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Sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro de Cattleya (Orchidaceae)
submetida a tratamentos com colchicina

Survival and development in vitro of Cattleya (Orchidaceae)
submitted to treatments with different treatments of colchicines

Alessandro Borini Lone '*; Lilian Keiko Unemoto?;
Lucia Sadayo Assari Takahashi®; Ricardo Tadeu de Faria*

Resumo

Nas orquidaceas, a poliploidia produz caracteristicas desejaveis, que se traduzem em aumento das pecas
florais, grau de suculéncia, intensificagdo do colorido, durabilidade e maior resisténcia das flores. A
colchicina como agente indutor de poliploidia em cultura de plantas in vitro tem suas limita¢des, pois
em elevadas concentragdes ou tratamentos muito prolongados, torna-se toxica. O objetivo do trabalho
foi avaliar a influéncia da concentragdo ¢ do tempo de exposi¢do a colchicina, na sobrevivéncia e
no desenvolvimento in vitro de Cattleya tigrina. Protocormos foram tratados com colchicina em
concentragdes de 0,5 e 1g.L"' durante 24, 48 e 72 horas. Foram avaliados taxa de sobrevivéncia dos
protocormos (%), porcentagem de plantulas com multiplas brotagdes e altura apds trés e sete meses.
Com o aumento da concentragdo ¢ do tempo de exposicdo a colchicina houve maior mortalidade e
aumento do numero de plantulas com multiplas brotagdes e altura reduzida.
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Abstract

Polyploidy produces desirable characteristicsin orchids that are represented by increase of the floral
pieces, succulency degree, intensification of color, durability and larger resistance of flowers. The
colchicine as polyploidy inductor agent in in vitro culture of plants has limitations, because when in
high concentrations or very long treatments, it becomes poisonous for the vegetal tissues. The objective
of this research work was to evaluate the influence of concentrations and times of exposition to the
colchicine, on the survival and on the in vitro development of Cattleya tigrina. Protocorms were treated
with colchicine in the concentrations of 0.5 and 1g.L!' during 24, 48 and 72 hours. There were evaluated
the tax of survival of the protocorms (%), percentage of plantlings with multiple buds and plant height
after three and seven months. The increase of the concentration and of the time of exposition to
colchicine caused a larger plant mortality and an increase of plantlings with reduced height.
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A poliploidia pode ser definida como um dos
tipos de variagcdes cromossomicas que afetam o
conjunto dos cromossomos das células, aumentando
0 numero de jogos cromossOmicos presentes em
cada uma delas (LACADENA, 1981).

A poliploidia ¢ muito comum entre as plantas
e cerca de 30 a 35% das plantas com flores sdo
poliploides (STEBBINS, 1971). Trabalhos mais
recentes estimam que essa porcentagem seja de
95% nas pteridofitas e até 80% nas angiospermas
(LEITCH; BENNET, 1997).

Desde a descoberta da agdo poliploidizante da
colchicina, que no inicio foi considerada um “elixir
do crescimento”, os melhoristas tentam utilizar
a inducdo de poliploidia no melhoramento para
obter plantas maiores, melhores e mais produtivas
(EVANS, 1981).

A colchicina (C,H,,ON), ¢ um alcaldide
extraido de sementes e bulbos de uma liliaceae
(Conchicum autumnale), com funcdo especifica
de atuacdo no final da profase mitotica, inibindo
a formacdo do fuso mitdtico ou formando um
fuso abortivo devido a precipitagdo das proteinas
(FARIA; DESTRO, 1999).

Dentre as formas de aplicacdo existentes, a
poliploidizagao tem sido obtida com maior eficiéncia
in vitro com o uso de explantes como meristemas
apicais e axilares, segmentos de hipocotilo, nds
cotiledonares, cotilédones, calos, micrdsporos e
protocormos (GRIESBACH, 1981; HANSEN et
al., 1998).

A colchicina, como agente indutor de poliploidia
em cultura de plantas in vitro, tem suas limitagdes,
pois em elevadas concentragdes ou tratamentos
muito prolongados, torna-se toxica para os tecidos
vegetais (HAMIL; SMITH; DODD, 1992). Assim
sendo, para cada espécie e tipo de material a ser
tratado, a concentracdo do alcaldide deve ser
determinada (VAKILI, 1969).

