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RESUMO. A incorporagio de fungicidas vem sendo utilizada nos meios de cultura,
apresentando efeitos positivos na multiplicagio de plantas cultivadas tanto in vitro como in
vivo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do fungicida clorotalonil no
desenvolvimento vegetativo ¢ no enraizamento in vitro das orquideas brasileiras Cattleya
loddigesii ¢ Laelia lundii. As plantulas de Cattleya loddigesii e Laelia lundii foram inoculadas no
meio de cultura MS, suplementado com diferentes doses do fungicida clorotalonil: 0,0; 0,1;
0,2; 0,4; 0,6g L'. Apés 180 dias do inicio do experimento, foram avaliadas as varidveis:
numero de brotagdes, ndmero de raizes, comprimento da maior raiz, altura da parte aérea ¢
peso fresco. Trinta dias apés o transplantio das plintulas, foi avaliada a proporgio de
pegamento. As doses do fungicida que melhor influenciaram a propagagio in vitro para
ambas as espécies encontram-se no intervalo de 0,1 a 0,2g L. Em relagio 4 proporgio de
pegamento das plantulas durante a fase de aclimatizagio, as melhores doses foram: 0,2g L™,
para a espécie C. loddigesii, ¢ 0,1g L, para L. lundii.

Palavras-chave: Orchidaceae, cultivo in vitro, Cattleya loddigesii, Laelia lundii.

ABSTRACT. The influence of the fungicide chlorothalonil on the vegetative and
root development in vitro of two Brazilian orchid species. The incorporation of
fungicides in culture means has presented positive results in the multiplication of plants
cultivated in vitro and in vivo. The objective of this work was to evaluate the influence of the
tungicide chlorothalonil on the vegetative and root in vitro development of the Brazilian
orchids Cattleya loddigestii and Laelia lundii. Cattleya loddigesii and Laelia lundii seedlings were
inoculated in an MS mean and supplemented with different doses of chlorothalonil
tungicide: 0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6g L. The following variables were evaluated 180 days after
the beginning of the experiment: number of shoots, longest root length, aerial part height
and fresh weight. Thirty days after seedling, germination/sticking proportion was evaluated.
Fungicide dose with the strongest influence on the in vitro fertilization of both species were
those within the 0,1 to 0,2g L' intervals. As for seedling germination during the
acclimatization phase, the dosages with the strongest effect were 0,2g L™! for the C. loddigesii
and 0,1g L™ for the L.lundii.

Key words: Orchidaceae, in vitro cultive, Cattleya loddigesii, Laelia lundii.

mudas de alta  qualidade

genética

As orquideas estio entre as plantas ornamentais
mais apreciadas e de maior valor comercial. No
Brasil, jd foram identificadas mais de 3.500 espécies
de orquideas, mas muitas estio correndo o risco de
extingio, devido 2 destruigio de seu habitat e 2s
coletas predatérias. As espécies Cattleya loddigesii ¢
Laelia lundii sio nativas do Brasil e sio epifitas,
possuindo raizes aéreas (Silva, 1976).

A micropropagac¢io ou propagagio in vitro tem
sido utilizada no Brasil, hd pouco mais de 25 anos,
para aumentar, principalmente, a produgio de

conseqiientemente, reduzir o seu custo. Além disso,
tem contribuido para salvar muitas espécies de
orquideas da extin¢io (Stancato ef al., 2001).

A propagacio in vitro de plantas de importincia
econdmica, em larga escala, tem resultado na
instalacio de verdadeiras biofibricas comerciais,
baseadas no principio da linha de produgio.
Particularmente na drea de plantas ornamentais,
onde predominam plantas hibridas (gérbera, cravo,
tulipa, orquidea), a clonagem in vitro de matrizes
selecionadas tem permitido a compatibilizagio de
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demandas especificas do mercado interno e externo
com atributos importantes como: época de floragio,
coloragio, tamanho e forma das flores, nimero de
flores por planta, tamanho e vigor das plantas
(Kerbauy, 1997), além da garantia da qualidade ¢ da
homogeneidade do produto final (Stancato et al.,
2001).

