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PACLOBUTRAZOL NO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE
Zygopetalum crinitum LODD. E Cattleya schilleriana RCHB.F. (ORCHIDACEAE)
DURANTE AS FASES IN VITRO E DE ACLIMATIZACAO

RESUMO - As plantas da familia Orchidaceae sao muito apreciadas pelo
potencial ornamental, ecolégico e econdmico. O dominio de técnicas para a
domesticacdo e propagacao em massa das espécies € extremamente importante,
visto que possibilita diminuir a coleta predatéria, além de reduzir o custo de
producao das plantas. O cultivo in vitro € uma técnica que permite produzir grande
numero de plantas; entretanto, ocorrem muitas perdas durante o periodo de
aclimatizacao (ex vitro). O retardante de crescimento paclobutazol (PBZ) atua como
inibidor de giberelinas, diminuindo a parte aérea das plantas, promovendo
engrossamento nas raizes e aumentando a resisténcia a estresses, caracteristicas
estas relevantes para aclimatizacdo de mudas com sucesso, contribuindo para altas
taxas de sobrevivéncia. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da
suplementacdo do meio de cultura Murashige e Skoog com PBZ, no crescimento e
desenvolvimento in vitro, e na aclimatizacdo de plantas de Zygopetalum crinitum e
Cattleya schilleriana, visando aumentar a taxa de sobrevivéncia ex vitro. O
delineamento experimental (in vitro e ex vitro) foi inteiramente casualisado, com
quatro tratamentos (trés concentragdes de paclobutrazol: 0,5; 1,0; 1,5 mg L' e
controle); na fase in vitro foram 5 repeticbes com 5 plantulas/parcela, e na fase ex
vitro, 5 repeticdes com 15 plantulas/parcela. A suplementacdo do meio de cultivo
com PBZ promoveu em plantulas de Z. crinitum redugdo no comprimento da parte
aérea e do sistema radicular, e engrossamento das raizes durante a fase in vitro; na
fase ex-vitro, verificou-se engrossamento das raizes, redugdo no comprimento e na
massa de matéria seca da parte aérea. As alteragdes morfofisioldgicas promovidas
nas plantulas pela aplicacdo de PBZ nao implicaram melhores taxas de
sobrevivéncia desta orquidea. Em plantulas de C. schilleriana o PBZ promoveu
engrossamento das raizes durante a fase in vitro; na aclimatizagdo, verificou-se
engrossamento das raizes e redugdo no comprimento da parte aérea. As alteragbes
morfofisiolégicas promovidas nas plantulas pela aplicagdo de PBZ implicaram
melhores taxas de sobrevivéncia desta orquidea.

Palavras-chave: Orquidea, retardante de crescimento, triazol
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PACLOBUTRAZOL IN GROWTH AND DEVELOPMENT OF Zygopetalum
crinitum LODD. AND Cattleya schilleriana RCHB.F. (ORCHIDACEAE) DURING
IN VITRO AND ACCLIMATIZATION PHASES

SUMMARY - The plants from Orchidaceae family are very much appreciated
by their ornamental, ecologic and economic potential. The mastery of domestication
techniques and mass propagation of the species is extremely important since it
would decrease the predatory collecting and also reducing the production cost of the
seedlings. The in vitro cultivation is a technique that allows the production in large
scale; however, the losses during the acclimatization process (ex vitro) can be
considerable. The growth retardant paclobutrazol (PBZ) act as gibberellin synthesis
inhibitor, reducing the growth of the aerial part and promoting root thickening of the
plants, which may increase their resistance to stress conditions; and also being
considered good characteristics for plant survival in the acclimatization phase. This
work has aimed to study the effect of PBZ supplementation on Murashige and Skoog
culture media in the growth and development in in vitro and acclimatization process
of Zygopetalum crinitum and Cattleya schilleriana, aiming to increase the survival
rate. The experimental design (in vitro and ex vitro) was totally randomized, with four
treatments (three paclobutrazol doses: 0.5, 1.0, 1.5, mg L™ and a control); in the in
vitro phase were performed 5 replications with 5 seedlings per plot and in the ex vitro
one, 5 replications with 15 seedlings per plot. The paclobutrazol supplementation
promoted, for Z. crinitum seedlings, reduction in aerial part and root length and root
thickening in the in vitro process; in the ex vitro phase, it was observed root
thickening and reduction in length and dry mass of the aerial part. The
morphophysiological changes in the seedlings due to the PBZ application did not
cause an increase in survival rates for this orchid. For C. schilleriana seedlings, the
PBZ promoted root thickening in vitro; and in the acclimatization a root thickening
and reduction of the aerial part length were verified. In this case, the
morphophysiological changes in the seedlings due to the PBZ application promoted
an increase in the survival rate.

Keywords: Orchid, growth retardant, triazol
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CAPITULO 1 - Consideracbes gerais

1.1. Introdugao

A familia Orchidaceae € uma das maiores entre as Angiospermas, com cerca
de 700 géneros e 30.000 espécies diferentes (MILLER; WARREN, 1996). Apresenta
aproximadamente 40% das Monocotiledéneas e ocorre por quase todas as regides
do planeta (DAHLGREN; CLIFFORD; YEO, 1985). Pabst e Dungs (1975; 1977) na
ultima revisao, apontaram cerca de 2.350 espécies e 191 géneros para o Brasil.

O Brasil dispbe de grande biodiversidade de orquideas, principalmente das
epifitas, no entanto, muitas delas estdo correndo risco de extingdo, seja pela
destruicdo do habitat, pelas coletas predatorias ou uso de produtos téxicos,
causando o desaparecimento dos polinizadores, desta forma, as plantas
remanescentes em matas preservadas, nao mais se reproduzem, pois n&o ocorre a
polinizagao e a formacao das capsulas de sementes (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001). Segundo a ultima lista divulgada pelo Ministério do Meio Ambiente, ha 34
espécies de orquideas ameacgadas de extingdo no Brasil (BRASIL, 2008).

Muitas plantas da familia Orchidaceae sdo bastante conhecidas no mercado,
mas ainda apresentam alto custo de produgao, inviabilizando o consumidor de
adquiri-las. O desenvolvimento de técnicas de produgdo em massa de plantas de
qualidade € muito importante para reduzir os custos tanto para o produtor quanto
para o consumidor, além de promover a preservacao das espécies em seu habitat.

A propagacgao das orquideas pode ser vegetativa ou via semente, no caso da
primeira, o numero de plantas que se obtém é bastante limitado, inviabilizando o
fornecimento de mudas para o mercado; ja por via seminifera, ha o empecilho das
sementes serem diminutas e desprovidas de endosperma, necessitando de cultivo in
vitro para a germinagao assimbidtica dessas sementes.

No cultivo in vitro é utilizado meio de cultura que oferece condigdes

necessarias ao crescimento e desenvolvimento das plantas (BUTCHER; INGRAN,



1976; DIXON, 1985) e o uso adequado de reguladores de crescimento pode ser
essencial tanto para a fase in vitro como para a aclimatizacédo (SOUZA et al., 2003).
Este cultivo apresenta vantagens como multiplicacéo eficiente, grande numero de
plantas, utilizacdo de pequeno espaco fisico e curto espago de tempo
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Reguladores de crescimento sao horménios sintetizados quimicamente que
provocam reacgdes similares aos horménios naturais das plantas, como alterar o
crescimento e desenvolvimento das plantas (HARTMANN et al., 2002).

As giberelinas sdao compostos terpénicos, formados de unidades
isopropénicas (TAIZ; ZEIGER, 2009), constituintes de uma classe de horménio que
influencia o desenvolvimento da planta durante todo o seu ciclo de vida. Os
principais sitios de biossintese deste horménio séo tecidos vegetativos em rapido
crescimento, como, sementes e frutos em desenvolvimento (KERBAUY, 2008). De
acordo com Taiz e Zeiger (2009), esta substancia promove incremento na divisdo
celular e alongamento das células.

O paclobutrazol € um regulador de crescimento que inibe a sintese de acido
giberélico promovendo mudangas morfologicas nas plantas (SMITH; ROBERTS;
MOTTLEY, 1990; ROBERTS et al., 1992; SMITH et al., 1992) que pode favorecer a
aclimatizacao das mudas (CANTO et al., 2004). A consequéncia morfoldgica direta
da inibicdo da giberelina € a redugdo do crescimento vegetativo e os efeitos que
refletem na alteragdo da forca-dreno dentro da planta, ocorrendo maior particdo de
assimilados (LEVER, 1986).

O uso do PBZ no cultivo in vitro tem sido estudado como alternativa para
maior sucesso ha aclimatizacdo de mudas, contribuindo para adaptacao rapida e
altas taxas de sobrevivéncia (KOZAK, 2006; THAKUR et al., 2006; GLIOZERIS;
TAMOSIUNAS; STUOPYTE, 2007), principalmente por sua capacidade de retardar o
crescimento das plantulas e aumentar a resisténcia a estresses, como o hidrico
(BANON et al., 2001; BEROVA; ZLATEV; STOEVA, 2002; ZHU; VAN-DE-PEPPEL;
LI; WELANDER, 2004).

A aclimatizacado é a transferéncia das plantas da condicéo in vitro para ex
vitro. Esta fase é bastante delicada, pois a planta € submetida a fatores externos

(luminosidade, taxa de fotossintese, absorgc&o de nutrientes e fitossanidade) e ocorre



a conversao da condigao heterotrofica para autotrofica, e um gradual retorno as
caracteristicas naturais da planta (DIAZ-PEREZ; SHACKEL; SUTTER, 1995). Estas
mudangas podem comprometer a sobrevivéncia das mudas, resultando em perdas
significativas na produgao das plantas.

