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ARTIGO CIENTIFICO

Metabolismo de plantasEpidendrum fulgensem fase de enraizamento

e de aclimatizacaaex vitro?

RAFAELLEN CAROLINE STORCK? E GILMAR ROBERTO ZAFFARP

Resumo
A composigao dos meios de cultivo durante a fase de enraizameittoesta diretamente relacionada ao sucesso da
aclimatizacéo. Pré-tratamentos com baixas concentra¢gfes de carboidratos e de sais no meio de enraizamento tém
estimulado uma pré-adaptacao a condigdo autotréfica. Plantipsd@éadrum fulgenforam cultivadas na fase de
enraizamento em diferentes concentrac¢des salinas do meio de MS e de sacarose, adicionados ou hdo de reguladores de
crescimento, durante 60 dias, com objetivo de promover uma pré-adaptacdo a condi¢do autotrofica da fase de
aclimatizacdo. Areducao de 50% na concentracdo salina do meio MS adicionado de 1,5% e de 3,0% (p/v) de sacarose,
e de 67% com 1,5% de sacarose nos meios de cultivo, com ou sem regulador de crescimento, promoveu aumento
significativo na altura das plantulaskEjgdendrum fulgen€Entretanto, o mesmo efeito néo foi verificado no nimero
de raizes. As plantulas cultivadas em meio de cultura com reducdo na concentracdo de nutrientes e de sacarose,
adicionado ou ndo de reguladores de crescimento tiveram um metabolismo mixotréfico ao final dos 60 dias de
enraizament vitro e uma maior autotrofia das plantulas aos 15 dias de aclimatizacao.

Palavras-chaveorquidea, pré-aclimatizacéo, cultura de tecidos.

Abstract
Metabolism of Epidendrum fulgensduring rooting and ex-vitro acclimatization

The culture media composition during thevitro rooting phase is directly related to the success of acclimatization.
Pre-treatments using low carbohydrate and salt concentrations in the rooting medium have stimulated a pre-adaptation
to an autotrophic conditiongpidendrum fulgenglantlets were cultivated, for 60 days, in different salt concentrations

of MS and sucrose medium with or without growth regulators, during the rooting phase. This treatment aimed to
promote a pre-adaptation to an autotrophic condition during the acclimatization stage. A 50% reduction in the salt
concentration of MS medium, added to 1.5% and 3.0% (w/v) sucrose, and a 67% reduction in the salt concentration
added to 1.5% sucrose in the culture media, with or without growth regulator, promoted a significant increase in the
plantlets height. However, the same effect was not observed in the root numbers. Plantlet cultivated in the medium
where nutrient and sucrose concentrations were reduced, with or without growth regulators, presented a mixotrophic
at the end of the 60 day vitro rooting period and a greater autotrophy of the plantlet at 15 days of acclimatization.

Key words Orchid, pre-acclimatization, tissue culture.

1. INTRODUCAO 0 crescimento autotréfico (GEORGE, 1996; KOZAI e
KUBOTA, 2001). Ao estudarem a micropropagacédo de
A qualidade fisiolégica dos tecidos vegetaiéjiversas espécies, KOZAl e NGUYEN (2003) verificaram

cultivados in vitro & um dos principais fatores responsavéis® Para promover a fotossintese, a transpiracéo e o
pelo bom desempenho das plantas durante o transmaﬁqgjmulo de matéria seca em plantas cultivadas in vitro, em
(VAN HUYLENBROCK e DEBERGH, 2000). O principal meio de cultura sem sacarose, € necessario aumentar a
fator da vulnerabilidade durante a fase de aclimatizagadnéensidade luminosa e a difusdo de,€@umidade relativa

o reduzido desenvolvimento do aparato fotossintético @m volta da planta.

