
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efetivo sobre este importante parâmetro. Além do mais, conforme é mostrado na 

figura 34 e 35, neste tratamento foram observados também aumentos significativos 

tanto no número de estolões formados quanto no crescimento dos mesmos, 

respectivamente. A quantidade de estolões formados na presença de 1.000 ppm 

de NO foi cerca de  7 e 5 vezes maior no segundo e terceiro mês de cultivo, 

respectivamente (Figura 34). Neste tratamento, ocorreu uma elevação de 21 vezes 

no número de estolões laterais em relação ao tratamento controle no segundo mês 

de incubação (Figura 7 e 34). Vale ressaltar que esta concentração de NO 

promoveu bem mais o crescimento dos estolões do que a giberelina (Figura 17) e 

o etileno (Figura 26). 
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Figura 33. Número de gemas laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 

1.000 e 5.000 ppm de óxido nítrico, 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. Número de estolões laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 

1.000 e 5.000 ppm de óxido nítrico, 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 35. Tamanho dos estolões laterais de plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas 

com 1.000 e 5.000 ppm de óxido nítrico, 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 óxido nítrico (Figura 36), a partir do segundo mês foi 

superior à massa fresca do tratamento controle com ar sintético, equiparando-se 

quantitativamente, aos valores de massa das plantas mantidas na presença de luz 

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

corroboraram amplamente as variações 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 óxido nítrico, 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 óxido nítrico, 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 liberação de etileno pelas plantas de Dendrobium “Second Love”. Desperta 

a atenção também neste aspecto, e mais uma vez, o papel altamente estimulatório 
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do tratamento com 1.000 ppm deste radical livre, particularmente no primeiro e 

último mês de incubação (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. Emissão de etileno por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1.000 e 

5.000 ppm de óxido nítrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro.  

 Quanto a produção de CO2, com exceção do terceiro mês das plantas 

tratadas com 5.000 ppm de NO, é possível verificar que os tratamentos com 1.000 

e 5.000 ppm de NO apresentaram níveis de emissão de CO2 próximos aqueles 

emitidos pelas plantas controle incubadas apenas com  ar sintético (Figura 39). 
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Figura 39. Emissão de CO2 por plantas de Dendrobium “Second Love” tratadas com 1.000 e 

5.000 ppm de óxido nítrico, incubadas por 30, 60 e 90 dias no escuro. 
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 IV.5 Comparação ente os efeito do escuro e da penumbra sobre 

desenvolvimento de gemas laterais 

  A importância da incubação sob condições de penumbra em relação ao 

escuro sobre o desenvolvimento de estolões mostraram que ao final de 120 dias 

de incubação as plantas mantidas na penumbra apresentavam caules e folhas 

mais alongadas e levemente clorofiladas em comparação àquelas crescidas na 

ausência total de luz (Figura 40). 

 

Figura 40. Fenótipos de plantas de Dendrobium “Second Love” incubadas na ausência total de 

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

 Quando decapitados e transferidos para a presença de luz em meios 

destituídos de hormônios os estolões oriundos da penumbra formavam plantas 

geralmente maiores e mais vigorosas as quais enraizavam mais rapidamente 

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

após 90 dias na luz. Barra = 1 cm. 

 Levando-se em consideração os fenótipos das plantas mostradas na figura 

40, despertou a atenção o fato da frequência de gemas laterais que se 

desenvolviam quando os estolões 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 estolões de Dendrobium crescidos 

previamente na penumbra e no escuro após 90 dias de incubação na presença de luz. 
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V. Discussão 

 

 De maneira diferente das plantas de Catasetum fimbriatum incubadas no 

escuro, as de Dendrobium “Second Love” não são dotadas da mesma rapidez de 

resposta e eficiência na retomada da atividade meristemática apical. Quando na 

ausência de luz, as plantas de Catasetum retomam a atividade meristemática 

apical e lateral, dando origem a caules estiolados aclorofilados, com folhas 

reduzidas e entrenós alongados por tempo indeterminado (Kerbauy et al., 1995). 

