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RESUMO: (Fontes e concentragdes de carboidratos no crescimento vegetativo e no enraizamento in vitro de Miltonia flavescens
Lindl.). Miltonia flavescens é uma orquidea epifita nativa da regido sul do Brasil, ameacada de extingao pelo extrativismo e a
destruigao dos seus habitats. O tipo e a concentragdo dos carboidratos sdo importantes para promover o crescimento e o desen-
volvimento das plantas in vitro. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes fontes e concentragdes
de carboidratos no crescimento e enraizamento iz vitro de M. flavescens. Foi utilizado o meio de cultura MS, modificado pela
reduc@o a metade da concentragdo de sais. Plantas provenientes de sementes estabelecidas in vitro foram utilizadas como explan-
tes, os quais foram inoculados nos meios de cultura contendo os carboidratos sacarose, maltose ou glicose, nas concentragdes
de 0, 15,30,45¢ 60 g.L-". Apos seis meses de cultivo, as plantas foram avaliadas quanto as caracteristicas de comprimento da
parte aérea, numero de raizes, nimero de folhas, nimero de brotos e massa fresca. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des por tratamento, sendo a unidade experimental constituida de um frasco com
dez plantas. Apenas o numero de folhas nao foi significativamente afetado pela fonte e concentragao de carboidratos. Quando
o meio de cultura foi suplementado com 15 ¢ 60 g.L"' de carboidrato, néo foi verificada diferenga entre suplementagao de sa-
carose, glicose e maltose para as variaveis analisadas, enquanto que a sacarose, nas concentragdes 30 ¢ 45 g.L"!, promoveu o
crescimento in vitro de M. flavescens.

Palavras-chave: Orchidaceae, cultivo in vitro, aglicares, planta ornamental, Miltonia flavescens.

ABSTRACT: (Source and concentration of carbohydrates on shoot growth and rooting of Miltonia flavescens Lindl.). Milto-
nia flavescens is an epiphytic orchid native to southern Brazil threatened with extinction by extraction and destruction of their
habitats. Type and concentration of carbohydrates are important for promoting growth and development of in vitro cultured
orchids. This study aimed to evaluate the effect of different carbohydrate sources and concentrations on in vitro growth and roo-
ting of M. flavescens. In vitro seed-derived plants used as explants were cultured in half-strength MS media containing sucrose,
maltose and glucose as carbohydrate sources, at concentrations of 0, 15, 30, 45 and 60 g.L"!. After six months in culture, plants
were evaluated for aerial part height, root number, leaf number, shoot number and fresh weight. The experiment was arranged
in a complete randomized design, with five replications per treatment and experimental unit consisting of ten plants per flask.
Leaf number was the only variable that was not significantly affected by the source and concentration of carbohydrates. At the
concentrations of 15 and 60 g.L! of carbohydrate, no difference was found among sucrose, glucose and maltose for any variable
tested. On the other hand, sucrose at concentrations of 30 and 45 g.L"! promoted in vitro growth of M. flavescens.

Key words: Orchidaceae, in vitro culture, carbohydrates, ornamental plant, Miltonia flavescens.

de propagacdo vegetativa, permitindo a produgdo de
mudas de alto padrdo e em quantidade suficiente para
suprir a demanda comercial em qualquer época do ano

INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é considerada a maior e mais

diversificada familia entre as plantas fanerogamas (Yew
& Hew 2000), com mais de 800 géneros, 35.000 espécies
e um grande niimero de hibridos (Sheehan 1983, Dres-
sler 1993). As orquideas destacam-se pela exuberancia
de suas flores, muito apreciadas por colecionadores e
comerciantes os quais, geralmente, realizam coletas
indiscriminadas, retirando-as de seus habitas naturais
(Ventura 2002).

Com a necessidade de suprir a demanda comercial e
evitar a intensa degradacdo dos ambientes naturais, a
técnica de cultura de tecidos tornou-se importante ins-
trumento para a conservagao e multiplica¢do de plantas.
Essa ferramenta possibilita a propagacdo de plantas
livre de patogenos e acelera os métodos convencionais

(Schiavinato et al. 2008).

Apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos, o cultivo
in vitro de orquideas ainda enfrenta algumas limitagdes
como o custo de produgdo, a otimizagdo de protocolos
de cultivo especificos para cada espécie, variedade ou
hibridos e a necessidade de aclimatizagdo prévia das
plantas (Govil & Gupta 1997).