Um dos maiores problemas da produgio
industrial de mudas é a porcentagem de
contaminagio do meio nutritivo por fungos e
bactérias oportunistas durante as etapas de
propagagio in vitro. E dificil obter informagio sobre
perdas devido 3 contaminagio, mas as biofibricas de
plantas reconhecem a seriedade do problema
(Wright ef al., 1986). As contaminacdes por fungos e
bactérias podem causar perdas econdmicas para o
micropropagador, infestando o material vegetal
(explante) ou infestando o meio de cultura (Long et
al., 1988). Leifert et al. (1994) observaram que em
laboratérios da Alemanha, da Inglaterra e da
Holanda, do total das contaminagbes, as perdas
causadas por fungos foram de 10-35%. Em
biofibricas brasileiras, segundo Oliveira ef al. (2000),
ja foram registradas porcentagens de contaminagio
superiores a 30%, causadas tanto por fungos como
por bactérias, mesmo com todos os cuidados de
assepsia.

Diversas formulagdes de meios bdsicos, assim
como diferentes concentracdes e/ou combinagdes de
fitorreguladores, fungicidas e antibidticos, tém sido
utilizadas nos meios de cultura, visando a adequi-los
as necessidades de cada espécie vegetal para seu
cultivo in vitro. A adigio de fitorreguladores tem o
objetivo principal de suprir as possiveis deficiéncias
dos teores endégenos de horménio nos explantes,
que se encontram isolados das regides produtoras na
planta-matriz,  estimulando  respostas  como
crescimento e alongamento, enraizamento ou
multiplicagio da parte aérea (Grattapaglia e
Machado, 1990).

De acordo com Giladi et al. (1979), os fungicidas
e bactericidas incorporados ao meio de cultura para
minimizar os problemas de contaminagio tém
apresentado efeitos positivos na multiplicagio de
plantas cultivadas tanto in vitro como in vivo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia  do  fungicida  clorotalonil  no
desenvolvimento vegetativo e no enraizamento in
vitro das orquideas brasileiras Cattleya loddigesii ¢
Laelia lundii.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Fitotecnia da Universidade Estadual de Londrina
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(UEL), Estado do Parani. As orquideas utilizadas
foram Cattleya loddigesii Lindley. e Laelia lundii Rchb.f.,
ambas nativas do Brasil. As cipsulas dessas plantas,
contendo as sementes maduras, foram coletadas nove
meses apds a realizagio da polinizagio artificial.

As sementes foram germinadas in vitro no meio
MS (Murashige e Skoog, 1962), modificado com
metade da concentracio dos macronutrientes e
acrescido de 1g L' de carvio ativo, 30g L' de
sacarose e 7g L' de dgar. O pH foi ajustado para
6,4£0,1, antes da autoclavagem do meio. Nove
meses ap0s a realizacio da semeadura, as plintulas
com altura da parte aérea de 1,0+0,2cm foram
selecionadas para a realizagio do experimento.

A composi¢io do meio de cultura utilizado na
propagagio in vitro de plintulas de Cattleya loddigesii e
Laelia lundii foi a mesma usada para a germinacio. As
concentragdes do fungicida clorotalonil (g L),
adicionadas ao meio de cultura, foram: 0,0; 0,1; 0,2;
0,4 ¢ 0,6. O pH do meio de cultura foi ajustado para
6,4£0,1, antes da adi¢ao do 4gar. Posteriormente, as
culturas foram transferidas para sala de crescimento
com 2.000 lux de luminosidade, fotoperiodo de 16
horas-luz e aproximadamente
25+2 C.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 5 repetigdes por
tratamento para cada uma das espécies. Foram
inoculadas 10 plintulas por repeti¢io, totalizando 50
plintulas por tratamento. Aos 180 dias, foram
avaliadas as varidveis ntiimero de brotacées, ntimero
de raizes, comprimento da maior raiz, altura da parte
aérea, peso fresco. Os dados foram submetidos a
anilise de variincia, complementada pelo teste de
médias de Tukey a 5% e Regressio Polinomial,
segundo Banzatto e Kronka (1995). Apés realizadas
essas avaliacOes, as plintulas foram transplantadas