Já as plantas de Dendrobium “Second Love”, por sua vez, apresentam 

crescimento caulinar comparativamente lento e bastante limitado. Face a 

importância dos hormônios vegetais no controle da atividade meristemática 

caulinar, é presumível admitir que ambas estas características 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 diferenças marcantes nos respectivos teores endógenos 

de auxina, citocininas e ácido abscísico (Suzuki et al. 2004; 2010). Tratamentos 

com paclobutrazol, um potente inibidor da síntese de giberelinas, demonstraram de 

forma indireta, porém conspícua, a importância deste hormônio sobre o 

crescimento de estolões desta orquídea crescidos no escuro. 

 No presente estudo buscou-se adquirir uma melhor compreensão dos 

papeis presumíveis da giberelina, do etileno e do óxido nítrico 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 número de gemas laterais. Tais conhecimentos básicos poderiam resultar 
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em subsídios importantes ao estabelecimento de uma estratégia de multiplicação 

clonal desta espécie de orquídea, baseada naquela já consagrada para Catasetum 

fimbriatum. Estudos conduzidos anteriormente em nosso laboratório com plantas 

de Dendrobium “Second Love” e outras espécies de orquídeas pertencentes aos 

gêneros Cattleya, Oncidium, Laelia e Paphiopedilum, todas elas consagradas no 

mercado global de flores, demonstraram a ocorrência de dificuldades de 

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

 Contudo, mesmo que os estolões de Dendrobium “Second Love” sendo 

curtos, ainda assim são perfeitamente utilizáveis desde que não sejam 

seccionados, mas apenas decapitados, conforme é mostrado na figura 1, 

procedimento este que se mostrou deveras efetivo no incremento de formação de 

gemas (Cruz, 2009). Por certo, este procedimento está diretamente relacionado à 

quebra da dominância apical. É sabido que a gema apical do caule é o principal 

sítio de síntese de auxina, a qual por sua vez, é responsável pela inibição das 

gemas laterais. A auxina produzida no ápice meristemático é transportada 

basipetamente em direção às raízes, inibindo o desenvolvimento das gemas 

laterais caulinares por alterar o balanço auxinas/citocininas na região dos 

meristemas laterais. Ao se eliminar o sítio de produção de auxina, o fluxo basípeto 

que antes inibia o desenvolvimento das gemas laterais é interrompido, permitindo 

assim que as citocininas oriundas principalmente das raízes atuem no 

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

ativamente do transporte basípeto da auxina. 

        O emprego da técnica da quebra da dominância apical nos caules estiolados 

de plantas de Dendrobium mostrou-se pivotal na obtenção de novos brotos, 

aumentando assim, a eficiência da multiplicação in vitro dessas plantas e 
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permitindo que fossem executados os tratamentos propostos no presente estudo. 

A despeito disto, conforme já assinalado, um dos fatores preponderantes para o 

devido sucesso desta estratégia de multiplicação in vitro, de orquídeas 

recalcitrantes ao crescimento no escuro depende ainda amplamente do sucesso 

na indução de crescimento caulinar indeterminado, associado a maior ou menor 

habilidade de formar gemas laterais e a redução do tamanho e/ou atividade de 

drenos como folhas e pseudobulbos, por exemplo. De acordo com Suzuki (2005), 

a manutenção da atividade meristemática caulinar em estolões de Catasetum 

fimbriatum incubados no escuro resultaria da não formação de pseudobulbos, um 

dos órgãos-drenos mais conspícuos em orquídeas epífitas. O ápice calinar, além 

de ser um importante sítio de síntese de auxina, está também envolvido na 

produção de giberelinas (Sheldrake, 1973), que, juntamente com etileno e 

citocininas, possui participação no balanço para a manutenção ou quebra da 

dominância apical (Phillips, 1975). Dessa forma, fica clara a complexidade da 

sinalização hormonal que rege o desenvolvimento de gemas laterais ou a atividade 

meristemática apical das plantas, pois envolve o balanço entre diferentes 

hormônios e moléculas com rotas de sinalização ainda não plenamente 

conhecidas. 