O meio nutritivo a ser utilizado precisa fornecer todas
as substancias essenciais para o crescimento dos tecidos
e desenvolvimento in vitro. Quando cultivadas dessa
forma, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo,
necessitando, assim, de uma fonte exdgena de carboi-
dratos. A fonte e a concentracdo dependem da espécie
vegetal e da fase do processo de micropropagacao. Os
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carboidratos fornecem energia metabolica e esqueletos
carbOnicos para a biossintese de aminoacidos e proteinas,
olissacaridios estruturais e todos os compostos organi-
cos necessarios para o crescimento das células (Caldas et
al. 1998). Assim, o carbono exdgeno no meio de cultivo
serve como fonte de energia, influenciando na fisiologia
da planta e diferenciacdo de 6rgdos (George 1996).

O tipo e a concentragdo dos acticares sdo importantes
para promover a germinagdo e o crescimento in vitro
(Nicoloso et al. 2003, Moreira et al. 2007). A sacarose
¢ o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos e,
geralmente, sua concentracdo no meio MS (Murashige
& Skoog 1962) é de 30g.L! (Santos 2003).

Estudos preliminares realizados com Miltonia fla-
vescens Lindl., uma orquidea epifita nativa da regido
sul do Brasil (Imes 1997) e ameagada de extingdo pela
destruicdo do seu habitat natural, evidenciaram o de-
senvolvimento de plantulas na presenga de 15 e 30 g.L"!
de sacarose (Stefanello e al. 2009). Na propagacdo in
vitro de orquideas, outras fontes de carboidratos como a
glicose, a frutose e a maltose também tém sido utilizadas
(Tombolato & Costa 1998).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito de diferentes fontes e concentragdes de carboidrato
no crescimento vegetativo e enraizamento in vitro de
plantas de M. flavescens.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotec-
nologia e Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade
Paranaense, Campus Toledo, Toledo, Parana.

Foram utilizadas, como explantes, plantas prove-
nientes da germinagdo in vitro com aproximadamente
2 cm, as quais foram inoculadas em meio de cultura

MS com metade da concentracdo dos macronutrientes e
micronutrientes (/2 MS). Foram testadas trés fontes de
carboidrato: sacarose (C,H,,0, ), maltose (C H,O,)
e glicose (C,H,,0,), nas concentragdes de 0, 15, 30, 45
e 60 g L, totalizando 15 tratamentos. O pH dos meios
de cultura foi ajustado para 5,8 utilizando hidroxido de
sodio (NaOH) e acido cloridrico (HCI) a 1 N, antes da
adigdo do agar (6,5 g.LL'").

Apobs o preparo, 50 mL de meio de cultura foram
distribuidos em frascos de vidro com capacidade para
250 mL, tampados e submetidos ao processo de esteri-
liza¢do por autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos.
A inoculagdo foi realizada assepticamente em camara
de fluxo laminar.

O delineamento experimental foi inteiramente casu-
alizado e a unidade experimental foi constituida de um
frasco contendo dez plantas, com cinco repeti¢cdes. Pos-
teriormente, os frascos foram transferidos para a sala de
crescimento com temperatura de 24°C, fotoperiodo de 16
horas e intensidade luminosa de 40 pmol.m?.s™.

O material vegetal permaneceu durante seis meses
em cultivo, com um subcultivo a cada dois meses. Apds
este periodo, foi efetuada a avaliacdo das seguintes va-
ridveis: comprimento da parte aérea, nimero de raizes,
comprimento da maior raiz, nimero de folhas e massa
fresca. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia e de regressao utilizando o programa estatistico
Sisvar (Ferreira 2003) e comparagdo de médias através
do teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds seis meses de cultivo das plantas de M. flave-
scens in vitro verificou-se que apenas o nimero de folhas
nao foi significativamente afetado pela fonte e concen-

Tabela 1. Comprimento da parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR), nimero de brotos (NB), niimero de folhas (NF) e massa fresca (MF) de

plantas de M. flavescens apos seis meses de cultivo em meio de cultura 2 MS com diferentes fontes e concentragdes de carboidratos.