vitro (GROUT e ASTON, 1977). Desse modo, o controle do .
ambiente in vitro se apresenta como uma estratégia Outro fafor responsavel pela. altq tax~a d'e
fundamental e de crescente importancia na promogao g9 alidade das plantulas durante a aclimatizagao € o
crescimento, desenvolvimento e morfologia de plantas §ftresse hidrico. Explantes cultivados sob regime
vitro (KOZAI e NGUYEN, 2003). A presenca de sacarosBeterotrofico originam plantas com elevado contetdo de
no meio de cultura inibe especificamente a formacéo égua, com grande risco de desidratagcéo e morte durante a
clorofila e a atividade fotossintética, inibindo ou reduzindaclimatizacéo (KUBOTA e KOZAI, 1992).
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Essa transferéncia da fase heterotrofica, em que As plantulas foram submetidas aos seguintes
a planta dispde de um suprimento externo de energia, ptiegamentos: T1= MS 33% e 1,5% sacarose sem RC; T2 =
um estado autotréfico, no qual precisa realizar S 33% e 3,0% sacarose sem RC; T3 = MS 50% e 1,5%
fotossintese e incrementar a absorgdo de sais é esseséigirose sem RC; T4 = MS 50% e 3,0% sacarose sem RC;
na adaptacdo das plantas a nova condicdo ambienftal= MS 33% e 1,5% sacarose com RC; T6 = MS 33% e
(GRATTAPAGLIAe MACHADO, 1998). Pré-tratamentos 3,0% sacarose com RC; T7 = MS 50% e 1,5% sacarose com
de reducao da condic&o heterotréfica podem ser aplicadifs; € T8 = MS 50% e 3,0% sacarose com RC. Aaclimatizacéo
para aumentar a sobrevivéncia das plantas no transplan@s plantas foi realizada considerando-se a concentragéo
Para isso pode-se reduzir a concentragdo de carboidrdtgssacarose, 1,5% e 3,0%, presente no meio de cultura
e de sais no meio de enraizamento estimulando uma pirante a fase de enraizamento.
adaptac&o a condigéo autotréfica (TORRES et. al., 1998). As andlises bioquimicas foram realizadas aos

A espécie Epidendrum fulgens, orquidea d&0 dias do cultivo in vitro e aos 15 dias da fase de
habito terrestre, planta ornamental e medicinal, tem ti@slimatizacdo. A extracdo de proteinas foi realizada a partir

sua populagdo cada vez mais reduzida, provocand@%so mg de massa seca da planta inteira pelo método de

degradacdo do paisagismo de nossas praias, devidd ay\D! € FELIPPE (1988) e a dosagem foi realizada pelo

desmatamento litordneo e a coleta desordenada pg}%{codo de BRADFORD (1976). Os acucares soldvels totais

comércio e ornamentacgédo. O presente trabalho objetiv&? aén:fl\mrgm eitgzgos al\/?ag:; gig]\?m?o'?gligggcma
estudar os aspectos fisiologicos e bioquimicos O:)céorpectivamente (a part)irze 5% mg de magsaas.eéa da z),lanta
metapohgmo de plaptas d.e Ep|den<_jrqm fulgens duranten eira e dosados pelo método de UMBREIT e BURRIS
fase in vitro e ex vitro, visando otimizar o processo (el U . . : .
aclimatizacéio 964,). Adetermmgqgo de p|gmentos foi realizada a partir
' do método colorimétrico descrito por LICHTENTHALER
(1987), utilizando uma planta sem raizes, e de ceras
epicuticulares a partir de duas folhas por planta pelo

método de ROBERTS et al. (1990).
O material vegetal consistiu de propagulos de

2. MATERIAL E METODOS

Epidendrum fulgens (Brongn) provenientes da fase de 3. RESULTADOS E DISCUSSAO
multiplicacdo em meio Knudson C modificado (1946)
submetidas a fase de enraizamento in vitro em meio MS Areducdo da concentracéo salina do meio MS

(MURASHIGE e SKOOG, 1962). Os meios de culturgy 5004 e 67% e a adigéo de 3,0% de sacarose nos meios
utilizados consistiram em variagbes da concentracao salifidcitivo promoveram aumento significativo na altura das
de MS e, suplementados com 1,0mgle tiamina.HCl € pantas de Epidendrun fulgens, aos 60 dias de cultivo (Ta-
1,0mg L de mio-inositol, variando a concentracdo dggq 1), Entretanto, o mesmo efeito néo foi verificado no
sacarose em 1,5% e 3,0% (p/v) e 0,6% (p/v) de agar (Mersgimero de raizes. Os meios de cultura utilizados para
Os reguladores de crescimento (RC), adicionados a0 mgjgaizamento s&o caracterizados, de um modo geral, pela
de cultura, foram o acido -naftaleno acetico (ANA) Ngeqycso0 na concentraco de sais (McCOMB e BENNETT,
concentracdo de 0,02mg & acido giberélico (GAna  19g5). O resultado obtido por CENTELLAS et al. (1999),
concentracdo de 0,01mg.1O pH do meio de cultura foi g plantas de Malus domestica, demonstra que a concen-
ajustado para 5,7 antes da a_utoclavagem. Frascos de FuMeéo de MS 50% promoveu diferenca significativa no
de 100mL com 20mL de meio, vedados com tampa plastiGamero de raizes independente do regulador de cresci-
transparente, contendo um explante cada, foram mantidggno (RC) testado. Porém, CALVETE et al. (2002) demons-
em camara de crescimento com 16 horas de_luzaSO[ijsioI Myraram em plantas de morango que a adigdo de 1,5% ou
em temperatura de 27+ 2°C, durante 60 dias. 3,0% de sacarose ao meio de cultura, ndo promoveu dife-