 As plantas clorofiladas de Dendrobium “Second Love” crescidas no claro 

mantiveram o crescimento das folhas e raízes, com valores de massas fresca e 

seca superiores praticamente a quase todos os demais tratamentos, com exceção 

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

 Tanto para as emissões de etileno quanto para as de CO2 os valores 

observados no claro foram muito inferiores aos das plantas incubadas no escuro, 

efeito este talvez devido ao fato das plantas não se encontrarem sob efeito de 
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nenhum estresse ambiental (escuro) ou na presença de reguladores de 

crescimento (Anexos VIII e IX). É sabido que plantas expostas a estresses 

externos apresentam um aumento nas emissões de etileno (Abeles, 1973) e que 

as plantas de Dendrobium são sensíveis à este hormônio (Ketsa e Rugkong, 

2000). Também foi verificado por Chaer (2012), que em plantas de C. fimbriatum e 

Cymbidium, as emissões elevadas de etileno promoveram um aumento nas 

emissões de CO2, sugerindo uma possível relação entre esses dois gases. 

 É interessante destacar que os efeitos da vedação dos frascos (acoplado a 

renovação semanal com ar sintético), não chegaram a alterar de forma sensível 

nenhum dos parâmetros considerados neste estudo, seja na retomada da 

atividade meristemática apical e lateral (Figuras 5 e 7) ou no número total de 

gemas laterais (Figura 6), validando assim a utilização do ar sintético nos 

experimentos subsequentes. 

 As plantas de Dendrobium “Second Love” não responderam de forma 

positiva aos tratamentos com 5 ou 50 μM de giberelina durante os 3 meses de 

experimentação (Figuras 14 e 17). Esses resultados parecem não corroborar os 

estudos consolidados com um grande e diversificado número de plantas nas quais 

este hormônio apresenta extrema relevância para a promoção 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). Não por acaso, 

plantas mutantes com habilidade reduzida de sintetizar este hormônio, ou de 

responder a ele, apresentam tamanho bastante reduzido, as assim chamadas de 

“plantas anãs” (Peng e Harberd, 1993; Sun e Kamiya, 1994). Nestas, via de regra, 

a aplicação de giberelina é suficiente para reverter o nanismo. 



 

62 

 

 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 

hormônio (Chaer, 2012), as quais também não apresentaram promoção no 

alongamento caulinar. Além disso, a presença de 50 μM de giberelina apresentou 

efeitos deletérios às plantas de Dendrobium já no primeiro mês de incubação 

(Figura 13). Vale mencionar, que tal efeito inibitório, 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), 

é plausível supor que os níveis endógenos de giberelina já se encontrassem 

suficientemente elevados para promover o alongamento em plantas de 

Dendrobium, e que a adição deste regulador de crescimento ao meio de cultura 

pode ter sido irrelevante na promoção do alongamento caulinar dessas plantas no 

escuro. 

 Nos tratamentos com paclobutrazol, não foi observado o desenvolvimento 

do estolão apical das plantas de Dendrobium (Figura 13 e 14). Supõe-se que as 

plantas tratadas com paclobutrazol, tenham níveis de giberelina nulos ou muito 

reduzidos. Levando em consideração a importância da giberelina na atividade 

meristemática apical caulinar, fato já discutido anteriormente, levanta-se a hipótese 

de que, para a planta retomar a atividade meristemática apical, seria necessário 

um nível endógeno ótimo de giberelinas. A quantificação dos níveis endógenos de 

giberelina em plantas incubadas no escuro poderia lançar alguma luz sobre este 

processo. 



 

63 

 

 Os tratamentos com paclobutrazol parecem estimular a formação de 

estolões laterais. Tanto que na presença de 5 μM deste inibidor de giberelinas 

ocorreu um incremento marcante na formação de estolões laterais a partir do 

segundo mês de incubação, equiparando-se ao tratamento controle com ar 

sintético quanto o número 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 dominância nesta orquídea.  A propósito, vale lembrar que 

já foi descrita a atuação 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 balanço 

auxina/citocinina, acarretando a quebra de dominância apical. Além disso, a 

inibição na biossíntese de giberelina pelo paclobutrazol também pode atuar 

indiretamente na elevação dos teores endógenos de auxinas, posto que as 

giberelinas parecem estimular a síntese de auxina. 