O Brasil é detentor de muitas espécies de orquideas com alto potencial
ornamental, e parte dessas espécies estdo ameacgadas de extingdo, por isso a
importancia do desenvolvimento de técnicas para multiplicagdo com sucesso.

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da suplementagdo do meio
de cultura Murashige e Skoog com paclobutrazol, no crescimento e desenvolvimento
in vitro, e na aclimatizagdo de plantas de Zygopetalum crinitum e Cattleya

schilleriana, visando aumentar a taxa de sobrevivéncia ex vitro.

1.2. Revisao de Literatura

1.2.1. Floricultura e comercializagao de orquideas

A floricultura abrange o cultivo de plantas ornamentais (envasadas e de
corte), floriferas ou n&o, até a produgédo de sementes, bulbos e mudas de arvores de
grande porte (CASTRO, 1998). O cultivo de flores e plantas ornamentais é
considerado uma atividade econdmica relevante no agronegdcio nacional e
internacional, pela geracdo de empregos diretos e indiretos e, pelo valor de sua
producdo e comercializagdo (CANCADO JUNIOR; PAIVA; ESTANISLAU, 2005).

A produgcdo e comercializacdo de flores e plantas ornamentais no Brasil
tiveram inicio na década de 30, com a chegada dos imigrantes japoneses na regiao
de Sao Paulo. Na década de 70, os holandeses impulsionaram a comercializagéo do
setor com a implantacdo de um sistema de distribuicdo pelo pais. A criagdo do
Veiling Holambra em 1989 transformou o mercado, influenciando o comportamento e
as praticas do setor (SALOME, 2007).

O setor de floricultura, em 2009, exportou aproximadamente US$ 31 milhdes



e importou US$ 19 milhdes, tendo um superavit de cerca de US$ 11 milhdes. No ano
de 2010 e 2011 houve uma queda nas vendas do setor, o superavit foi em torno de
US$ 3 milhdes e US$ 1,9 milhado, respectivamente (IBRAFLOR, 2011).

Segundo Junqueira e Peetz (2012a), a redugao nas exportacdes de flores e
plantas ornamentais se deu por causa da crise econdmica nos principais mercados
importadores mundiais (zona do Euro, EUA e Japao), e também pela valorizagéo da
politica cambial do real, que induz a perda de competitividade das flores e plantas
ornamentais no mercado mundial; no entanto, o mercado interno tem permitido
sustentar o escoamento para os volumes crescentes de sua producao.

A média anual de consumo de flores e plantas ornamentais no Brasil é cerca
de R$ 13,00 a R$ 15,00 por pessoa, muito abaixo do consumo per capita europeu,
estimado em US$ 70,00 por habitante ao ano (ABCSEM, 2010). Este baixo consumo
possibilita ao produtor vislumbrar um mercado interno em potencial, e, desta forma,
buscar novos clientes e aumentar as vendas.

O comércio de flores e plantas ornamentais no mercado brasileiro € mais
intenso nas datas que comemora o Dia das Maes e o Dia dos Namorados, sendo
que, as rosas vermelhas (corte) e a orquideas do género Phalaenopsis (vaso) lidera
o mercado (JUNQUEIRA; PEETZ, 2012b).

As orquideas mais comercializadas no Brasil pertencem aos géneros
Cattleya, Laelia, Oncidium, Miltonia, Dendrobium, Vanda, Epidendrum e
Paphiopedilum (PASQUAL et al.,, 2005), sendo que, para corte, sdo 0s géneros
Cattleya, Cymbidium, Dendrobium (Denphal), Oncidium e Phalaenopsis; alguns
géneros, como Epidendrum, Paphiopedilum e Vanda, estdao despontando nesta area
(PIVETTA et al., 2013).

Em 2009, o Brasil exportou US$ 219,86 mil de orquideas. Os principais
paises de destino foram Japdo (53,08%), Alemanha (21,74%), EUA (12,27%) e
Holanda (8,08%), além de Ucrania, Taiwan, Hong Kong, Africa do Sul e Chile (JUN-
QUEIRA; PEETZ, 2012a).

Os atacadistas s&o responsaveis por 70% das vendas das orquideas
Phalaenopsis, sendo que no ano de 2011 vendeu 2,5 milhdes de vasos, seis vezes
que o ano de 2003, em que foram vendidos 398 mil vasos (ABAFEP, 2011).



A introducdo de novas tecnologias, espécies e variedades de orquideas no
Brasil, promoveram um acréscimo na produtividade destas plantas, refletindo um
incremento do comércio tanto no mercado interno quanto externo (TAKANE;
YANAGISAWA, 2007).

1.2.2. Familia Orchidaceae

As orquideas pertencem a classe Monocotiledénea, sendo estas plantas
consideradas as mais evoluidas do reino vegetal (PAULA; SILVA, 2001), com
diversas formas de adaptagdo aos diferentes ambientes. Podem ser epifitas,
terrestres, saprofitas ou litofiticas; a maioria das espécies apresenta habitos
epifiticos (BLACK,1984).

A familia Orchidaceae é a maior de todo o reino vegetal, compreendendo
aproximadamente 800 géneros, com cerca de 24.000 espécies, as quais séo
distribuidas em quase todos os continentes (FAY; CHASE, 2009); as orquideas
representam por volta de 10% de todas as plantas com flores no mundo (ROBERTS;
DIXON, 2008).

O Brasil apresenta grande diversidade de orquideas, a maioria epifita, com
cerca de 200 géneros e aproximadamente 2.350 espécies. Estas plantas destacam-
se pelo potencial ornamental; interesse econémico e botanico; além da importancia
para a industria medicinal, cosmética e alimenticia (SILVA, 2003; ARAUJO, 2004).

O crescimento das orquideas pode ser monopodial (ereto) ou simpodial
(prostrado) e sado constituidas de raiz, caule (bulbo/pseudobulbo), folha,
inflorescéncia, flor e fruto do tipo capsula (DRESSLER, 1993). Apresentam raizes
fasciculadas e compostas por cambio vascular, cortex e velame, composto por duas
a trés camadas de células lignificadas, que pode servir como fonte de reserva (agua
e nutrientes) e protecdo (mecanica e reflexdo da radiagao solar), principalmente para
as raizes epifitas, as quais nao possuem a protecao fisica do solo como as espécies
terrestres (ARDITTI, 1992; ARDITTI; ERNST, 1993).



Importante na manutengdo da biodiversidade, a familia Orchidaceae é
composta por individuos bioindicadores do estado de conservagao das florestas, por
serem sensiveis as interferéncias em matas primarias (PELUZIO; SOARES, 2004;
MARRARA et al., 2007) e por sua complexa interagao ecolégica com polinizadores e
microorganismos (ROBERTS; DIXON, 2008).

Ha muitas espécies de orquideas tropicais em vias de extingdo, havendo,
portanto, necessidade urgente de retira-las desta condigdo (FARIA et al., 2001). De
acordo com a ultima lista divulgada pelo Ministério do Meio Ambiente, existem 34
espécies de orquideas ameacadas de extincdo (BRASIL, 2008). Atribui-se a
diminuicdo das orquideas do habitat natural a coleta predatéria e ao aumento das
fronteiras agricolas (COLOMBO et al., 2005).

1.2.3. Género Zygopetalum

O género Zygopetalum apresenta aproximadamente 16 espécies; ocorre no
Brasil, Peru e outros paises da América do Sul. Este género abriga espécies de
habitos epifiticos e terrestres em altitudes moderadas de florestas umidas. A espécie
Zygopetalum crinitum Lodd., descrita por Loddiges, ocorre nas montanhas do sul do
Brasil;, € uma orquidea terrestre, com pseudobulbos ovdides parcialmente
enterrados na serapilheira; apresenta folhas lanceoladas e a inflorescéncia pode
medir até 50 cm de comprimento; as flores sdo perfumadas e ocorrem no final do

outono até o inicio da primavera (GLEN, 2002).



Figura 1. Aspecto da flor de Zygopetalum crinitum Lodd.. Fonte: Cibele Mantovani.

1.2.4. Género Cattleya

O género Cattleya é originario da América Tropical e Subtropical, entre
México e Brasil; engloba cerca de 70 espécies e inumeros hibridos naturais. As
orquideas desse género sdo todas epifitas de crescimento simpodial; as folhas
podem ser unifoliadas ou bifoliadas, as primeiras possuem inflorescéncia com 2 a 6
flores grandes com labelos atrativos; a segunda possui inflorescéncia maior com
flores pequenas (TAKANE; YANAGISAWA,; PIVETTA, 2010).

A orquidea Cattleya schilleriana Rchb.f. recebeu esse nome por causa de sua
primeira aparicao, em 1857, em Hamburgo, na Alemanha, na colecdo do Consul de
Shiller. Atualmente esta extinta na natureza; era endémica do Espirito Santo em
altitudes de 400 a 800 m. A espécie apresenta pseudobulbos, folhas bifoliadas e
elipticas, flores de cor marrom-esverdeado com maculas vermelho-escuras, labelo

vistoso de cor amarelo ouro com estrias purpuras (CATTLEYA... , 2013).



Figura 2. Aspecto da flor de Cattleya schilleriana Rchb.f.. Fonte: Cibele Mantovani.

1.2.5. Propagacgao de orquideas

Durante muitos anos, as orquideas foram propagadas por meio de gemas ou
estruturas semelhantes a gemas, pois se acreditava que suas sementes ndo eram
viaveis (KERBAUY; HANDRO, 1980).

As plantas da familia Orchidaceae, por apresentarem sementes muito
pequenas e desprovidas de endosperma, necessitam de substrato infectado por
fungo simbionte, para que ocorra germinagao natural destas sementes, desta forma,
a produgao em larga escala destas plantas é dificultada. Por este motivo, técnicas
de germinagao de sementes in vitro tém sido bastante utilizadas, embora propicie
elevada taxa de segregagdo génica, ja que a propagagdo € via seminifera,
resultando numa populacao distinta da planta matriz (ARDITTI; ERNST, 1993).