Concentracdes (g.L")

Cardoidrato
15 30 45 60
CPA (cm)
Sacarose 4,15 bA 6,41 aA 5,46 aA 4,68 bA
Glicose 4,45 bA 5,62 aA 4,41 bB 3,68 bA
Maltose 4,37 bA 4,43 bB 6,36 aA 4,19 bA
NR
Sacarose 7,62 bA 13,68 aA 6,45 bB 2,75 bA
Glicose 7,33 aA 6,67 aB 1,95 bB 1,31 bA
Maltose 4,25 bA 7,55 bB 13,75 aA 4,75 bA
NB
Sacarose 1,37 bA 1,65 bA 2,47 aA 3,17 aA
Glicose 1,33 bA 1,83 bA 3,25 aA 3,62 aA
Maltose 1,05 bA 1,17 bA 1,50 bB 2,46 aA
NF
Sacarose 10,83 aA 14,55 aA 14,02 aA 13,58 aA
Glicose 10,5aA 13,15 aA 14,99 aA 13,25 aA
Maltose 11,37 aA 12,17 aA 13,87 aA 13,17 aA
MF (g)
Sacarose 0,34 bA 0,70 aA 0,74 aA 0,43 aA
Glicose 0,40 aA 0,67 aA 0,58 aA 0,47 aA
Maltose 0,28 aA 0,44 aB 0,56 aA 0,46 aA

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula, na linha, e maiuscula, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
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tracdo de carboidratos (Tab. 1). Nao houve crescimento
dos explantes na auséncia de carboidratos.

Quando o meio de cultura foi suplementado com 15 e
60 g.L-' de carboidrato, ndo foi verificada diferenca sig-
nificativa entre a sacarose, a glicose e a maltose para as
variaveis analisadas. Nessas concentragdes, os resulta-
dos foram inferiores quando comparados as outras con-
cen-tragoes testadas. Entretanto, quando o meio de cul-
tura foi suplementado com 30 e 45 g.L' de carboidratos,
foi observada diferenga significativa entre as fontes de
carboidrato para o comprimento da parte aérea e niime-
ro de raizes. Da mesma forma, foi observada diferenca
no namero de brotos na concentra¢do de 45 g.L'e na
massa fresca na concentra¢do de 30 g.L! (Tab. 1).

Estes resultados diferem dos obtidos no cultivo de
Oncidium varicosum Lindl. onde, em condi¢des experi-
mentais similares, 60 g.L"'de sacarose foi a melhor fonte
e concentracdo de carboidrato para todos os pardmetros
avaliados (Rego-Oliveira et al. 2003).

Os maiores valores médios para o comprimento da
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parte aérea foram obtidos quando a concentragdo de
carboidratos empregada foi 30 ¢ 45 g.L"!, ndo diferindo
entre si quando o carboidrato utilizado foi a sacarose.
Com a suplementacdo dos demais carboidratos, os
maiores comprimentos foram obtidos com 30 g.L-'de
glicose e 45 g.L"'de maltose (Tab. 1). Entretanto, ndo
ocorreu diferenca entre sacarose e glicose na concen-
tragdo 30 g.L'e tampouco entre sacarose e maltose na
concentragdo 45 g.L"!. Em todas as fontes de carboidra-
tos, o comprimento da parte aérea apresentou um ajuste
quadratico, dimi-nuindo com o aumento da concentra-
¢do de carboidratos a partir de 45 g.L! (Fig. 1A).

Esses resultados diferem dos obtidos com plantas de
Oncidium varicosum, cultivadas em condigdes simil-
ares, onde o maior comprimento foi alcancado na pre-
senga de 60 g.L"'de maltose ¢ sacarose, sendo diferente
signi-ficativamente dos demais tratamentos testados
(Rego-Oliveira et al. 2003). Os resultados do presente
trabalho também diferem dos obtidos com plantas de
Dendrobium nobile cultivadas por 120 dias in vitro e

2 2
—O — (Sacarose) y = -0,0114x " +0,7064x + 0,4306 (R=0,85)
3 2 2
—2_ (Glicose) y = 0,0003x - 0,0337x +0,9358x + 0,4351 (R=0,99)

A 3 2 2
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A
o

45 60

2 Z
—0 (Sacarose) y = -0,0005x +0,0341x +0,0531 (R=10,9)
—a__ (Glicose) y = -0,0004x > 0, 0277x + 0,1137 (R% 0,97)
2 2
—A— (Maltose) y = -0,0002x ~ + 0,0186x +0,0943 (R=0,96)

MF (g)

0 15 30 45 60

Carboidratos (g L'l)

Figura 1. Desempenho das varidveis em funcdo da fonte e concentracdo de carboidratos apds seis meses de cultivo in vitro: A. Comprimento

da parte aérea (CPA). B. Numero de raizes (NR). C. Numero de brotos

(NB). D. Numero de folhas (NF). E. Massa fresca (MF).
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que atingiram os maiores tamanhos na presenga de 60
g.L-'de sacarose (Faria et al. 2004).