Tabela 1 Crescimento das plantas Bpidendrun fulgenem meio MS adicionado ou n&o de reguladores de crescimento (RC),
durante a fase de enraizameintoitro, apds 60 dias de cultivo (n=7)

Table 1.Plant growth of Epidendrun fulgens in MS medium with or without growth regulators (GR) addition during an in vitro
rooting, after 60 days of growth period (n=7)

ALTURA (CM) NUMERO DE RAIZES
TRATAMENTO TEMPO (DIAS) TEMPO (DIAS)
0 60 0 60

T1 (MS 33% 1,5% SACAROSE S/RC) 1,83 3,64 ABC 2,82 5,30 NS
T2 (MS 33% 3,0% SACAROSE S/RC) 1,83 2,61 C 2,82 5,28 NS
T3 (MS 50% 1,5% SACAROSE S/RC) 1,83 462 A 2,82 5,34 NS
T4 (MS 50% 3,0% SACAROSE S/RC) 1,83 3,75 ABC 2,82 4,57 NS
T5 (MS 33% 1,5% SACAROSE C/RC) 1,83 4,78 A 2,82 4,99 NS
T6 (MS 33% 3,0% SACAROSE C/RC) 1,83 3,02 BC 2,82 3,85 NS
T7 (MS 50% 1,5% SACAROSE C/RC) 1,83 4,44 AB 2,82 4,48 NS
T8 (MS 50% 3,0% SACAROSE C/RC) 1,83 509 A 2,82 4,31 NS

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de tukey (p<0,05),
ns = valores néo significativos pelo teste de tukey (p<0,05)

Nevista Buasileiva de Houticultuva Oumamental v. 13, n.2, p. 129-133, 2007



METABOLISMO DE PLANTAS EPIDENDRUM FULGENS EM FASE DE ENRAIZAMENTO E DE ACLIMATIZAGAO EX VITRO 131

rencas significativas na producéo de biomassa das raizes. O cultivo das plantas no meio MS 50% e 1,5%

O metabolismo das plantas na fase in vitrode sacarose com regulador de crescimento promoveu 0s

quando submetidas a concentragdes salinas reduzidadifieres teores de acUcares soluveis totais e de amido, em
meio MS, combinadas com 1,5% e 3,0% de sacarose, fif:¢2C 80S demais tratamento§ (Tabgla 3). Ao comparar
presenca ou auséncia de RC, mostrou-se alterado deff5jgeores de agudcares _‘30'“"%'5 totais das f°|ha§ de E.
de 60 dias de cultivo. A permanéncia de E. fulgens durafti9€ns com os de amido, observou-se, em todos os

60 dias no meio de enraizamento in vitro promoveu auméf2lamentos, uma relacao inversa. Esse fato ocorre porque

to nos teores de clorofila total e de proteinas totais (Tab&@i0ssintese de sacarose e amido € iniciada a partir do
2. ciclo de Calvin e séo reagdes competitivas, em que a sintese

. . de amido ocorre nos cloroplastos e a da glicose no citosol.
O tratamento MS 33% e 1,5% de sacarose prapesar da compartimentalizagdo dos locais de sintese,

moveu maior teor de clorofila total nas plantas, seguiq:orre comunicagio entre eles e a sintese de um inibe a
dos tratamentos MS 33% e 3,0% de sacarose sem RC e MRese do outro (TAIZ e ZEIGER, 2004).

50% e 3,0% de sacarose sem RC. Contudo, pode-se obser-

var que os tratamentos contendo RC influenciaram negati- O suprimento de concentracdes de 33% do meio
vamente a biossintese de clorofila total. Porém, de um mdd&, aliado a 1,5% ou de 3,0% de sacarose, na auséncia de
geral a presenca de RC nos meios de cultura, induziu maR§¢, resultou em maior biossintese e deposic¢éo de ceras
teor de proteinas totais nas plantas de E. fulgens (tabefacuticulares nas folhas das plantas, ap6s 60 dias de
2). cultivo (tabela 3).