Nas orquidaceas, a poliploidia produz

caracteristicas desejaveis, que se traduzem em

aumento das pegas florais, grau de suculéncia,
intensificagdo do colorido, durabilidade e maior
resisténcia das flores, atributos valorizados na
comercializagdo (WATROUS; WIMBER, 1988).

Segundo Rocha (2008), a Cattleya tigrina
ou Cattleya leopoldii, ¢ uma espécie brasileira
que ocorre do litoral do Rio Grande do Sul até
Pernambuco. A espécie chama atengdo pela
coloracao e numero de flores, sendo muito cultivada
e comercializada pelos orquiddfilos.

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da
concentracao e do tempo de exposi¢do a colchicina,
na sobrevivéncia e no desenvolvimento in vitro de
Cattleya tigrina.

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Fitotecnia da Universidade Estadual de Londrina.
Foram utilizados protocormos de Cattleya tigrina
A.Rich., obtidos através de semeadura in vitro
em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
modificado com metade da concentracdo dos
macronutrientes e acrescido de 1g.L!' de carvao
ativo, 30g.L!' de sacarose e 7g.L"' de agar. Os
demais componentes do meio ndo foram alterados
¢ o pH foi ajustado para 5,5 antes da autoclavagem.

Os protocormos, com 15 dias de pés germinacgao,
foram retirados do meio MS modificado (de
semeadura) e colocados em meio MS liquido
ndo autoclavado, sem adicdo de carvdo ativo e
acrescidos de 7mL.L"' de SaniAgri™ (principio
ativo: acido peracético) para evitar contaminagao
por fungos e bactérias. Ao meio MS liquido foi
adicionada colchicina nas concentra¢des de 0,5 e
1g.L! e os tempos de exposi¢do dos protocormos
a colchicina foram de 24, 48 e 72 horas. Como
controle utilizaram-se protocormos em meio MS
liquido sem adi¢do de colchicina por 72 horas.
Apos a exposicdo a colchicina, os protocormos
foram lavados em agua autoclavada e postos em
meio MS modificado, semelhante ao da semeadura,
na quantidade de cinco protocormos por frasco, em
um total de 10 frascos de vidro por tratamento. Todo
o procedimento foi realizado em camara de fluxo
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laminar para evitar possiveis contaminagdes. As
culturas foram transferidas para sala de crescimento
com 2.000 lux de luminosidade, fornecida por
lampadas fluorescentes de 40W, fotoperiodo de 16
horas-luz e temperatura de aproximadamente 25 +2
°C.

Dois meses apos o tratamento com colchicina foi
avaliada a taxa de sobrevivéncia dos protocormos
(%);, apds trés meses foram avaliados altura da parte
aérea e porcentagem de plantulas com multiplas
brotagdes e apos sete meses foi feita uma nova
avaliagdo de altura da parte aérea das plantulas.
Todo o procedimento de avalia¢do foi realizado em
camara de fluxo laminar para evitar contaminagdes.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com sete tratamentos,
10 repetigdes e cinco protocormos por parcela.
As variaveis referentes a taxa de sobrevivéncia e
plantulas com multiplas brotagdes, em porcentagem,
foram transformados em arco seno (x/100)%3. Foi
realizada analise de varidncia, complementada por
comparacao das médias com o teste de Scott-Knott,
com intervalo de confianga de 5%.

A menor taxa de sobrevivéncia dos protocormos
(32 %) foi verificada no tratamento com colchicina
na concentragdo de 1g.L"' no periodo de 72 horas
de exposi¢do, seguido pelo tratamento com
concentragdo de 1g.L-! por 48 horas (84 %) (Tabela
1). Nao houve diferencas estatisticas para os demais
tratamentos em relacdo ao controle, mostrando que
as demais concentragdes e tempos de exposicdo,
de modo geral, ndo apresentaram toxicidade para
os protocormos. Esse resultado esta de acordo com
Hamil, Smith e Dodd (1992), que afirmam que altas
concentracdes e tratamentos muito prolongados
de colchicina podem ser toxicos para os tecidos
vegetais. No entanto Silva, Callegari-Jackes e
Zanettini (2000), observaram diferentes respostas
para a sobrevivéncia de variedades de Cattleya
intermedia tratadas com diferentes concentragdes
de colchicina e tempos de exposi¢do, indicando
um possivel efeito do genodtipo na resisténcia a
colchicina. J& Vichiato et al. (2007) obtiveram
auséncia de morte em plantas de Dendrobium
nobile tratadas com colchicina, sugerindo que
essa orquidea possui maior resisténcia aos efeitos
nocivos do alcaldide.