O método de propagacgao vegetativa artificial, por meio da separagéo de
rebentos, € uma alternativa para a manutengdo de plantas com caracteristicas

especiais ou raras; € um processo muito lento, além de expor a planta matriz ao



ataque de fitoparasitas, ou pelas as plantas ndo suportarem a separacdo em mudas,
colocando o material selecionado em risco (DIGNART, 2006).

A micropropagacdo € uma alternativa de reprodugao in vitro que vem
aumentando significativamente a produgéo comercial de orquideas. A propagagao in
vitro tem sido utilizada para diversas orquidaceas, resultando em uma populagao
numerosa de plantas homogéneas com caracteristicas desejaveis (DIGNART, 2006).

O aprimoramento de técnicas como cultivo in vitro, micropropagacao e
estabelecimento de protocolos s&o fundamentais para a propagacgao das orquideas,
contribuindo para a preservacio de espécies em extingdo e a produgao de grande

quantidade de mudas de alta qualidade.

1.2.6. Cultivo in vitro

Os meios nutritivos fornecem as substancias essenciais para o crescimento
dos tecidos e controlam o padrédo de desenvolvimento in vitro, baseando-se nas
proporgdes exigidas para cada espécie (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998).
A composicao do meio de cultura, em geral, € de macro e micronutrientes minerais,
vitaminas, acgucares, reguladores de crescimento e suplementos organicos
(KNUDSON, 1946; VACIN; WENT, 1949; WHITE, 1951; MURASHIGE; SKOOG,
1962; GAMBORG, 1984). Assim, varios compostos sdo adicionados para suprir as
necessidades metabdlicas, energéticas e estruturais da célula.

No caso de plantas da familia Orchidaceae, o meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) é muito utilizado para o cultivo in vitro de espécies de
varios géneros, como Cattleya sp. (TORRES; MOGOLLON, 2002), Dendrobium sp.
(SOBHANA; RAJEEVAN, 2002), Paphiopedilum sp. (CHEN et al., 2002), Ipsea sp.
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(MARTIN, 2003), Cymbidium sp. (YANG et al., 2009), Phalaenopsis sp. (LEE; CHEN;
HUANG, 2010), entre outros.

O ambiente in vitro é caracterizado pelo cultivo em frascos estéreis que
permitem pouquissimas trocas gasosas com o ambiente, apresentam umidade
relativa excessiva, alta concentracao de etileno e baixa concentracao de CO, (ERIG;
SCHUCH, 2005), e as plantulas sdo mantidas em baixa luminosidade, além de a
sacarose constituir a maior fonte de energia metabdlica utilizada por essas plantulas
(KODYN; ZAPATA-ARIAS, 1998; ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1999;
ARIGITA; GONZALEZ; TAMES, 2002).

As plantulas cultivadas in vitro, em fungdo das condicbes do ambiente
desfavoraveis para a realizacdo de fotossintese, mostram-se com metabolismo de
carbono predominantemente hetero ou mixotréfico, sendo sacarose a principal fonte
de carbono e energia para seu crescimento e desenvolvimento (DECCETTI, 2004).
A sacarose é importante para a organogénese in vitro, influenciando no crescimento,
no ciclo celular e nos processos de diferenciagao (VAZ; KERBAUY; RIBEIRO, 1998);
0 uso de elevadas concentragdes no meio de cultura tem sido considerado uma das
principais causas da redugcdo das taxas fotossintéticas in vitro (LANGFORD;

WAINWRIGHT, 1987), promovendo altas taxas de mortalidade na aclimatizagao

1.2.7. Reguladores de crescimento

Os processos bioquimicos e fisioldgicos nas plantas s&o controlados por
horménios produzidos em um sitio e translocado a outros sitios, visando alterar o
crescimento e o desenvolvimento. Horménios vegetais sdo substancias naturais
produzidas pela propria planta, e, reguladores de crescimento, sdo hormoénios
sintetizados quimicamente que provocam reagdes similares aqueles causados pelos
naturais. Os hormoénios naturais de plantas mais comumente conhecidos sao as
auxinas, giberelinas, citocininas, o etileno e o acido abscisico (HARTMANN et al.,

2002) e os descobertos mais recentemente sao as poliaminas, o acido jasmoénico,
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brassinosteroides, &acido salicilico e oligossacarideos (ARNOLD et al., 2002;
JIMENEZ, 2005).

Os reguladores de crescimento sao substadncias que, mesmo em baixas
concentracdes, atuam em varios processos do desenvolvimento das plantas,
interferindo na biossintese dos horménios vegetais (REDDY et al., 1995; LAMAS,
2001). Com isso, sao capazes de afetar o crescimento e o equilibrio entre as partes
reprodutivas e vegetativas, melhorando a eficiéncia na distribuicdo dos
fotoassimilados (MEREDITH JR.; WELLS, 1989; ATAHYDE; LAMAS, 1999); os mais
utilizados pertencem ao grupo das auxinas e das citocininas, sendo considerados
vitais as plantas, e sua interacdo promove o crescimento e a divisdo celular
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para MARTINS et al. (1999), os reguladores vegetais podem influenciar
bastante o0 crescimento da planta, alterando o tamanho dos d&rgaos e,
consequentemente, o porte final, a produgcdo de matéria seca e a produtividade.

Rademacher (2000) relatou que retardantes vegetais s&o para reduzir o
crescimento longitudinal da parte aérea das plantas, sem reduzir a produtividade.

Esses produtos quimicos sintéticos sao frequentemente usados na produgao
de flores de vaso; atuam dentro da planta na reducdo da produgao natural de
giberelina, modificando sua morfologia e obtendo plantas pequenas. Por isso, séo
chamadas de antigiberelinas, interferindo na formacao de células e na elongagéo do
internddio abaixo do meristema; assim, plantas curtas sdo obtidas com o
desenvolvimento de flores normais, com folhas menores, com coloragao verde mais
intensa, e os caules e hastes ficam mais compactas. Estes compostos inibem a
divisdo celular no meristema subapical do caule, mas tém pouco efeito na produgao
de folhas ou no crescimento de raizes (GIANFAGNA, 1987; BARRET, 1992).

1.2.8. Paclobutrazol
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Os triazodis sao inibidores de crescimento que afetam a rota dos terpenos,
causando alteragdes no equilibrio hormonal das plantas, afetando a producao das
giberelinas (GA), acido abscisico (ABA) e citocininas (FLETCHER et al., 2000).

Um dos principais representantes da classe dos triazdéis € o paclobutrazol
(PBZ), que é caracterizado por apresentar estrutura em anel contendo trés atomos
de nitrogénio, clorofenil e cadeias laterais de carbono (FLETCHER et al., 2000).

O PBZ apresenta no interior da planta a mesma rota passiva por translocacao
apoplastica que a agua absorvida do solo (BARRET; BARTUSKA, 1982; WATSON,
2001), com pouco movimento no floema (RICHARDSON; WEBSTER; QUINLAN,
1986), constituindo movimento acréopeto. O acumulo do PBZ ocorre na raiz € no
tecido foliar, com rapida absorcdo e circulacdo no tecido, com resultados
significativos em 12 horas de tratamento (EARLY; MARTIN, 1988). Também pode
ser absorvido pelas folhas, caules e raizes, sendo translocado via xilema até os
meristemas subapicais de crescimento, onde ira inibir a biossintese de giberelinas e,
consequentemente, a elongagéo celular (TOMLIN, 1995).

Os triazdis inibem a biossintese de giberelina pelo bloqueio da atividade das
enzimas monooxigenases P450 no reticulo endoplasmatico. Essas enzimas
promovem oxidagao de ent-caureno a acido ent-caurendico e, por consequéncia,
GA1z.aldeido, que é a primeira giberelina formada em todas as plantas, sendo a
precursora de todas as outras (KENDE; ZEEVART, 1997), reduzindo o nivel de
divisdo celular sem causar citoxicidade (HAZARIKA, 2006).

As giberelinas sdo compostos terpénicos, formados de unidades
isopropénicas (TAIZ; ZEIGER, 2009), constituintes de uma classe de hormdnio que
influencia o desenvolvimento da planta durante todo o seu ciclo de vida. Os
principais sitios de biossintese deste horménio séo tecidos vegetativos em rapido
crescimento, como, sementes e frutos em desenvolvimento (KERBAUY, 2008). De
acordo com Taiz e Zeiger (2009), esta substancia promove incremento na diviséo
celular e alongamento das células.

A consequéncia morfolégica direta da inibicdo da biossintese de GA é a
reducao do crescimento vegetativo; os efeitos secundarios refletem na alteragao da
forgca-dreno dentro da planta, ocorrendo maior particdo de assimilados (LEVER,
1986).
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As giberelinas sdo importantes no desenvolvimento dos apices radiculares
(FU; HARBERD, 2003), agindo como opositores a agéo da proteinas DELLA, que
inibem o alongamento celular das raizes (GUBLER et al., 2002).

O PBZ também atua na inibicdo da biossintese de esterol, reduz a quantidade
de acido abscisico, etileno e acido indol-3-acético, e aumenta a quantidade de
citocininas (ARTECA, 1995). Apresenta efeitos bioquimicos como a redugédo de
espécies reativas ao oxigénio (KRAUS; FLETCHER, 1994), aumento dos niveis de
prolina (MACKAY et al., 1990) e teor de clorofila (FLETCHER; HOFSTRA, 1988).

O uso do PBZ no cultivo in vitro tem sido estudado como alternativa para
maior sucesso na aclimatizacao de mudas, contribuindo para adaptacao rapida e
altas taxas de sobrevivéncia (KOZAK, 2006; THAKUR et al., 2006; GLIOZERIS;
TAMOSIUNAS; STUOPYTE, 2007), principalmente por sua capacidade de retardar o
crescimento das plantulas e aumentar a resisténcia a estresses, como o hidrico
(BANON et al., 2001; BEROVA; ZLATEV; STOEVA, 2002; ZHU; VAN-DE-PEPPEL;
LI; WELANDER, 2004).