 Estudos têm demonstrado que as giberelinas também são sintetizadas em 

folhas jovens e transportadas preponderantemente, em direção às regiões 

inferiores das plantas (Jones e Phillips, 1966; Jones e Phillips, 1967), e que as 

mesmas estão envolvidas diretamente na inibição das gemas laterais (Jacobs e 

Case, 1965; Pharis et al., 1970; Pharis et al., 1965; Ruddat e Pharis, 1966; Scott et 

al., 1967). Várias plantas intactas tratadas com giberelinas tiveram sua dominância 

apical promovida (Martin e Thimann, 1972; Pharis et al., 1970; Pharis et al., 1965; 

Goldsmith, 1969). 

 Vale ressaltar que apesar do aumento no número de gemas laterais e da 

liberação destas pelo tratamento com paclobutrazol, os estolões pouco se 

alongavam, com entrenós muito curtos, dificultando assim o isolamento das gemas 
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laterais para a multiplicação in vitro deste material (Figura 13). Ainda que os 

tratamentos com giberelina não tenham necessariamente resultado em efeitos 

estimulatórios sobre o alongamento caulinar de plantas de Dendrobium “Second 

Love” crescidas no escuro, de certa forma a presença de paclobutrazol indica a 

extrema importância da giberelina sobre o alongamento caulinar nesta orquídea, 

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 meristemática apical a partir 

do segundo mês experimental, alcançando valores superiores as respectivas 

plantas controle incubadas apenas na presença 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 questão, dose e 

condição ambiental à qual a planta se encontra. Em plantas ribeirinhas adaptadas 

ao alagamento, por exemplo, o aumento na concentração de etileno nos espaços 

intercelulares de caules e pecíolos promove o alongamento destas estruturas, 

sendo tal efeito do tipo dose-resposta. Nesses casos, a redução da disponibilidade 

de oxigênio aumenta a quantidade de ACC oxidase, ampliando, por consequência, 

os teores de etileno. Postula-se que o incremento dos teores de etileno aumentaria 

a sensibilidade dos tecidos à giberelina. 
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 A retomada da atividade meristemática apical das plantas tratadas com 10 

ppm de etileno se deu logo ao primeiro mês de incubação, efeito não observado na 

concentração mais baixa deste hormônio vegetal. O resultado obtido com plantas 

tratadas na maior concentração de etileno aponta, positivamente, para o 

envolvimento desse gás na retomada da atividade meristemática apical em plantas 

de Dendrobium “Second Love”. 

 Um aumento significativo no número de gemas laterais dos estolões das 

plantas incubadas no escuro, também foi observado em plantas tratadas com 

etileno a partir do 60º dia de incubação. Isso demonstra que além de possuir efeito 

sobre o alongamento caulinar, o etileno também parece estimular também a 

divisão celular em plantas de Dendrobium “Second Love”. Kazama et al. (2004), 

observou efeitos promotores do etileno sobre a divisão celular, principalmente para 

originar tricomas e estômatos 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 dominância apical 

exercida pela gema apical de Dendrobium, posto que, as plantas tratadas com 

esse hormônio liberaram duas vezes mais estolões laterais do que as plantas 

controle a partir do segundo mês de incubação. Esse efeito poderia ser 

interpretado como uma consequência do etileno sobre o transporte basípeto das 

auxinas por meio da atividade das proteínas PIN, além de aumentar a conjugação 

com esse fitormônio, de forma a alterar o balanço hormonal e permitir o 

desenvolvimento das gemas laterais sob ação das citocininas (Sanyal e Bangerth 

1998; Winer et al., 2000). 
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 A resposta tríplice do etileno descrita por Abeles et al. (1992), postula que 

além promover o crescimento radial e aumentar o número de ramificações laterais 

no caule, este gás possuí efeito inibitório sob o alongamento do caule de plantas 

terrestres. No entanto, como observado no presente trabalho em plantas 

incubadas no escuro pelo período de três meses, este gás parece ter efeito oposto 

ao verificado por este autor sobre o alongamento caulinar.  

 Vale destacar que outros hormônios vegetais atuam em conjunto com o 

etileno para promover o alongamento do caule, como as auxinas e os 

brassinosteróides (Vandenbussche et al., 2003; De Grauwe et al., 2005). Isto 

implica que para efeito de uma melhor compreensão do papel do etileno neste 

evento, deve-se levar em consideração a relação deste hormônio com outros 

sinalizadores vegetais que não foram propostos neste trabalho. 