A composicdo e a concentracdo dos RC séo O cultivo de plantas de E. fulgens durante a
fatores determinantes no crescimento e no padréo de fiese de enraizamento in vitro em meio de cultura contendo
senvolvimento na maioria das culturas in vitro. As auxinas maximo 50% da concentragéo de sais do meio MS, e a
podem contribuir para as respostas observadas in vitrtilizacdo de 3,0% de sacarose promoveu maior teor de
uma vez que seu efeito depende da sua estabilidadectisrofila total durante a fase de aclimatizac&o ex vitro.
meio e de seu metabolismo pela célula (TORRES e CAEntretanto, o suprimento de 1,5% ou 3,0% de sacarose
DAS, 1998; CHEN, 2001; SOUZAetal. 2003; LEYSER, 1999hh0s meios de cultura ndo promoveu diferencas
onde os tratamentos contendo RC no presente trabagfignificativas nas concentragdes de proteinas totais das
apresentaram maiores teores de proteinas. plantas durante a aclimatizacéo (Tabela 4).

Tabela 2 Teor de clorofila total (ug.mgle massa seca) e de proteinas (g slegmassa seca) em plantas de Epidendrun fulgens
crescidos em meio de MS, adicionado ou néo de reguladores de crescimento (RC), durante a fase de enraizamento in vitro (n=7)
Table 2 Total chlorophyl (ug.mépf dry matter) and protein (ug.m@f dry matter) in plants of Epidendrun fulgens grown in MS
medium, with or without growth regulators addition (CR) during an in vitro rooting period (n=7)

CLOROFILA TOTAL PROTEINAS
TRATAMENTO TEMPO (DIAS) TEMPO (DIAS)
0 60 0 60

T1 (MS 33% 1,5% SACAROSE S/RC) 93,56 219,21 A 8,59 21,34 BCD
T2 (MS 33% 3,0% SACAROSE S/RC) 93,56 178,49 B 8,59 13,66 E
T3 (MS 50% 1,5% SACAROSE S/RC) 93,56 126,37 E 8,59 20,21 DE
T4 (MS 50% 3,0% SACAROSE S/RC) 93,56 186,21 BC 8,59 21,05 CD
T5 (MS 33% 1,5% SACAROSE C/RC) 93,56 109,31 F 8,59 24,29 BCD
T6 (MS 33% 3,0% SACAROSE C/RC) 93,56 126,92 E 8,59 29,40 A
T7 (MS 50% 1,5% SACAROSE C/RC) 93,56 153,80 CD 8,59 28,43 AB
T8 (MS 50% 3,0% SACAROSE C/RC) 93,56 145,19 D 8,59 27,48 ABC

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 3 Teor de agUcares sollveis totais (AST, em pgdegnassa seca) e de ceras epicuticulares (CE, erhdecrea foliar) em

plantas de Epidendrun fulgens crescidas em meio MS adicionado ou ndo de regulador de crescimento (RC) durante a fase de
enraizamento in vitro (n=7)

Table 3 Total soluble sugar content (AST, pgirofdry matter) and waxes (CE pg-fug foliar area) in plants of Epidendrun fulgens

grown in SM medium with or without of growth regulators (CR) addition during an in vitro rooting period (n=7)

AST AMIDO CE
TR ATAMENTO TEMPO (DIAS) TEMPO (DIAS) TEMPO (DIAS)
0 60 0 60 0 60
T1 (MS 33% 1,5% SACAROSE S/RC) 181,24 212,05 B 145,85 30,34 D 19,99 2,99 B
T2 (MS 33% 3,0% SACAROSE S/RC) 181,24 369,25 AB 145,85 23,66 D 19,99 3,84 A
T3 (MS 50% 1,5% SACAROSE S/RC) 181,24 20097 B 14585 * 19,99 0,85 CD
T4 (MS 50% 3,0% SACAROSE S/RC) 181,24 285,55 AB 145,85 * 19,991,46 C
T5 (MS 33% 1,5% SACAROSE C/RC) 181,24 237,93 B 145,85 4329 C 19,99 0,78 CD
T6 (MS 33% 3,0% SACAROSE C/RC) 181,24 380,74 AB 14585 10,99 E 19,99 1,36 CD
T7 (MS 50% 1,5% SACAROSE C/RC) 181,24 568,43 A 145,85 96,28 A 19,99 0,85 CD
T8 (MS 50% 3,0% SACAROSE C/RC) 181,24 134,16 B 14585 61,89 B 19,99 0,70 D