Torres e Mogollén (2002) utilizaram o PBZ in vitro (concentracgbdes: 0; 1,0; 2,0
e 4,0 mg L") para verificar o desenvolvimento da Cattleya mossiae, e concluiram
que houve redugdo no comprimento dos brotos e das raizes, sem afetar sua
quantidade, e redugao na espessura da epiderme e no comprimento da lamina foliar.

Minea et al. (2004), verificaram que o PBZ (concentracdes: 0; 0,01; 0,1 e 1 mg
L") em meio de cultivo “Vacin e Went” modificado, ndo apresentou resultados
significativos no desenvolvimento de plantulas de orquideas do género Spathoglottis.

Seguimentos de caule (2 a 3 cm), com 3 a 4 gemas, da orquidea Dendrobium
sp., foram colocados em meio de cultura MS suplementado com 3% de sacarose e
quatro concentraces de PBZ (0,025; 0,05; 0,075 e 0,1 mg L™"). As concentracdes de
0,025 a 0,075 mg L promoveram brotagdes em todas as gemas. A maior
porcentagem de indugao de gemas florais foi obtida com 0,05 mg LA morfologia
das flores ndo foi afetada pelos tratamentos (TE-CHATO; NUJEEN; MUANGSORN,
2009).

Cordeiro et al. (2010) ao suplementarem meio MS com diferentes

concentracdes de PBZ (0; 1,0 e 2,0 mg L™), verificaram que o triazol promoveu
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aumento no didmetro radicular das plantulas de Cattleya labiata, observando maior
porcao de tecido cortical em detrimento ao vascular.

Ichinose (2012), ao suplementar meio de cultura MS com doses crescentes
de PBZ, verificou em Sophronitis cernua reducdo do numero de folhas, da area
foliar, do comprimento e da massa de matéria seca da parte aérea; em
contrapartida, houve incremento do didametro das raizes e de sua massa de matéria
seca. A mesma autora estudando a orquidea Brassavola flagellaris, observou
incremento linear no diametro das raizes para todas as concentracdes testadas; as
variaveis massa de matéria seca da parte aérea e das raizes e comprimento das
raizes produziram crescimento maximo na concentracdo de 1 mg L™ do triazol; para
a area foliar e nimero de folhas a melhor concentragéo foi de 0,5 mg L™,

Utilizando PBZ via foliar, Wang e Hsu (1994) verificaram que a emergéncia
das inflorescéncias de hibridos da orquidea Phalaenopsis foi progressivamente
atrasada pelo aumento das concentragdes de PBZ; todos os tratamentos produziram
plantas com hastes mais curtas que as plantas do tratamento controle, sem afetar a
qualidade visual das flores.

Estudando o efeito do PBZ em Epidendrum radicans, Pateli, Papafotiou e
Chronopoulos (2004) verificaram que o regulador de crescimento aplicado via solo
foi eficiente na reducao do comprimento da haste, afetando o tamanho das folhas.

A utilizac&o de diferentes concentragcées de PBZ em meio de cultura, resultou
em folhas mais grossas e menores na orquidea Dendrobium sp., além de uma
alteracao na coloracao das folhas para verde mais escuro. Com relagéo ao caule,
todas as plantulas tratadas com PBZ apresentaram internddios mais curtos e caules
mais grossos, demonstrando caules mais fortes (TE-CHATO; NUJEEN,;
MUANGSORN, 2009).

1.2.9. Aclimatizagao

O cultivo in vitro é realizado em frascos com baixa intensidade luminosa
(1.200-3.000 lux), elevada umidade (90 a 100%), temperatura controlada (25 £ 2 °C),
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e meio de cultura com agucar e nutrientes que permite o crescimento heterotréfico
das plantulas. Nestas condicdes, as plantulas possuem folhas tenras,
fotossinteticamente pouco ativas, mesofilo pouco diferenciado e sistema vascular
fragil, tornando-as suscetiveis ao estresse (HAZARIKA, 2006). De acordo com Pierik
(1990), a cuticula das plantulas é pouco desenvolvida, por causa da alta umidade
relativa nos frascos, dificultando a adaptagcdo na fase ex vitro. Os estdbmatos
apresentam estrutura e forma alteradas, sdo maiores quando comparados as
plantas germinadas de forma natural, com as paredes celulares das células-guardas
mais finas e contendo mais amido e cloroplastos no citoplasma (MARIN; GELLA,
1988). Para Lee, Wezstein e Sommer (1985), plantas micropropagadas, por serem
muito frageis, necessitam de um periodo de aclimatizagdo que as torne aptas a
sobrevivéncia ex vitro.

O periodo de aclimatizacdo tem por objetivo corrigir as alteragdes e
anormalidades ocasionadas durante a fase de desenvolvimento in vitro. Esse
periodo, geralmente, dura de uma a quatro semanas (SMITH; PALTA; MCCOWN,
1986), dependendo da espécie submetida a aclimatizagdo e das técnicas utilizadas
neste processo. Nesta fase, induz-se a transferéncia do metabolismo heterotrofico
para o autotréfico por meio de alteragdes lentas que possibilitem a planta
desenvolver maior controle sobre a perda e absor¢céo de agua. Esse processo se da
por meio do aumento gradativo na irradidncia e no decréscimo controlado da
umidade (PREECE; SUTTER, 1991; ROCHA, 2005).

A manutencdo de alta umidade relativa do ar, seguida por sua redugao
gradual apds o periodo critico, auxilia no desenvolvimento de ceras epicuticulares e
na capacidade de resposta de abertura e fechamento dos estématos (SCIUTTI,
MORINI, 1995). Brainerd e Fuchigami (1981) aumentaram a sobrevivéncia
simplesmente abrindo as tampas dos frascos, ainda em sala de cultura, durante 4 a
5 dias antes do transplante. Esta pré-aclimatizagao resultou em uma adaptacao mais
rapida dos estbmatos que em plantas diretamente transplantadas para a casa de
vegetacao.

Grattapaglia e Machado (1998) sugerem que, apos a retirada das plantas do
recipiente de micropropagacgao, elas sejam cobertas por polipropileno transparente

com a finalidade de se criar uma cadmara saturada de umidade. Ao final de cada
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semana, faz-se uma abertura, em uma das extremidades do saco, de forma a
incrementar as trocas de agua e gases, até que se retire completamente a
cobertura, promovendo, dessa forma, a progressiva rustificagdo das plantas.

Com relagao ao incremento na irradiancia, plantas cultivadas in vitro possuem
baixo ponto de saturagao de luz e, quando séao transferidas para o ambiente externo,
onde sdo expostas a niveis mais altos de irradiancia, essas folhas demonstram
sintomas de estresse por fotoinibicdo ou, mesmo, foto-oxidagdo (CARVALHO;
AMANCIO, 2002). Por esses motivos, o aumento da irradiancia também deve ser
gradual.

No periodo de aclimatizacédo, novas folhas geralmente sdao formadas para
muitas espécies cultivadas in vitro, as quais possuem caracteristicas intermediarias
entre folhas em condigdes de campo e folhas com caracteristicas de cultivo in vitro.
Por apresentarem essas propriedades, elas sdo denominadas folhas de transi¢ao e
possuem maior capacidade anatémica para transpor a passagem para a autotrofica
do que as folhas formadas in vitro (ROCHA, 2005). A quantidade de folhas de
transicdo depende da quantidade de gemas formadas in vitro.

A utilizagdo de reguladores de crescimento em meio de cultura tem sido
estudada com intuito de reduzir as perdas das plantulas na fase ex vitro, visto que
esta fase é extremamente delicada, necessitando de estudos para reduzir estas

perdas.
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CAPITULO 2 - Paclobutrazol no crescimento e desenvolvimento de
Zygopetalum crinitum Lodd. durante as fases in vitro e de

aclimatizacao

RESUMO - A espécie Zygopetalum crinitum Lodd. é uma orquidea terrestre
nativa do Brasil, com potencial ornamental. Como n&o ha informag¢des na literatura,
faz-se necessario desenvolver e aprimorar técnicas para a propagacao desta
espécie, a fim de disponibilizar mudas e incentivar o seu mercado. O cultivo in vitro é
uma técnica que permite produzir grande numero de plantas; entretanto, ocorrem
muitas perdas durante o periodo de aclimatizagcao (ex vitro). Em razao disto, este
trabalho teve como objetivo estudar o efeito da suplementagdo do meio de cultura
Murashige e Skoog com paclobutrazol, no crescimento e desenvolvimento in vitro e
aclimatizacédo de plantas de Zygopetalum crinitum, visando aumentar a taxa de
sobrevivéncia ex vitro. O delineamento experimental (in vitro e ex vitro) foi
inteiramente casualisado. Foram quatro tratamentos (trés concentragdes de
paclobutrazol: 0,5; 1,0; 1,5 mg L™ e controle); na fase in vitro, foram 5 repeticdes
com 5 plantulas/parcela e na fase ex vitro, 5 repeticoes com 15 plantulas/parcela. A
suplementacdo do meio de cultivo com PBZ promoveu em plantulas de Z. crinitum
reducdo no comprimento da parte aérea e do sistema radicular, e engrossamento
das raizes durante a fase in vitro; na fase ex-vitro, verificou-se engrossamento das
raizes, redugdo no comprimento € na massa de matéria seca da parte aérea. As
alteragcdes morfofisiolégicas promovidas nas plantulas pela aplicagdao de PBZ néo

implicaram melhores taxas de sobrevivéncia desta orquidea.