É conhecido o efeito do etileno sobre a estabilidade das proteínas DELLA, 

que inibem a transcrição de genes de resposta à giberelina (Achard et al., 2003). 

Como o 1-meticiclopropeno (MCP) inibe a ação 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 fenótipo muito semelhante ao das plantas mantidas sob fotoperíodo 

(tratamento claro). Suas folhas mostravam-se vigorosas e clorofiladas, mesmo 

após o terceiro mês 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 número de raízes superior aos outros tratamentos, esses fatores 

somados, podem apontar para uma possível competição por nutrientes (dreno) 
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entre esses órgãos e o meristema apical caulinar. Considerando o fenótipo 

observado, pode-se supor que a distribuição de nutrientes favoreceu as folhas e 

raízes em relação à atividade meristemática, a qual não foi retomada. Tanto as 

folhas, quanto as raízes, poderiam estar atuando como órgãos dreno, competindo 

por nutrientes e inibindo a realocação de nutrientes para o meristema apical 

caulinar.  

Até o momento, pouco ainda se sabe sobre os efeitos do óxido nítrico nos 

vegetais. Esta molécula ainda traz discórdias quanto sua classificação, que oscila 

entre mensageiro secundário (Magalhães et al., 2000; Pagnussat et al., 2003; Neill 

et al., 2008) e novo hormônio vegetal (Beligni e Lamattina, 2001; Lamattina et al., 

2003). 

No presente trabalho os tratamentos com óxido nítrico apresentaram 

resultados surpreendentes no que tange a promoção do crescimento caulinar e o 

número de gemas laterais nas plantas de Dendrobium “Second Love”. As plantas 

tratadas com 1.000 ppm de NO, além de apresentarem alongamento do estolão 

apical muito semelhante ao observado em plantas tratadas com 1 e 10 ppm de 

etileno, também apresentaram o maior número de gemas laterais por estolão e 

liberaram o maior número de estolões laterais quando comparado com o restante 

dos tratamentos realizados (Anexos II, III e IV). 

Ao contrário do efeito evidenciado por Beligni e Lamatina (2000), em que o 

NO prevenia o estiolamento, os estolões laterais de Dendrobium “Second Love” 

crescidos na presença de NO, apresentaram maior crescimento quando 

comparados aos demais tratamentos (Anexo V). 
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O óxido nítrico apresentou efeito positivo sobre a retomada da atividade 

meristemática 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 plausível postular que o 

óxido nítrico representa uma substância potencialmente promissora para a 

multiplicação in vitro desta orquídea, com evidente importância em processos de 

regeneração de outras espécies vegetais. A respeito, vale destacar, a importância 

da relação dose-efeito desta molécula, posto que a concentração de 5.000 ppm 

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

 Durante os três meses experimentais, em todos os tratamentos, com 

exceção das plantas incubadas no claro e das plantas tratadas com 1.000 ppm de 

óxido nítrico, não foram verificadas alterações significativas quando à 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 começavam a apresentar aumento 

significativo no estiolamento do caule a partir do 6º mês de incubação no escuro. 

Tal fato leva-nos a crer que, para observarmos alteração no tamanho dos estolões 

e na massa das plantas submetidas à diferentes tratamentos no escuro, faz-se 

necessário um período de observação mais prolongado do que este por nós 

utilizado. 

 Quanto aos resultados obtidos com a emissão de etileno pelas plantas de 

Dendrobium, todos os tratamentos apresentaram níveis de emissões superiores a 

aqueles observados nas plantas cultivadas no claro. Tais resultados indicam que 

as altas emissões de etileno nos diferentes tratamentos poderiam estar 
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relacionadas às substâncias utilizadas ou ao fato das plantas encontrarem-se 

incubadas no escuro. 

 O envolvimento do etileno com respostas a ferimentos, disponibilidade de 

água no solo, hipóxia das raízes, poluição química e do ar, salinidade, entre 

outros, levaram este hormônio vegetal a ser considerado como “hormônio do 

estresse” (Abeles, 1973). 