temperatura de

em vasos de cerimica contendo esfagno como
substrato e mantidas num viveiro protegido com tela
de polipropileno de coloragio preta, com retencio
de 50% do fluxo de radiagio solar, localizado a
23 28’ de Latitude Sul, 5P 11" de Longitude Oeste ¢
Altitude média de 566m. Foram feitas regas didrias,
por meio de aspersio, para manter o ambiente
favordvel a2 aclimatizagio  das  plintulas.
Transcorridos trinta dias ap6s o plantio, foi realizada
a avaliacio da propor¢io de pegamento dessas mudas
por meio do teste Qui-quadrado ()?), para virias
proporgdes a 5% de significincia, segundo Ayres et
al. (2000).

Resultados e discussao

Na Tabela 1, encontram-se os resultados da
influéncia  das diferentes doses do fungicida
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clorotalonil sobre as varidveis: ntimero de brotagoes,
ntmero de rafzes, comprimento da maior raiz, altura
da parte aérea e peso fresco, para as plintulas de
Cattleya loddigesii ¢ Laelia lundii.

Tabela 1. Médias referentes ao ntimero de brotagdes, ntimero de
rafzes, comprimento da maior raiz, altura da parte aérea e peso
fresco, para as diferentes doses do fungicida clorotalonil, aos 180
dias apés o cultivo in vitro de Cattleya loddigesii e Laelia lundii.

Dose de Comprimen  Altura da

p .+ Nimerode Ntimerode . 3 Peso fresco
Orquideas clorotalonil brotacses s © damaior parte aérea ©
gL < raiz (cm) (cm)
0 0,97 A' 1,45B 0,82B 1,29B 0,06 B
Cattleya 0,1 1,10A 438 A 1,88 A 1,89A 0,17A
Ioddigesi 0,2 130A  502A  1,82A  2,14A  021A
0,4 0,94 A 2,06 B 0,84 B 1,02B 0,02B
0,6 1,06A  1,86B 08B  091B  0,02B
CV (%) 24,82 24,93 21,39 18,09 36,97
0 140A"  123B  0,11B  164C  012B
Laclia 0,1 126 A 410A 2,13A 2,43 A 020A
P 02 LI4A  496A  193A  221AB  020A
0,4 122A 512A 152A  186CB 0,16 AB
0,6 142A  490A  140A 181 CB  0,17AB

CV (%) 31,92 19,20 26,03 10,34 22,81

' Médias seguidas pela mesma letra na vertical nio diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de significincia.

Para o ntmero de brotagdes, nio foram
verificados efeitos positivos das diferentes doses do
fungicida clorotalonil, apés 180 dias do inicio do
experimento, para as duas espécies de orquideas
estudadas (Tabela 1). Ramos ef al. (1996), utilizando
o fungicida benomil em uma espécie de Citrus, que é
uma planta de metabolismo C;, observaram que 2
medida que a dosagem do fungicida era aumentada,
o numero de brotagdes foi reduzido. Yang (1976),
trabalhando com Asparagus officinalis, concluiu que o
fungicida benomil possuia algumas propriedades
reguladoras de crescimento, comumente nio
observadas, que, segundo Thomas (1973),
possivelmente, deve-se 3 sua semelhanga estrutural
com as préprias citocininas, que sio um grupo de
reguladores de crescimento.