2.1. Introdugao

O Brasil dispde de grande diversidade de espécies da familia Orchidaceae,

representada por cerca de 200 géneros e aproximadamente 2.350 espécies. As
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orquideas destacam-se como importante planta ornamental, de interesse
econdmico, botanico, medicinal, cosmético e alimenticio (ARAUJO, 2004).

O género Zygopetalum possui aproximadamente vinte espécies de orquideas,
dentre epifitas e terrestres, nativas da América do Sul, que ocorrem em Floresta
Tropical, afloramentos rochosos e serapilheira. As flores sdao perfumadas e
geralmente coloridas, e a inflorescéncia surge do outono a primavera (BRICKELL,
1996).

Considerando a dificuldade de multiplicagcdo sexuada das orquideas de forma
natural, devida a dependéncia de fungos simbioticos, faz-se necessaria a
germinacgao in vitro.

No cultivo in vitro, os meios de cultura devem oferecer condigdes necessarias
ao crescimento e desenvolvimento das plantas (BUTCHER; INGRAN, 1976; DIXON,
1985), e o uso adequado de reguladores de crescimento nas diferentes fases do
processo € essencial (SOUZA et al., 2003).

A aclimatizacdo é a transferéncia das plantas da condigcéo in vitro para a
condicdo ex vitro (casa de vegetacdo), controlando fatores como temperatura,
luminosidade, umidade, substrato e nutrientes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990;
COSTA, 1998). Durante esse processo, ocorre a conversao da condigcao
heterotréfica para autotréfica e um retorno as caracteristicas naturais da planta
(DIAZ-PEREZ; SHACKEL; SUTTER, 1995). A aclimatizacdo tem como obijetivo,
minimizar as dificuldades as quais as plantas sdo submetidas durante a
transferéncia para a casa de vegetacao (DEBERG; ZIMMERMAN, 1991; SOUZA et
al., 2007).

Os retardadores de crescimento vegetal tém sido relatados como agentes
eficazes na reducido do tamanho das plantas, proporcionando folhas verde-escuras
€ raizes grossas, 0 que as define como mudas saudaveis; permitem também
redugao na perda de agua, levando a melhores sobrevivéncia e crescimento em
condigbes ex vitro (HAZARIKA, 2006; KOZAK, 2006; THAKUR et al., 2006).

O paclobutrazol (PBZ) é um retardante de crescimento de plantas de amplo
espectro, com grande potencial de utilizagdo (TONGUMPAI, 1991), que induz
tolerancia leve ao estresse em plantulas e plantas adultas (FLETCHER et al., 2000).

Este triazol promove a inibigdo da biossintese das giberelinas (SILVA, 2000) pela
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inibicdo da oxidagao de caurene para acido carenoico, reduzindo o nivel de divisdo
celular sem causar toxicidade as células (DAZIEL; LAWRENCE, 1984).

O modo de acdao do PBZ esta associado ao decréscimo na transpiracao,
altura da planta, biomassa e area foliar, e incremento a resisténcia estomatica (TE-
CHATO; NUJEEN; MUANGSORN, 2009), caracteristicas que podem favorecer
melhores condi¢des adaptativas das plantas ao ambiente ex vitro (ICHINOSE,
2012).

Como a orquidea Z. crinitum é pouco estudada e apresenta potencial
comercial, verifica-se a necessidade de aprimorar técnicas in vitro e ex vitro, visando
disponilizar mudas em grande quantidade e de alta qualidade. Este trabalho
objetivou avaliar a eficiéncia do PBZ no crescimento e desenvolvimento de

Zygopetalum crinitum durante as fases in vitro e de aclimatizacao.

2.2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micropropagacao de
Plantas Ornamentais e na Casa de Vegetagcdo de Plantas Ornamentais do
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista - Unesp/FCAV, em Jaboticabal, Sao
Paulo, no periodo de agosto de 2012 a fevereiro de 2013.

Tanto para a fase in vitro como ex vitro, o delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualisado e foram quatro tratamentos (trés concentragbes de
paclobutrazol - PBZ: 0,5; 1,0; 1,5 mg L™ e o tratamento isento de PBZ) e cinco
repeticdes. Inicialmente, foram arranjados, para cada tratamento, 25 frascos com
cinco plantulas cada um. Na avaliacdo da fase in vitro, considerou-se cada repeticao
representada por um frasco contendo cinco plantulas (5 frascos/tratamento), e para
a fase ex vitro, foram trés frascos por repeticao, totalizando 15 plantulas por parcela
(15 frascos/tratamento). Os cinco frascos excedentes, por tratamento, foram

colocados por garantia no caso de contaminagao.
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Sementes de Z. crinitum foram semeadas em meio de cultura MS,
previamente autoclavado (121 °C, 1 atm, durante 15 minutos), contendo 30 g L™ de
sacarose, 6 g L™ de agar e pH ajustado para 5,8. Os frascos de vidro com as
sementes foram mantidos em sala de crescimento por seis meses, em intensidade
luminosa incidente de 40 umol m? s™, utilizando lampadas fluorescentes de 20 w,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura controlada de 25 + 2,0 °C.

Plantulas de Z. crinitum, com 1,5 £ 0,2 cm de comprimento de parte aérea,
foram selecionadas para os tratamentos. O meio de cultura MS foi renovado a cada
30 dias, contendo as devidas concentragdes de PBZ, 30 g L™ de sacarose e 6 g L™
de &gar. As plantulas foram mantidas nos tratamentos por trés meses em
intensidade luminosa incidente de 40 umol m?s™, utilizando Iampadas fluorescentes
de 20 w, fotoperiodo de 16 horas e temperatura controlada de 25 + 2,0 °C.

ApoOs trés meses, foram separadas cinco plantulas por parcela para analises
destrutivas e quinze plantulas por parcela para aclimatizacio.

Durante a aclimatizagcdo, os tratamentos foram mantidos em casa de
vegetacao coberta (topo e laterais) por filme de polietileno (150 micra) e tela preta
com retengao de 70% da luminosidade. Foram utilizadas bandejas de plastico com
98 células (3,5 cm x 3,5 cm x 5 cm) com furos na superficie inferior. Como substrato,
utilizou-se o esfagno, previamente autoclavado. A reposi¢cdo de agua foi realizada
diariamente, mantendo 100% da capacidade de retengao de agua do substrato, visto
que, nesta fase, é necessaria alta umidade. As mudas foram avaliadas 60 dias apos
o transplante.

A temperatura e a umidade relativa na casa de vegetagcdo foram monitoradas
diariamente. As médias das temperaturas no periodo de aclimatizacao foram de 21,4
°C, 26,7 °C e 32,7 °C para a temperatura minima, média e maxima, respectivamente;
a umidade relativa média no mesmo periodo foi de 63,4%.

As caracteristicas avaliadas tanto in vitro quanto ex vitro foram: area foliar (Li-
Cor, modelo L1-3100%); nimero e comprimento das raizes e das folhas; diametro
das raizes (paquimetro digital Digimess®); massa de matéria seca da parte aérea e
da raiz (estufa de circulagao forgada de ar a 70 °C). Os dados de numero de folhas e

de raizes foram transformados em (x +1)".
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a fim de verificar o

regressao polinomial

Foi realizada analise de
comportamento das variaveis em funcdo do aumento da concentragao de PBZ.

No experimento ex vitro, foi avaliada, ainda, a taxa de sobrevivéncia aos 15,
30, 45 e 60 dias apos o transplante, cujos dados foram transformados em arc sen

(x/100)"2,

2.3. Resultados e Discussao

No experimento in vitro, verificou-se que o comprimento da parte aérea
(Figura 3) e das raizes (Figura 4) diminuiu com o aumento das concentragdes de

PBZ, sendo que na concentragao de 1,5 mg L'1, a parte aérea reduziu 44,6% e as

raizes, 33,8% em relagéo ao tratamento controle (auséncia de PBZ).

Y=3,03-09x R*=0,77*

Figura 3. Comprimento da parte aérea (cm) de pléantulas de Zygopetalum crinitum
Lodd. apoés 90 dias de cultivo in vitro em meio MS suplementado com diferentes

concentragdes de paclobutrazol.
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Figura 4. Comprimento das raizes (cm) de plantulas de Zygopetalum crinitum Lodd.
apos 90 dias de cultivo in vitro em meio MS suplementado com diferentes
concentracdes de paclobutrazol.

Este menor comprimento da parte aérea observado nas plantulas de Z.
crinitum tratadas com PBZ pode ser explicado pela inibicdo da biosintese de
giberelina, como comenta Kerbauy (2008), pois a consequéncia morfoldgica direta
da inibicdo da biossintese de GA é a redugéo do crescimento vegetativo (LEVER,
1986). Resultados semelhantes foram verificados para outras orquideas igualmente
cultivadas in vitro e submetidas a diferentes concentracbes crescentes de PBZ,
como Cattleya mossiae (TORRES; MOGOLLON, 2002), Dendrobium sp. (TE-
CHATO; NUJEEN; MUANGSORN, 2009), C. labiata (RIGHETO, 2011), Sophronitis
cernua e Brassavola flagellaris (ICHINOSE, 2012).

O aumento das concentragdes do triazol promoveu um acréscimo no diametro
das raizes das pléantulas de Z. crinitum (Figura 5) de 51,9% em relagdo ao

tratamento controle.
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Y =1,098 + 0,38 x R*=0,93*
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Figura 5. Diametro das raizes (mm) de plantulas de Zygopetalum crinitum Lodd. apés
90 dias de cultivo in vitro em meio MS suplementado com diferentes
concentragdes de paclobutrazol.