 Nos tratamentos que apresentaram maior emissão deste gás, foi observada 

uma maior liberação de estolões laterais. Tal fato pode estar relacionado à atuação 

do etileno no catabolismo e conjugação de auxinas (Sanyal e Bangerth, 1998), 

alterando assim o balanço auxinas/citocininas na manutenção da dominância 

apical. Essa mudança nos gradientes de auxina poderia estar ocasionando a 

quebra de dominância apical, permitindo, assim, o desenvolvimento dos estolões 

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 

aqueles encontrados em plantas de Cymbidium e Catasetum quando sob os 

mesmos tratamentos. No entanto, o efeito autocatalítico pronunciado do etileno 

sobre sua síntese descrito por Dugardeyn et al., (2008), ainda que tenha sido 

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

 Um resultado interessante relacionado com a produção de etileno foi 

observado no tratamento com 1-metilciclopropeno. A despeito de sua natureza 

inibitória, a sua presença nos frascos de cultura resultou numa elevação 

substancial na liberação deste gás. Sabe-se que o 1-MCP se liga ao receptor do 

etileno, impossibilitando dessa forma, que o hormônio ocupe o sítio a ele 
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destinado, e não permitindo que o etileno atue normalmente (Sisler e Serek, 2003). 

Posto isso, vale conjecturar que com os receptores de etileno ocupados com o 1-

metilciclopropeno, a planta continuaria a emitir o etileno na tentativa de compensar 

a falta de percepção. Outra hipótese compensatória à diminuição da sensibilidade 

ao etileno envolveria um aumento de receptores de etileno pela planta. Como o 1-

MCP tem tempo limitado (e desconhecido) de ligação com os receptores de 

etileno, a planta poderia sintetizar novos receptores para suprir a falta deste gás 

nos tecidos por esse longo período. Com isso, a planta permitiria que os novos 

receptores atuassem frente ao etileno acumulado. 

 Segundo Blankenship e Dole (2003), o 1-MCP possuí ação diferenciada em 

cada espécie vegetal e depende do tempo de exposição e da temperatura em que 

as plantas estão submetidas. No presente estudo, a dosagem utilizada, o tempo de 

exposição ao 1-MCP e a temperatura utilizada, favoreceram a atuação deste 

inibidor de etileno, resultado em um acúmulo deste gás no interior dos frascos 

(Anexo VIII). 

 Quanto à liberação de CO2, as concentrações encontradas nos frascos 

incubados no escuro foram maiores do que nos frasco mantidos no claro. Apesar 

das semelhanças fenotípicas encontradas entre as plantas mantidas sob o claro e 

aquelas tratadas com 100 ppm de 1-MCP, as mesmas divergiram quanto aos 

níveis das emissões de CO2. Enquanto as plantas tratadas com 1-MCP emitiram 

elevados níveis deste gás, as plantas tratadas no claro emitiram níveis vinte vezes 

inferiores do que as primeiras, ao final do terceiro mês de incubação. 

 Esses resultados apontam para uma possível relação dos níveis de CO2 

com a fotossíntese realizada pelas plantas mantidas no claro. Estas, por sua vez, 

estariam utilizando o dióxido de carbono acumulado no interior dos frascos para 
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síntese de carboidratos via fixação pela rubisco, diminuindo, assim, os níveis 

desse gás nesse tratamento. Ou talvez, de modo semelhante ao observado nas 

emissões de etileno, a elevada emissão de CO2 nas plantas incubadas no escuro, 

pudesse estar relacionado ao estresse causado pela ausência de luz. Estresse 

este que as plantas tratadas no claro não foram submetidas. 

 Não se observou nas plantas de Dendrobium “Second Love” um padrão na 

liberação de CO2 entre os diferentes tratamentos ao longo dos três meses 

experimentais, situação esta diferente daquela observada em plantas de 

Catasetum fimbriatum, incubadas na luz, onde um aumento significativo na 

emissão deste gás ocorria no primeiro mês de tratamento, sugerindo uma maior 

atividade metabólica dessas plantas quando comparadas com as emissões no 

segundo mês 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 estolões oriundos de plantas mantidas na 

penumbra foram utilizados como explante para verificar a viabilidade para 

formação de novas plantas, foi observada uma porcentagem de regeneração 

inferior em relação aos estolões mantidos no escuro. Duas hipóteses, 

correlacionadas, podem ser levantadas a partir do resultado obtido neste 

experimento.  