Considerando as varidveis: ntimero de raizes,
comprimento da maior raiz, altura da parte aérea e
peso fresco, fica evidente que a dosagem ideal do
fungicida clorotalonil, para o desenvolvimento in
vitro de plantulas de Cattleya loddigesii, encontra-se no
intervalo de 0,1 a 02g L' A partir dessas
concentragdes, ocorreu a acentuada redugio da
resposta das referidas varidveis avaliadas (Figuras 1 e
3). Pela anilise da regressio, pudemos constatar que,
para o ndmero de raizes/planta, comprimento da
maior raiz/planta, altura da parte aérea/planta e peso
fresco/planta, as melhores dosagens de clorotalonil
foram 0,16g L'; 0,15g L'; 0,15g L' ¢ 0,15g L™,
respectivamente, as quais fornecem, com base nas
equagdes, as melhores respostas de crescimento,
considerando cada varidvel avaliada (4,99 raizes;
1,94cm; 2,09cm e 0,21g, respectivamente).

As dosagens mais altas do fungicida (0,4 e 0,6g
L") causaram efeito negativo, reduzindo o
desenvolvimento das plantulas de Cattleya loddigesii ¢
de Laelia lundii (Figura 3 e 4); no entanto, nas doses
0,1 ¢ 0,2g L', para as duas espécies, ocorreu efeito
positivo no crescimento da parte aérea e no
enraizamento das plintulas, quando comparados
com a testemunha. Esses resultados estio de acordo
com os de Faria ef al. (2001), que constataram que
em plintulas de Oncidium varicosum, uma outra
espécie de orquidea, o fungicida clorotalonil nio
causou sintomas de fitotoxicidade nas dosagens de
0,1 e 0,2g L', propiciando também a proliferagio de
protocormos. Por outro lado, numa espécie de
eucalipto (Eucalyptus grandis), planta de metabolismo
C;, Watt et al. (1996) verificaram que a adi¢io de
benomil e de clorotalonil, na dose 0,5g L, inibiram
a cultura de explantes da referida espécie. Esses
autores transferiram os explantes para as fases de
alongamento e de enraizamento, ambas livres de
fungicidas, e concluiram que, apds cinco semanas, o
efeito negativo ainda era observado. A altura dos
explantes tratados previamente com benomil e com
clorotalonil foi significativamente inferior, quando
comparada com a do controle, e o desenvolvimento
in vitro das plantulas também foi inibido. A utiliza¢io
de fungicidas e de bactericidas em altas
concentragbes  tem  apresentado  respostas
semelhantes em espécies de orquideas, que, em
relagio ao seu metabolismo, sio plantas do grupo
CAM. Brown et al. (1982) concluiram que a adicio
de 0,05g L' do fungicida benomil impediu a
germinacio de Laelia tenebrosa, Vanda tricolor e Cattleya
elongata, e, nesta dltima, ao adicionar o bactericida
Penicilina G, na dose 0,1g L, o efeito foi similar.
No entanto, combinagdes de fungicidas e de
bactericidas testadas em relagio ao desenvolvimento
foliar e radicular obtiveram éxito, como é o caso da
espécie  Brassavola  nodosa,  que  teve o
desenvolvimento acelerado das raizes e das folhas
em todas as combinagdes. Para a espécie Cattleya
aurantiaca, a resposta foi semelhante apenas em
algumas combinagées e em Laelia lobata, outras
combinagdes, aceleraram a porcentagem de mudas
com folhas, porém, nio a expansio delas.

Ao analisar as Figuras 2 ¢ 4, pode-se notar a
semelhanca de comportamento nas doses 0,1 ¢ 0,2g
L' do fungicida clorotalonil, em relagio 3s
respectivas varidveis, sendo assim, considerados os
melhores tratamentos para a propagagio in vitro de
Laelia lundii. No entanto, ao calcularmos, através da
regressio, a dosagem ideal de clorotalonil que nos
fornece o méiximo valor das varidveis estudadas,
obtivemos: 0,28g L™'; 0,20g L''; 0,16g L™ e 0,17g L'
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para nuamero de raizes/planta, comprimento da
maior raiz/planta, altura da parte aérea/planta e peso
fresco/planta, respectivamente. Em relagio a resposta
de crescimento para cada varidvel citada

Colombo et al.