Tabela 1. Valores médios da taxa de sobrevivéncia, porcentagem de plantulas com miultiplas brotagdes, primeira
medigdo de altura de parte aérea das plantulas (trés meses apds tratamento com colchicina) (cm) e segunda medig¢ao
de altura de parte aérea das plantulas (sete meses apds tratamento com colchicina) (cm) de Cattleya tigrina, tratadas
com diferentes concentra¢des de colchicina (g.L) e diferentes intervalos de tempo (horas).

Plantulas com

Taxa de Sobrevivéncia . . 1* Altura 22 Altura

Tratamentos Multiplas Brotagdes
(%) (cm) (cm)
(%)

Colchicina — 0,5 — 24h 100a 25,55¢ 2,60a 3,86a
Colchicina — 0,5 — 48h 94 a 22,22¢ 2,65a 427a
Colchicina — 0,5 — 72h 100a 42,50b 2,39a 3,17b
Colchicina— 1 —24h 9 a 58,88b 2,22a 423a
Colchicina—1 —48h 84b 75,59a 1,88b 2,55b
Colchicina—1 —72h 32¢ 79,17 a 1,45b 2,37b
Colchicina — 0 100a 11,11¢ 2,35a 3,66a
CV (%) 15,46 55,18 23,56 20,73

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Observou-se, também, que com o aumento da
concentracdo e do tempo de exposi¢ao a colchicina,
houve aumento na porcentagem de plantulas com
multiplas brotacdes (Tabela 1). Unemoto et al.
(2009) também obtiveram aumento do nimero de
brotagdes em Oncidium flexuosum com o aumento
do tempo de exposi¢do dos protocormos a colchicina.
Silva, Callegari-Jackes e Zanettini (2000) relatam
que a colchicina pode ter efeito similar aos efeitos
da citocinina, podendo proporcionar proliferacao
intensa de brotos.

Para altura da parte aérea das plantulas, referente
a primeira medi¢ao (trés meses apds o tratamento
com colchicina), observou-se tendéncia de redugdo
com o aumento do tempo de exposi¢do para a
concentracdo de 1g.L!, sem diferenga entre os
demais tratamentos. J4 na segunda medicao da
altura de parte aérea das plantulas (sete meses apos
o tratamento com colchicina), tanto a concentracao
de 0,5 g.L! quanto a de 1g.L"! apresentaram redugao
da altura com o aumento do tempo de exposi¢do. Os
tratamentos com colchicina a 0,5g.L! por periodos
de 24 e48 horas e o tratamento com colchicinaa 1g.L-
I'por 24 horas foram os que mostraram as maiores
meédias de altura, ndo diferindo estatisticamente do
tratamento controle (Tabela 1).

Vichiato et al. (2007) observaram que as plantas
poliploides de Dendrobium nobile obtidas apos
tratamento com colchicina também expressaram
desenvolvimento lento e pouco vigoroso quando
comparadas as plantas diploides. Segundo esses
autores o aumento das estruturas vegetativas ¢
encontrado comumente em orgdos de padrdo de
crescimento altamente determinado, como flores
e sementes e, por isso, nem sempre ¢ observado
entre plantas com diferentes niveis de ploidia. No
entanto, Farinaci (2001), que avaliaram individuos
diploides e tetrapldides naturais de Bulbophyllum
ipanemense, nao  observaram  modifica¢do
morfologica visualmente associada a poliploidia,

nem mesmo o aumento no tamanho dos individuos.

Os resultados mostraram que com o aumento
da concentragdo, de 0,5 para 1g.L'!, e do tempo
de exposicdo a colchicina, de 24 a 72 horas,
ocasionou maior mortalidade e aumento do nimero
de plantulas com multiplas brota¢des e reducdo na
altura das plantulas.
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