 A primeira hipótese baseia-se no componente estrutural de ambas as 

plantas Enquanto as cultivadas na penumbra originavam folhas maiores com 

bainhas mais conspícuas do que as plantas incubadas no escuro, suas bainhas 
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poderiam atuar como uma espécie de barreira física limitadora do contato das 

gemas laterais com o meio de cultura. Não é de todo descartável, ainda sob esta 

circunstância, um efeito de “aprisionamento” mecânico das gemas laterais pelos 

tecidos da bainha. 

 A segunda hipótese, também relacionada com as folhas, remete à teoria 

fonte/dreno. As folhas por serem mais alongadas e vigorosas quando incubadas 

na penumbra, poderiam funcionar como drenos de utilização, realocando como 

tais, os nutrientes para si ao invés de permitir que fossem canalizados para os 

tecidos meristemáticos. Infelizmente, são ainda escassos os estudos comparativos 

de desenvolvimento em plantas submetidas ao escuro e à penumbra. 
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VI. Conclusão 

 

Buscou-se no presente estudo dar-se início ao estabelecimento de uma 

estratégia que permitisse a estimulação do crescimento caulinar continuado de 

plantas de Dendrobium “Second Love” sob condições in vitro, a partir do 

meristema apical ou lateral, utilizando-se para tal fim três tipos de substâncias de 

crescimento: giberelina, etileno e óxido nítrico.  

Os resultados indicaram que ao contrário do que seria esperado, os 

tratamentos com giberelina não apresentaram, praticamente, nenhum efeito 

significativo sobre o crescimento das plantas. Por outro lado, de forma também 

diferente do que se poderia esperar, alguns efeitos estimulatórios importantes 

sobre o crescimento no escuro foram observados na presença tanto de etileno, 

quanto de óxido nítrico; neste, mais proeminente do que no primeiro. 

Face às respostas incomuns apresentadas por esta orquídea nas condições 

experimentais empregadas, quer nos parecer que este material abre perspectivas 

interessantes para abordagens experimentais a respeito do papel do etileno e do 

óxido nítrico no controle do desenvolvimento das plantas. 

  

 

 

 



 

74 

 

Resumo 

 

A multiplicação de orquídeas in vitro vem sendo utilizada há algum tempo com 

objetivo de elevar a taxa de multiplicação, além de eliminar patógenos e reduzir 

gastos na produção. Esta ferramenta de trabalho vem sendo rotineiramente 

utilizada no nosso laboratório, ao longo de mais de duas décadas em nosso 

laboratório, em pesquisas básicas de fisiologia e de aprimoramento da técnica de 

clonagem, principalmente de orquídeas. Neste caso,o uso da técnica visa a 

obtenção de maior estabilidade genética dos regenerantes em cultivos de longa 

duração. Plantas do gênero Catasetum apresentam atividade indeterminada do 

meristema apical caulinar quando incubadas no escuro, originando em pouco 

tempo longos estolões com crescimento indeterminado, comportamento raro no 

reino vegetal. Cada nó do caule estiolado possui uma gema lateral que, quando 

isolada e incubada no claro, forma rapidamente uma planta completa, facilitando a 

micropropagação. Outras espécies de orquídeas valorizadas na floricultura não 

apresentam tal facilidade na multiplicação, mostrando-se recalcitrantes à 

micropropagação, como é o caso do gênero Dendrobium (Orchidaceae). O objetivo 

deste estudo foi obter uma melhor compreensão dos mecanismos fisiológicos 

envolvidos no estiolamento de plantas Dendrobium “Second Love”, que apresenta 

crescimento caulinar limitado quando sob ausência de luz, buscando compreender 

os efeitos do escuro e dos hormônios etileno e giberelina, bem como do radical 

livre óxido nítrico e gás carbônico na atividade dos meristemas apicais e laterais 

dessa orquídea. Como objetivo complementar, buscou-se estimular um 

estiolamento mais pronunciado, visando com isto um aumento potencial na 

formação de gemas laterais, paralelamente à quebra da dominância apical e o 
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crescimento subsequente dos estolões. As plantas de Dendrobium utilizadas 