O numero de raizes também foi afetado pela con-
centracdo e pela fonte de carboidratos (Tab. 1 e Fig.
1B), sendo os maiores valores obtidos quando o cultivo
ocorreu na presenca de 30 g.L-'de sacarose e 45 g.L"!
de maltose (13,68 e 13,75 raizes, respectivamente). Os
dados obtidos sdo concordantes com as afirmagdes de
varios autores que preconizam que a presenca de car-
boidratos é essencial para o enraizamento in vitro de
muitas espécies (George 1996, Grattapaglia & Macha-
do 1998, Leite et al. 2000). A formagao in vitro de um
sistema radicular funcional e bem desenvolvido é um
dos pontos fundamentais para a sobrevivéncia das plan-
tas na fase de aclimatizagdo.

Quando se estudou o efeito da glicose no enraiza-
mento (Tab. 1 e Fig. 1B), os maiores valores foram ob-
tidos nas menores concentracdes testadas, ou seja, 15
e 30 g.L!, ndo havendo diferengas entre elas (7,33 e
6,67 raizes, respectivamente). De forma similar, em On-
cidium varicosum foi verificado maior numero de raizes
sob concentragdes baixas de glicose (20 ¢ 30 g.L ") e
elevadas de maltose (60 ¢ 90 g.L!)(Rego-Oliveira ef al.
2003).

Houve aumento linear do nimero de brotos em fun-
¢do do aumento das concentragdes de carboidratos para
todas as fontes testadas (Fig. 1C) e os maiores valores
foram obtidos quando o cultivo ocorreu na presenga de
45 ¢ 60 g.L-'de sacarose e glicose e 60 g.L"! de maltose,
diferin-do dos demais tratamentos (Tab. 1). De modo
similar, as concentra¢des mais elevadas de carboidra-
tos, como maltose e sacarose, promoveram maior pro-
liferacdo de protocormos a partir de culturas celulares
embriogéni-cas de Oncidium ‘Gower Ramsey’ (Jheng
et al. 2006). O aumento na concentragdo de carboidra-
tos ocasiona a elevagdo do potencial osmético do meio
de cultura, diminuindo a absor¢do de dgua e sais pela
plantula, interferindo em seu crescimento (Fraguas et
al. 2003).

O numero de folhas ndo foi afetado significativa-
mente pelo tipo e pela concentracdo de carboidratos
(Tab. 1), embora com a suplementagao do meio de cul-
tura com 60 g.L"! observou-se tendéncia de diminuigdo
no numero médio de folhas (Fig 1D).

Nio houve diferenga entre as fontes de carboidratos
quanto a massa fresca, com exce¢do do tratamento 30
g.L-'de maltose que resultou em menor massa fresca
(Tab. 1 e Fig. 1E). Ao contrario do que foi observado no
presente trabalho, a suplementagdo com sacarose (0; 5;
10; 20; 30 e 60 g.L'!") afetou o crescimento ¢ o acimulo
de biomassa de plantas de Dendrobium nobile, sendo
que a adigdo de 60 g.L-'promoveu o aumento da massa
fresca (Faria et al. 2004). De modo similar, a elevagdo
na concentracdo de sacarose permitiu a obtencao de
maiores valores de massa fresca em plantas de Oncidi-
um varicosum (Rego-Oliveira et al. 2003).

Em funcdo das diferengas encontradas entre os trata-

mentos, constata-se a importancia do tipo de carboidrato
empregado, assim como da concentragdo adequada para
o crescimento in vitro dessa espécie. Segundo Smeekens
(2000), os carboidratos possuem fungdo sinalizadora,
podendo provocar alteragdo na expressdo génica simi-
lar aos efeitos atribuidos aos hormoénios. A percepgao
ocorre através de sensores protéicos que desencadeiam
uma cascata de eventos em nivel celular, alterando a ex-
pressdo génica e as atividades enzimaticas, influenci-
ando no crescimento.

CONCLUSOES

As fontes e concentragdes de carboidratos influencia-
ram o crescimento in vitro de M. flavescens. As con-
cen-tragdes de 30 e 45 g.L"'de carboidratos mostram-se
mais adequadas para os parametros avaliados. O cultivo
na presenca de 30 g.L-'de sacarose ou glicose resultou
em maior comprimento da parte aérea e incremento de
massa fresca, enquanto a multiplica¢do de brotos foi
favorecida pela presenca de 45 g.L! dos mesmos car-
boidratos.
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