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
* Tratamento perdido.
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As condicdes da cultura in vitro tais como asistema de micropropagacdo heterotrofica, contribui de
baixa irradiancia, a temperatura controlada e a alta umidddema significativa para o processo da aclimatiza¢éo, com
relativa do ar induzem uma baixa biossintese e deposi¢d@nsequente diminuicdo do custo da muda
de ceras nas plantas (CAMPOSTRINI e OTONI, 199@nicropropagada, uma vez que pode diminuir as perdas por
TOMBOLATO e COSTA, 1998; KOZAIl e KUBOTA, 2001; morte e o tempo para a aclimatizagéo. O controle do
ERIG e SCHUCK, 2005). Entretanto, as plantas de E. fulgegbienten vitro, meio de cultura e atmosfera do frasco,
cultivadas in vitro tiveram maiores teores de ceras totdi§de determinar praticas que promovam maior fotossintese
quando comparadas as plantas aclimatizadas (Tabela&yesenvolvimento durante a faseitro e menor estresse
Os maiores teores de ceras epicuticulares encontradoshHI0r sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizagao.
folhas das plantas in vitro pode significar que tinham

metabolismo mixotréfico. 4. CONCLUSOES

Os niveis de sacarose de 1,5 e 3,0% promoveram A reducio d tracso d is d 0 d
diferencas significativas nos teores de acglcares SOIOVEi?tura de MreS uf(?n?ovaeﬁonrlg?gr r(:a:%as?:imeesm?(;ztrc? g:;'o €
totais. Entretanto, o mesmo efeito ndo foi observado npl’li P

- antulas dé&. fulgens
teores de ceras epicuticulares.

As plantas cultivadas em meios de culturas comny 5 As alteractes b_ioquir_nica; N fi;iolég?cas das
~ ~ . antulas det. fulgenscultivadasin vitro evidenciaram

redugao na concentragdo de n_utrlentes € de sacarose, E‘%ﬂ)r mixotrofia ao final dos 60 dias de cultinoitro.

ou sem RC, na fase de enraizamento in vitro, tiveram

resultados que evidenciam um metabolismo mixotréfico A aclimatizacéo das plantulas, provenientes dos

aos 60 dias. Por outro lado, a transferéncia das plantufagios com 3,0% de sacarose, resultou em menor estresse

para a aclimatizagéo em telado de sombrite e camara GnfR¥éenciado pelos teores de clorofila total e agucares

parece ter induzido, aos 15 dias, tendéncia maior & autotr§fAdveis totais.

das plantas. Esse fato pode ser atribuido ao menor estresse O sucesso da aclimatizacédo das plantulas

das plantas nas novas condi¢des ambientais. Portantgabém depende das condicdes ambientais impostas na
processo de pré-aclimatizacdo de plantas in vitro, utilizangigse in vitro, para a reducéo do estresse da condicéo
meios de cultura com reducéo de sais e sacarose,haterotréfica e/ou, mixotréfica a autotrofica.

Tabela 4.Teor de clorofila total (ug mgle massa seca) e de proteinas totais (figlevgpassa seca) em plantaggilendrun fulgens
durante a fase de aclimatizagdovitro(n=7)

Table 4.Total chlorophyl (ug mgof dry matter) and total protein (ug m@f dry matter) content in plants of Epidendrun fulgens
during an ex vitro acclimatization period (n=7)

Tratamento Clorofila total Proteinas
Sacarose (%) Aclimatizagdo (dias) Aclimatizagdo (dias)
0 15 0 15
1,5 159,04 ns 231,44 b 22,63 ns 24,19 ns
3,0 160,91 ns 310,24 a 21,13 ns 22,71 ns

as médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey(p<0,05)
ns= valores néo significativos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 5.Teor de acUcares sollveis totais (AST, ug mg-t de massa seca) e de ceras epicuticulatee @garfoliar) em plantas

de Epidendrun fulgens durante a fase de aclimatizacéo ex vitro (n=7)

Table 5.Total soluble sugar content (AST, ug'maf dry matter) and over cuticle waxes (ugimd foliar area) in plants of
Epidendrun fulgens grown in SM medium with or without of growth regulators (CR) addition during an ex vitro acclimatization per
(n=7)

Tratamento AST Ceras epicuticulares
Sacarose (%) Aclimatizacdo (dias) Aclimatizacdo_(dias)
0 15 0 15
1,5 272,07 ns 39,24 b 1,55 ns 0,90 ns
3,0 304,08 ns 190,75 a 2,11 ns 0,66 ns

as médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns = valores néo significativos pelo teste de Tukey (p<0,05).
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