O intuito principal do uso do PBZ é justamente o engrossamento das raizes,
favorecendo o processo de aclimatizacao das mudas, conforme explicam Canto et
al. (2004), e este maior didmetro tem sido observado também nos estudos com
outras orquideas como Dendrobium sp. (TE-CHATO; NUJEEN; MUANGSORN,
2009), Cattleya labiata (CORDEIRO et al., 2010), Sophronitis cernua e Brassavola
flagellaris (ICHINOSE, 2012).

Cordeiro et al. (2010) demonstraram o efeito positivo do engrossamento das
raizes, com uso do PBZ, na aclimatizagao, e verificaram nas raizes de plantulas de
Cattleya labiata, cultivadas in vitro, maior porgao de tecido cortical em detrimento ao
vascular.

Na figura 6, pode-se observar uma muda que nao foi tratada com PBZ,
apresentando raizes mais longas e finas e folhas mais desenvolvidas, quando

comparada com uma muda tratada com 1,5 mg L™ de PBZ.
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Figura 6. Mudas de Zygopetalum crinitum Lodd. apés 90 dias de cultivo in vitro em
meio MS sem adi¢@o de paclobutrazol (A) e suplementado (B) com 1,5 mg L' de
PBZ.

N&o houve ajuste de regressao para area foliar, numero de raizes, massa de
matéria seca da parte aérea e da raiz durante o cultivo in vitro.

Os resultados obtidos na fase in vitro mantiveram-se durante a aclimatizagao,
exceto para o comprimento de raizes; verificou-se um decréscimo no comprimento
da parte aérea (Figura 7); houve redugédo de 49,7% do tratamento controle para o

tratamento de maior concentragcéo de PBZ.

Y =2,608-0,864 x R?*=0,76*"
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Figura 7. Comprimento da parte aérea (cm) de mudas de Zygopetalum crinitum
Lodd. apds 60 dias de aclimatizagao.
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O aumento das concentragbes de PBZ no meio de cultura proporcionou

aumento linear no didmetro das raizes (Figura 8) durante a aclimatizagao.
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Figura 8. Diametro das raizes (mm) de mudas de Zygopetalum crinitum Lodd. apoés
60 dias de aclimatizagao.

A massa de matéria seca da parte aérea (Figura 9) em casa de vegetacao
mostrou-se superior na auséncia de PBZ, sendo 44,39% maior no tratamento
controle que na concentragdo maxima do retardante de crescimento. Este resultado
acompanha a diminuicdo do comprimento da parte aérea que, nao foi verificado no
cultivo in vitro, porém, verificado na aclimatizacdo. Resultados semelhantes foram

observados também por Ichinose (2012) para a orquidea Sophronitis cernua.
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Figura 9. Massa de matéria seca da parte aérea (mg) de mudas de Zygopetalum
crinitum Lodd. apo6s 60 dias de aclimatizagao.

Nao houve ajuste de regressdo na aclimatizagdo para a variavel area foliar,
numero de folhas, numero e comprimento das raizes e massa de matéria seca da
raiz durante o cultivo ex vitro.

A taxa de sobrevivéncia (Figura 10) com o uso do PBZ foi inferior em relagéo
ao tratamento controle aos 45 e 60 dias apo6s o transplante, sendo que, em ambas
as avaliagdes, a sobrevivéncia das mudas foi menor que 50% na maior
concentracdo testada (1,5 mg L™"). Nao houve ajuste de regressao aos 15 e 30 dias
apods o transplante.

Ha relatos de rapida adaptacdo e elevada porcentagem de sobrevivéncia na
aclimatizagcao de plantas, provenientes do cultivo in vitro, utilizando PBZ (KOZAK,
2006; THAKUR et al., 2006). No entanto, o sucesso obtido por outros pesquisadores
na aclimatizacdo das plantas com o uso de PBZ nao foi verificado neste ensaio e
também para outras orquideas como Sophronitis cernua e Brassavola flagellaris
(ICHINOSE, 2012).
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Figura 10. Taxa de sobrevivéncia de mudas de Zygopetalum crinitum Lodd. apos 45 ¢
60 dias de aclimatizagao.

Estes resultados podem indicar que a concentracdo utilizada pode nao ter
sido adequada para promover as alteragdes necessarias nas plantulas para que

estas tivessem maior resisténcia as condi¢des de cultivo ex vitro.

2.4. Conclusao

A suplementacdo do meio de cultivo com paclobutrazol reduziu o
comprimento da parte aérea e das raizes, e promoveu um engrossamento das
raizes.

Na aclimatizagdo, verificou-se engrossamento das raizes, redugdo no
comprimento e na massa de matéria seca da parte aérea.

As alteragdes morfofisioldgicas promovidas nas plantulas pela aplicacédo de
paclobutrazol ndo implicaram melhores taxas de sobrevivéncia da orquidea

Zygopetalum crinitum.
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CAPITULO 3 - Paclobutrazol no crescimento e desenvolvimento de Cattleya
schilleriana Rchb.f. durante as fases in vitro e de aclimatizacao

RESUMO - A orquidea Cattleya schilleriana € uma espécie brasileira extinta
em seu habitat, em consequéncia da coleta predatoria e da derrubada de matas
para ampliagcdo de fronteiras agricolas. O dominio de técnicas para a domesticagao
e propagacao em massa das espécies em extingdo € extremamente importante,
visto que diminuiria a coleta predatéria, além de reduzir o custo de produgdo das
plantas. O cultivo in vitro € uma técnica que permite produzir grande numero de
plantas; entretanto, ocorrem muitas perdas durante o periodo de aclimatizacédo (ex
vitro). Em razao disto, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da
suplementacdo do meio de cultura Murashige e Skoog com paclobutrazol, no
crescimento e desenvolvimento in vitro e aclimatizagdo de plantas de Cattleya
schilleriana Rchb.f., visando aumentar a taxa de sobrevivéncia ex vitro. O
delineamento experimental ( in vitro e ex vitro) foi inteiramente casualisado. Foram
quatro tratamentos (trés concentracdes de paclobutrazol: 0,5; 1,0; 1,5 mg L™ de
ingrediente ativo e controle); na fase in vitro, foram 5 repeticbes com 5
plantulas/parcela e na fase ex vitro, 5 repeticdes com 15 plantulas/parcela. A
aplicacédo do PBZ em meio de cultura promoveu engrossamento das raizes durante
a fase in vitro; na aclimatizagao, verificou-se engrossamento das raizes e reducgéao
no comprimento da parte aérea. As alteracbes morfofisiolégicas promovidas nas
plantulas pela aplicagdo de PBZ implicaram melhores taxas de sobrevivéncia da

orquidea C. schilleriana.

3.1. Introdugao

O género Cattleya é originario da América Tropical e Subtropical, entre
México e Brasil; engloba cerca de 70 espécies e inumeros hibridos naturais. As

orquideas desse género sado todas epifitas e de crescimento simpodial, as flores
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apresentam trés sépalas e trés pétalas (sendo uma delas modificada — labelo) bem
definidas (TAKANE; YANAGISAWA; PIVETTA, 2010).

As espécies de orquideas tropicais possuem muitos individuos em vias de
extingdo, havendo, portanto, necessidade urgente de retira-las desta condicéo
(FARIA et al., 2001). Segundo a ultima listagem divulgada pelo Ministério do Meio
Ambiente, ha 34 espécies de orquideas ameacgadas de extingdo (BRASIL, 2008).
Atribui-se esta diminui¢cdo a coleta predatéria e ao aumento das fronteiras agricolas,
que retiram a floresta, seu habitat natural, para pecuaria ou cultivos agricolas
(COLOMBO et al., 2005). A espécie C. schilleriana foi incluida pelo Ministério do
Meio Ambiente na lista de espécies da flora brasileira ameacadas de extingao
(BRASIL, 2008).

O dominio de técnicas para o cultivo in vitro é fundamental para a
domesticacdo e propagacdo em massa de orquideas, reduzindo o custo de
produgao e, consequentemente, diminuindo a coleta predatéria nas matas, sendo
uma forma de conservar as nativas em seu habitat.

Considerando a dificuldade de multiplicagcdo sexuada das orquideas de forma
natural, devida a dependéncia de fungos simbioticos, faz-se necessaria a
germinacgao in vitro.

No cultivo in vitro, os meios de cultura devem oferecer condicbes necessarias
ao crescimento e desenvolvimento das plantas (BUTCHER; INGRAN, 1976; DIXON,
1985), e 0 uso de reguladores de crescimento sdo essenciais para realizagado deste
cultivo (SOUZA et al., 2003).

A aclimatizacdo é a transferéncia das plantas da condigdo in vitro para a
condicdo ex vitro (casa de vegetagcdo) (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990;
COSTA, 1998). As plantas, ao serem transferidas para a etapa ex vitro, passam por
uma fase de adaptagdo climatica extremamente delicada, principalmente em
decorréncia dos fatores de luminosidade, taxa de fotossintese, absor¢cdo de
nutrientes e fitossanidade, além da passagem da condigdo heterotréfica para
autotréfica e um retorno as caracteristicas naturais da planta (DIAZ-PEREZ;
SHACKEL; SUTTER, 1995). A aclimatizagdo tem como objetivo, minimizar as
dificuldades as quais as plantas sdo submetidas durante a transferéncia para a casa
de vegetagao (DEBERG; ZIMMERMAN, 1991; SOUZA et al., 2007).
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O paclobutrazol (PBZ) é um retardante de crescimento de plantas de amplo
espectro, com grande potencial de utilizagdo (TONGUMPAI, 1991), que induz
tolerancia leve ao estresse em plantulas e plantas adultas (FLETCHER et al., 2000).
Este triazol promove a inibigdo da biossintese das giberelinas (SILVA, 2000) pela
inibicdo da oxidagdo de caurene para acido carendico, reduzindo o nivel de divisao
celular sem causar toxicidade as células (DAZIEL; LAWRENCE, 1984).