faziam parte do nosso estoque de germoplasma in vitro. Após 120 dias de 

incubação no claro, as plantas foram transferidas para o escuro e tratadas com 

diferentes concentrações de ácido giberélico (GA), paclobutrazol (PA - inibidor de 

biossíntese de giberelina), etileno, 1-metilciclopropeno (1-MCP - inibidor da ação 

do etileno) e óxido nítrico (NO). Análises mensais dos teores de etileno e CO2 

acumulados nos frascos foram realizadas por meio de cromatografia gasosa 

durante três meses. Após 30, 60 e 90 dias de tratamento no escuro, quantificou-se 

o número de gemas laterais presentes nos estolões, o número de gemas laterais e 

apicais que se desenvolviam, o tamanho dos estolões formados, bem como os 

respectivos valores de massas fresca e seca destes. Por fim, buscou-se avaliar 

ainda a importância da incubação na penumbra e no escuro sobre o crescimento 

caulinar, o número de gemas laterais e o desenvolvimento destas após três 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 μM 

de óxido nítrico, verificou-se ao final do terceiro mês que o número 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 número 

de gemas e de estolões laterais, quando comparados ao controle a partir do 

segundo mês de incubação. Quanto ao tamanho do estolão apical, os tratamentos 

com 5 e 50 μM de GA não apresentaram nenhum efeito promotor sobre 

alongamento caulinar. Mesmo não apresentando a retomada da atividade 

meristemática apical, o tratamento com 5 μM de PA liberou um número maior de 

estolões laterais que o controle. Plantas tratadas com 1.000 ppm de NO, a partir 

do segundo mês de incubação, apresentaram um número elevado de estolões 
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laterais, além dos mesmos apresentarem-se significativamente maiores. O 

tratamento com 100 ppm de 1-MCP apresentou o mesmo fenótipo das plantas 

tratadas no claro, ou seja, não estiolaram mesmo sob a ausência de luz. Quanto à 

emissão de etileno, observou-se que o tratamento com 1-MCP acarretou um 

aumento significativo na emissão deste gás pela planta, alcançando valores vinte 

vezes maiores do que no tratamento controle. Já a emissão de CO2 foi menor no 

tratamento claro quando comparada a maioria dos outros tratamentos no escuro. 

Os tratamentos em maiores concentrações de GA e NO pareceram promover 

algum tipo de estresse na planta (evidenciado pela necrose dos tecidos), 

demonstrando que a espécie em questão pode ser sensível à níveis elevados 

destas substâncias. 
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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 



 

78 

 

(NO). During a three months period, monthly analyzes of the accumulated levels of 

ethylene and CO2 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 μM 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 μM of GA had no promoting effect on the apical stolon 

stem elongation. Although not presenting the resumption of apical meristem 

activity, 5 μM 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. CO2 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 

1º Mês 2º Mês

Claro

Ctrl Ar Sintético

5 uM GA

50 uM GA

5 uM PA

Trocas Gasosas

50 uM PA

3º Mês

1 ppm etileno

10 ppm etileno

100 ppm MCP

1000 ppm NO

5000 ppm NO
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Anexo I. Fenótipos das plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados após 30, 

60 e 90 dias de incubação. Barra indica 1 cm. 
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Anexo II. Tamanho do estolão apical de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos 

realizados após 30, 60 e 90 dias de incubação.  
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Anexo III. Número de gemas laterais de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos 

realizados após 30, 60 e 90 dias de incubação. 
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Anexo IV. Número de estolões laterais de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos 

realizados após 30, 60 e 90 dias de incubação. 
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Anexo V. Tamanho dos estolões laterais de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos 

realizados após 30, 60 e 90 dias de incubação. 
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Anexo VI. Massa fresca de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados após 

30, 60 e 90 dias de incubação. 
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Anexo VII. Massa seca de plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados após 

30, 60 e 90 dias de incubação. 
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Anexo VIII. Emissão de etileno por plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos 

realizados após 30, 60 e 90 dias de incubação. 
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Anexo IX. Emissão de CO2 por plantas de Dendrobium nos diferentes tratamentos realizados 

após 30, 60 e 90 dias de incubação. 
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