anteriormente, os dados obtidos foram 5,35 raizes,
2,23cm, 2,37cm e 0,21g, respectivamente, para Laelia
lundii (Figura 2).
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Figura 1. Influéncia das diferentes dosagens de clorotalonil na propagacio in vitro de C. loddigesii, ap6s 180 dias do inicio do experimento
(A = ntmero de raizes/planta; B = comprimento da maior raiz/planta; C = altura da parte aérea/planta; D = peso fresco/planta).
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Figura 2. Influéncia das diferentes dosagens de clorotalonil na propagacio in vitro de L. lundii, apés 180 dias do inicio do experimento (A
= ndmero de raizes/planta; B = comprimento da maior raiz/planta; C = altura da parte aérea/planta; D = peso fresco/planta).
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Figura 3. Plantulas de C. loddigesii propagadas in vitro, submetidas
a diferentes dosagens do fungicida clorotalonil (A = 0,0g L';; B =
0,1gL; C = 02g L' D = 04g L', E = 0,6 L), apés 180 de
cultivo in vitro (barra = 1cm).

Figura 4. Plantulas de L. lundii propagadas in vitro, submetidas a
diferentes dosagens do fungicida clorotalonil (A = 0,0g L';; B =
0,1gL "5 C =02g L, D = 04g L' E = 0,6¢ L), ap6s 180 de
cultivo in vitro (barra = 1 cm).

Um outro fator importante abordado estd
representado na Tabela 2, onde pode ser observada a
propor¢io de pegamento ex vitro das plintulas de
Cattleya loddigesii ¢ de Laelia lundii, repectivamente.
Segundo Costa (1998), essa fase de aclimatizacio é
muito delicada, porque além de representar um
estresse para a plintula, existe o perigo de infec¢oes
por fungos e por bactérias. Um grande ntimero de
plantas micropropagadas nio sobrevivem quando
transferidas das condicées in vitro para o ambiente
externo; porém, um fator importante para amenizar

esse problema ¢ a obtengio de plintulas sadias, com
sistema radicular e parte aérea proporcionais, a fim
de atingir maior freqtiéncia de pegamento. Na tabela
2, para a espécie C. loddigesii, as doses 0,4 e 0,6g L
do fungicida clorotalonil nio foram consideradas,
pois nio foi realizado o transplantio das plintulas,
uma vez que elas nio possuiam raizes suficientes
(Figura 3). O mesmo ocorreu para a dose 0,0g L',
em ambas as espécies, em que foram transplantadas
trinta e cinco plantulas. Foi observado, na dose 0,2g
L™, para a espécie Cattleya loddigesii, e 0,1g L, para a
espécie Laelia lundii, que a propor¢io de pegamento,
em porcentagem, foi de 98,00% e 86,00%,
respectivamente. Sendo  assim, nas referidas
dosagens, o sistema radicular e a parte aérea foram
proporcionais (Figuras 3 e 4), possibilitando uma
maior freqiiéncia de sobrevivéncia durante a fase de
aclimatizacio.

Tabela 2. Propor¢io de pegamento de mudas de Cattleya loddigesii
e Laelia lundii, 30 dias ap6s o transplantio para a casa de vegetagio.

Dose do clorotalonil Nimero de plantas Propor¢io de

Orquideas (gL™) transplantadas pegamento
0 35 34,29 B!
Cattleya 0,1 50 94,00 A
loddigesii 0,2 50 98,00 A
< 0,4 0 -
0,6 0 -
0 35 0,00 B!
0,1 50 86,00 A
Laelia lundii 0,2 50 80,00 A
0,4 50 74,00 A
0,6 50 58,00 A

'O teste utilizado foi o Qui-quadrado (x?) para virias proporcdes a 5% de significincia.

Conclusao

As dosagens do fungicida clorotalonil que
propiciaram  um  melhor
vegetativo, enraizamento ¢ propor¢io de pegamento
de mudas, durante a etapa de aclimatizacio, para as
espécies Cattleya loddigesii ¢ Laelia lundii, foram 0,1 e
0,2g L.

desenvolvimento
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