O modo de acdo do PBZ esta associado ao decréscimo na transpiragao,
altura da planta, biomassa e area foliar, e incremento a resisténcia estomatica (TE-
CHATO; NUJEEN; MUANGSORN, 2009), caracteristicas que podem favorecer
melhores condi¢des adaptativas das plantas ao ambiente ex vitro (ICHINOSE,
2012).

Como a orquidea C. schilleriana esta em vias de extingdo e apresenta
potencial comercial, verifica-se a necessidade de aprimorar técnicas in vitro e ex
vitro, visando disponibilizar mudas em grande quantidade e de alta qualidade,
reduzindo a coleta predatéria e, futuramente, retirando esta espécie da lista de
plantas ameagadas de extingdo. Este trabalho objetivou avaliar a eficiéncia do PBZ
no crescimento e desenvolvimento in vitro e na aclimatizagdo de plantas de Cattleya

schilleriana, visando a manutencao da espécie.

3.2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micropropagacéao de
Plantas Ornamentais e na Casa de Vegetagdo de Plantas Ornamentais do
Departamento de Produgdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista - Unesp/FCAV, em Jaboticabal, Séao
Paulo, no periodo de agosto de 2012 a fevereiro de 2013.

Tanto para a fase in vitro como ex vitro, o delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualisado e foram quatro tratamentos (trés concentragdes de
paclobutrazol - PBZ: 0,5; 1,0; 1,5 mg L' e o tratamento isento de PBZ) e cinco

repeticdes. Inicialmente, foram arranjados, para cada tratamento, 25 frascos com
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cinco plantulas cada um. Na avaliacido da fase in vitro, considerou-se cada repeticéao
representada por um frasco contendo cinco plantulas (5 frascos/tratamento) e para a
fase ex vitro, foram trés frascos por repeticao, totalizando 15 plantulas por parcela
(15 frascos/tratamento). Os cinco frascos excedentes, por tratamento, foram
colocados por garantia no caso de contaminagao.

Sementes de C. schilleriana foram semeadas em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) previamente autoclavado (121 °C, 1 atm, durante 15
minutos), contendo 30 g L™ de sacarose, 6 g L™ de agar e pH ajustado para 5,8. Os
frascos de vidro com as sementes foram mantidos em sala de crescimento por doze
meses, em intensidade luminosa incidente de 40 pmol m? s™, utilizando I&mpadas
fluorescentes de 20 w, fotoperiodo de 16 horas e temperatura controlada de 25 + 2,0
°C.

Plantulas de C. schilleriana, com 1,5 £ 0,2 cm de comprimento de parte
aérea, foram selecionadas para os tratamentos. O meio de cultura MS foi renovado
a cada 30 dias durante trés meses, contendo as devidas concentra¢des de PBZ, 30
g L™ de sacarose e 6 g L de Agar e pH ajustado para 5,8. As plantulas foram
mantidas nos tratamentos por trés meses em intensidade luminosa incidente de 40
umol m?s™, utilizando lampadas fluorescentes de 20 w, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura controlada de 25 £ 2,0 °C.

ApOs trés meses, foram separadas cinco plantulas por parcela para analises
destrutivas e quinze plantulas por parcela para aclimatizagao.

Durante a aclimatizagcdo, os tratamentos foram mantidos em casa de
vegetacdo coberta e revestida nas laterais com tela preta com retengdo de 70% da
luminosidade. Utilizaram-se bandejas de plastico com 98 células (3,5 cm x 3,5 cm x
5 cm) com furos na superficie inferior. Como substrato, utilizou-se o esfagno,
previamente autoclavado. A reposi¢ao de agua foi realizada diariamente, mantendo
100% da capacidade de retengdo de agua do substrato, visto que, nesta fase, é
necessaria alta umidade. As mudas foram avaliadas 60 dias ap6s o transplante.

A temperatura e a umidade relativa na casa de vegetacdo foram monitoradas
diariamente. As médias das temperaturas no periodo de aclimatizagao foram de 21,4
°C, 26,7 °C e 32,7 °C para a temperatura minima, média e maxima, respectivamente;
a umidade relativa média no mesmo periodo foi de 63,4%.
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As caracteristicas avaliadas tanto in vitro quanto ex vitro foram: area foliar (Li-
Cor, modelo L1-3100®); nimero e comprimento das raizes e das folhas; diametro
das raizes (paquimetro digital Digimess®); massa de matéria seca da parte aérea e
da raiz (estufa de circulagao forgada de ar a 70 °C). Os dados de numero de folhas e
de raizes foram transformados em (x +1)""2.

Foi realizada analise de regressao polinomial a fim de verificar o
comportamento das variaveis em fungao do aumento da concentragao de PBZ.

No experimento ex vitro, foi avaliada, ainda, a taxa de sobrevivéncia aos 15,
30, 45 e 60 dias apos o transplante, cujos dados foram transformados em arc sen

(x/100)"2,

3.3. Resultados e Discussao

No experimento in vitro, verificou-se que o diametro das raizes (Figura 11)
teve acréscimo com o aumento das concentragcbes de PBZ, sendo que na
concentragdo de 1,5 mg L', as raizes aumentaram 69,46% em relagdo ao

tratamento controle (auséncia de PBZ).
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Figura 11. Didmetro das raizes (cm) de plantulas de Cattleya schilleriana Rchb.f.
apo6s 90 dias de cultivo in vitro em meio MS suplementado com diferentes
concentracdes de paclobutrazol.
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Este engrossamento das raizes € um dos efeitos esperados com o uso do
PBZ, pois favorece o processo de aclimatizacdo das mudas, conforme explicam
Canto et al. (2004), e este maior didametro tem sido observado também nos estudos
com outras orquideas como Dendrobium sp. (TE-CHATO; NUJEEN; MUANGSORN,
2009), Cattleya labiata (CORDEIRO et al., 2010), Sophronitis cernua e Brassavola
flagellaris (ICHINOSE, 2012).

Em plantulas de Cattleya labiata submetidas a diferentes concentra¢des de
PBZ, verificou-se incremento no diametro das raizes, observando-se maior porgcao
do tecido cortical em detrimento ao vascular, o que representa uma caracteristica
positiva para a aclimatizacdo (CORDEIRO et al., 2010).

Ndo houve ajuste de regressdo para a variavel area foliar, numero e
comprimento das raizes e das folhas, massa de matéria seca da parte aérea e da
raiz durante o cultivo in vitro.

ApOs aclimatizagao, para variavel comprimento da parte aérea, houve ajuste
de regressao linear negativa em que se observa um decréscimo de 71,88% em

relacao ao tratamento controle (Figura 12).
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Figura 12. Comprimento da parte aérea (cm) de mudas de Cattleya schilleriana
Rchb.f. apds 60 dias de aclimatizagéo.
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O resultado mostra a inibicdo da sintese de giberelinas provocado pelo PBZ e,
consequentemente, a reducdo do crescimento vegetativo (LEVER, 1986) e da elongacao
celular (TOMLIN,1995).

A reducgao da parte aérea pode ser benéfica, pois, de acordo com Moraes
(2002), a perda de agua por transpiracao pode ser reduzida em razao da diminuicao
da area foliar, da temperatura das folhas e também da quantidade de radiagao
absorvida.

Ichinose (2012), ao testar diferentes doses de PBZ, verificou redugéo na
altura da parte aérea em Sophronitis cernua, assim como Torres e Mogollén (2002)
também relataram redu¢cdo no comprimento dos brotos de orquideas Cattleya
mossiae.

O diametro das raizes em casa de vegetagcdo teve maior incremento na
concentragdo de 1,5 mg L™, sendo este 114,2% maior que o tratamento sem PBZ

(Figura 13).

[

Didnmetro das raizes (nmnn)

Figura 13. Didmetro das raizes (mm) de mudas de Cattleya schilleriana Rchb.f. apos
60 dias de aclimatizagao.

O cultivo in vitro suplementado com PBZ aumenta a resisténcia ao estresse e
promove o engrossamento das raizes, favorecendo o processo de aclimatizagao das
mudas (CANTO, et al., 2004).
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N&o houve ajuste de regressao para a variavel area foliar, nUumero das raizes
e das folhas, comprimento das raizes e massa de matéria seca da parte aérea e da
raiz durante o cultivo ex vitro.

Na Figura 14, observa-se uma muda que nao foi tratada com PBZ,
apresentando raizes mais longas e finas e folhas mais desenvolvidas, quando

comparada com uma muda tratada com 1,5 mg L™ de PBZ.

T1-0mglL” T4-15mgL"

Figura 14. Mudas de Cattleya schilleriana Rchb.f., ap6s 60 dias de aclimatizacdo,
provenientes de cultivo em meio MS sem adigdo de paclobutrazol (A) e
suplementado (B) com 1,5 mg L™ de PBZ.

O PBZ promoveu taxas de sobrevivéncia superiores em relagdo ao tratamento
controle (Figura 15), tendo destaque a concentragdo de 1,5 mg L™ com 30 dias do
transplante e a concentracdo de 1,0 mg L™ com 15 dias do transplante, sendo

respectivamente 89,41% e 38,92% a taxa em relagéo ao tratamento controle.
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15 dias = 17,3299 + 12,8497 x - 6,1046 x* R*=0,99"*
30 dias = 12,0371 + 71753 x R*=0.86™"

45 dias = 10.8757 + 12,9151 x - 54249 x* R?*=0.82**
60 dias = 11,1363 + 13,8481 x - 6,7390 x* R>=0,92**
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Figura 15. Taxa de sobrevivéncia de mudas de Cattleya schilleriana Rchb.f. apds 60
dias de aclimatizagao.

A orquidea C. schilleriana respondeu positivamente ao uso do PBZ, pois a
concentracdo de 1 mg L' apresentou maiores taxas de sobrevivéncia, que
diminuiram com a maior concentracdo testada (1,5 mg L™"). Para o 30° dia de
avaliagao, houve uma regressao linear positiva com o aumento das concentragoes
do triazol.

Testando as mesmas concentragdes para as orquideas Sophronitis cernua e
Brassavola flagellaris (ICHINOSE, 2012) e, neste estudo, para Zygopetalum crinitum,
observou-se que a taxa de sobrevivéncia diminuiu com o aumento da concentragao
de PBZ.

Observou-se também que o uso do PBZ permitiu uma rapida adaptacéao, pois
os efeitos positivos foram observados 15 dias apds o transplante das mudas, com o
aumento da taxa de sobrevivéncia, concordando com o preconizado por Kozak,
(2006) e Thakur et al. (2006).
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3.4. Conclusao

A suplementacao do meio de cultivo com paclobutrazol aumentou a massa de
matéria seca da parte aérea e das raizes, e promoveu engrossamento das raizes.

Na aclimatizagao, verificou-se reducdo no comprimento da parte aérea e
engrossamento das raizes.

As alteragdes morfofisioldgicas promovidas nas plantulas pela aplicagédo de
paclobutrazol implicaram melhores taxas de sobrevivéncia da orquidea Cattleya

schilleriana.

3.5. Referéncias

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Instru¢gdo normativa de setembro de 2008.
Disponivel em: <http://www.estadao.com.br/e/a32 >. Acesso em: 20 nov. 2010.

BUTCHER, W. P.; INGRAN, D. S. Organs and embryos. In: . Plant tissue
culture. [S.l.]: Edwad Publishing, 1976. p. 3-15.

CANTO, A. M. M. E.; SOUZA, F. V. D.; COSTA, M. A. C.; SOUZA, A. S.; LEDO, C.
A. S.; CABRAL, J. R. S. Conservagao in vitro de germoplasma de abacaxi tratado
com paclobutrazol. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 39, n. 7, p. 717-
720, 2004.

COLOMBO, L. A;; FARIA, R. T.; ASSIS, A. M. de; FONSECA, |. C. de. Aclimatizacao
de um hibrido de Cattleya em substratos de origem vegetal sob dois sistemas de
irrigacao. Acta Scientiarum Agronomy, Maringa, v.27, n. 1, p. 145-150, 2005.

CORDEIRO, G. M.; RIGHETO, M. V. L.; BATAGIN, K. D.; ALMEIDA, M. de.
Avaliagdo anatdmica e histoquimica de raizes de Cattleya labiata cultivadas in vitro
na presenca de paclobutazol. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL DE INICIACAO
CIENTIFICA DA USP - SIICUSP, 18., 2010, Piracicaba. Anais... Disponivel em:
<https://sistemas.usp.br/siicusp/cdOnlineTrabalhoVisualizarResumo?numerolnscrica
oTrabalho=2287&numeroEdicao=18>. Acesso em: 10 jan. 2012.



53

COSTA, A. M. M. Fisiologia da aclimatizacéo. In: TOMBOLATO, A. F. C.; COSTA, A.
M. M. (Ed.). Micropropagagao de plantas ornamentais. Campinas: Instituto
Agronémico, 1998. p. 63-67.

DAZIEL, J.; LAWRENCE, D. K. Biochemical and biological effects of kaurene oxidase
inhibitors, such as paclobutrazol. British Plant Growth Regulators Group Monographs,
Bristol, v.4, p.1-14, 1984.

DEBERG, P. C.; ZIMMERMAN, R. H. Micropropagation: technology and
application. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, 1991. 484 p.

DIAZ-PEREZ, J., SHACKEL, K. A.; SUTTER, G. G. Acclimatization and subsequent
gas exchange, water relations, survival and growth of microculture apple plantlets
after transplanting them in soil. Physiologia Plantarum, Malden, v. 9, p. 225-232,
1995.

DIXON, R. A. Isolations an maintenance of callus and cell suspensions cultures. In:
DIXON, R. R. (Ed.). Plant cell culture: a pratical approach. Washington DC: IRL
Press, 1985. p. 1-20.

FARIA, R. T.; REGO, R. V.; BERNARDI, A.; MOLINARI, H. Performance of differents
genotyps of brazilian orchid cultivation in alternatives substrates. Brazilian Archives
of Biology and Technology, Curitiba, v. 44, n. 4, p. 337-342, 2001.

FLETCHER, R. A.; GILLEY, A.; SANKHL, A. N.; DAVIS, T. D. Triazoles as plant
growth regulators and stress protectants. Horticultural Reviews, Hoboken, v.24, p.
55-138, 2000.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacdo. In: TORRES, A. C;
CALDAS, L. S. (Ed.). Técnicas e aplicagdes da cultura de tecidos de plantas.
Brasilia, DF: ABCTP/Embrapa, 1990. p. 99-170.

ICHINOSE, J. G. S. Paclobutrazol no crescimento e desenvolvimento in vitro e
na aclimatizagcao de Sophronitis cernua (Lindl.) Lindl. e Brassavola flagellaris
Barb. Rodr. (Orchidaceae). 2012. 85p. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, 2012.



54

KOZAK, D. The effect of growth retardants applied in vitro on the acclimatization and
growth of Tibouchina urvilleana Cogn. in vivo. Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cults, Lublin, v. 5 n. 1, p. 65-70, 2006. Disponivel em:
<http://www.aqua.ar.wroc.pl/acta/pl/full/7/2006/000070200600005000010006500070.
pdf>. Acesso em: 03 dez. 2012.

KERBAUY, G. B. Fisiologia vegetal. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004. 452
p.

KOZAK, D. The effect of growth retardants applied in vitro on the acclimatization and
growth of Tibouchina urvilleana Cogn. in vivo. Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cults, Lublin, v. 5 n. 1, p. 65-70, 2006. Disponivel em:
<http://www.aqua.ar.wroc.pl/acta/pl/full/7/2006/000070200600005000010006500070.
pdf>. Acesso em: 03 dez. 2012.

MORAES, C. P. Fenologia e anatomia dos 6rgaos reprodutivos de Catasetum
fimbriatum Lindley cultivados sob diferentes intensidades luminosas. 2002. 80
p. Dissertacdo (Mestrado). Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz",
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, SP, 2002.

SILVA, L. M. G. Doses e métodos de aplicagao do paclobutrazol em mangueiras
cv. Tommy Atkins. 2000. 57 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Escola de
Administracao, Universidade Federal da Bahia, Cruz das Almas, BA, 2000.

SOUZA, A. V. de; PINTO, J. E. B. P.; BERTOLUCCI, S. K. V.; CORREA, R. M;
CASTRO, E. M. de. Germinagao de embrides e multiplicagao in vitro de Lychnophora
pinaster Mart. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, n. esp., p. 1532-1538, 2003.
Disponivel em: <http://www.cloud.editora.ufla.br/revistas/cienagro/pdf/27-E-
2003 _11.pdf>. Acesso em: 3 dez. 2012.

SOUZA, J. A. de; SCHUCH, M. W.; SILVA, L. C.; FERRI, J.; SOARES, G. C.
Estabelecimento da Propagacédo in vitro de Pitangueira (Eugenia uniflora L.).
Revista Brasileira de Agrociéncia, Pelotas, v. 13, n. 1, p. 115-118, 2007.
Disponivel em:  <http://www.ufpel.edu.br/faem/agrociencia/v13n1/artigo18.pdf>.
Acesso em: 3 dez. 2012.

TAKANE, R. J.; YANAGISAWA, S. S.; PIVETTA, K. F. L. Cultivo moderno de
orquideas: Cattleya e seus hibridos. Fortaleza-CE, 2010. p. 17-25.



95

TE-CHATO, S.; NUJEEN, P.; MUANGSORN, S. Paclobutrazol enhance budbreak
and flowering of Friederick’'s Dendrobium orchid in vitro Journal of Agricultural
Technology, v. 5, n. 1, p. 157-165, 2009. Disponivel em: <http://www.ijat-
aatsea.com/pdf/june_v5 n1_09/14-14-ijat2008_45f.pdf>. Acesso em: 3 dez. 2012.

THAKUR, R.; SOOD, A.; NAGAR, P. K.; PANDEY, S.; SOBTI, R. C.; AHUJA, P. S.
Regulation of growth of Lilium plantlets in liquid medium by application of
paclobutrazol or ancymidol, for its amenability in a bioreactor system: growth
parameters. Plant Cell Reports, Heidelberg, v. 25, n. 5, p. 382-391, 2006.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/ 10.1007/s00299-005-0094-1>.

TOMLIN, C. The pesticide manual handboock. 10". ed.Hampishire: British Crop
Protection Council, 1995. 1341 p.

TONGUMPAI, P. Flower induction of mango. Kasetsart: University of Thailand,
1991. (Extension Bulletin,19).

TORRES, J.; MOGOLLON, N. Efecto del PBZ sobre la brotacién y el desarrollo in
vitro de la epidermis foliar de Cattleya mossiae Parker ex Hooker prévio a la
aclimatizacion. Bioagro, Barquisimeto, n. 14, p. 25-28, 2002. Disponivel em:
<www.ucla.edu.ve/bioagro/Rev14(1)/4.%20Efecto%20del%20paclobutrazol.pdf>.
Acesso em: 3 dez. 2012.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	CERTIFICADO DE APROVAÇÃO
	DADOS CURRICULARES DA AUTORA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	SUMMARY
	LISTA DE FIGURAS
	CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS
	CAPÍTULO 2 - PACLOBUTRAZOL NO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE ZYGOPETALUM CRINITUM LODD. DURANTE AS FASES IN VITRO E DE ACLIMATIZAÇÃO
	CAPÍTULO 3 - PACLOBUTRAZOL NO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE CATTLEYA SCHILLERIANA RCHB.F. DURANTE AS FASES IN VITRO E DE ACLIMATIZAÇÃO

