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Sobrevivéncia e diferenciacao de protocormos de Oncidium flexuosum
submetidos a tratamento com acido peracético e colchicina

Lilian Keiko Unemoto, Ricardo Tadeu de Faria’, Deonisio Destro, Cristiane Muniz

Barbosa e Alessandro Borini Lone

Programa de Pds-graduagdo em Agronomia, Departamento de Agronomia, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,

Parand, Brasil. *Autor para correspondéncia. E-mail: faria@uel.br

RESUMO. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do 4cido peracético ¢ da
colchicina na diferenciagio de protocormos de Oncidium flexuosum. O icido peracético foi
testado previamente nas concentragdes de 0, 3, 6 ¢ 9 mL L™, durante dez dias, para verificar
a eficicia na esterilizagio do meio de cultura e os possiveis efeitos fitotéxicos nos
protocormos. Apés determinagio da concentragio, foram adicionados 6 mL L de 4cido
peracético em meio MS com 0,05% de colchicina e DMSO 1%. Os protocormos foram
mantidos em agitagio pelos periodos: 0, 24, 48, 72, 96 e¢ 120h. O experimento foi
inteiramente casualizado com seis tratamentos, dez repeti¢des e cinco protocormos por
repeti¢io. Apés 30 dias, foi avaliada a sobrevivéncia dos protocormos e, apés 180 dias, foram
avaliados: ntimero de brotos, altura da parte aérea, ntimero de raizes, comprimento da maior
raiz e massa fresca das plintulas regeneradas. Os dados foram submetidos 2 anilise de
regressio. A concentragio de 6 mL L' de 4cido peracético a 0,25% pode ser utilizada em
substitui¢do ao processo de filtragio da solugio de colchicina. O aumento do tempo de
exposicio A colchicina causou aumento no ndmero de protocormos mortos.

Palavras-chave: Orchidaceae, poliploidia, fitotoxicidade, esterilizagio.

ABSTRACT. Survival and differentiation of Omncidium flexuosum protocorm
submitted to peracetic acid and colchicine treatment. The objective of this work was
to evaluate the effect of colchicine, when applied at different times on O. flexuosum
protocorm differentiation. Peracetic acid was previously tested at 0, 3, 6 and 9 mL L™
concentrations for 10 days, in order to verify the efficacy on the culture medium
sterilization and the possible phytotoxic effects on protocorms. After determining the
concentration, 6 mL L™ of peracetic acid were added in MS medium with 0.05% colchicine
and DMSO 1%. The protocorms were agitated during 0, 24, 48, 72, 96 and 120 hours. The
experimental delineation used was the completely randomized blocks, with 6 treatments, 10
repetitions and 5 protocorms per repetition. Thirty days after the treatment began,
protocorm survival rates were assessed; after 180 days, the following were assessed: number
of buds, aerial part height, number of roots, the length of the largest root and plantlet fresh
mass. The data were submitted to regression analysis. Peracetic acid in the concentration of
6 mL L' can be used as a substitute for the colchicine solution filtration process. The
increase in colchicine exposure time caused a rise in the number of dead protocorms.

Key words: Orchidaceae, polyploidy, phytotoxicity, sterilization.

Introdugio

Na flora brasileira ocorrem indiimeras espécies de
orquideas com potencial ornamental, como as
plantas do género Oncidium, que é considerado um
dos maiores dentro da familia Orchidaceae. Neste
género, existem catalogadas mais de 750 espécies
cuja distribuigio esti limitada 3s Américas, e a
grande maioria ocorre na
(SUTTLEWORTH et al., 1994).

Segundo Wittmann ¢ Dall’Agnol (2001), a
poliploidia, ou seja, a existéncia de mais de dois

América do Sul

genomas no mesmo ntcleo, é ocorréncia comum
nas plantas, tendo desempenhado importante papel
na origem e evolugio de plantas silvestres e
cultivadas. Estima-se que 95% das pteridéfitas e,
aproximadamente, 70% das espécies de angiospermas
possuem niimeros cromossdmicos que sio multiplos do
ntmero bésico dipléide encontrado em seu género
(LEITCH; BENNETT, 1997; MONDIN; DOCHA
NETO, 2006).

A substincia tradicionalmente empregada na
indugio de poliploidia em plantas é a colchicina
(C,H,;0(N) (DOLEZEL et al., 1994). Trata-se de
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um alcaldide, extraido a partir de Colchicum autumnale
(Liliaceae), que age estritamente sobre células em
divisdo, inibindo o fuso acromitico de modo que os
cromossomos sio paralisados na metifase, o que
conduz a célula a endomitoses sucessivas e ocasiona,
assim, o aumento de seu nivel de ploidia (JENSEN,
1974). A colchicina como agente indutor de
poliploidia em cultura de plantas in vitro tem suas
limitacbes, pois, em eclevadas concentragdes ou
tratamentos muito prolongados, torna-se téxica para
os tecidos vegetais (HAMILL et al., 1992). Sendo
assim, para cada espécie e tipo de material a ser
tratado, deve ser determinada a concentragio
apropriada do alcaléide.

A esterilizagio é um importante fator no
processo de indugio de poliploidia. Comumente, o
meio de cultura é esterilizado por meio de
autoclavagem e a substincia antimitética, como no
caso da colchicina, ¢ adicionada posteriormente por
meio de filtragio (SILVA et al., 2000; LATADO
et al., 2007). A esterilizagdio quimica é relatada pelo
uso de substincias como o hipoclorito de sédio
(YANAGAWA et al., 1995; TEIXEIRA et al., 2005).
O icido peracético é um microbiocida eficaz, que
vém sendo utilizado na medicina para esterilizac¢io e
desinfestacio de artigos como
aparclhos para hemodiilise e endoscépios. Além de
ser um material nio-téxico e nio-alergénico, pode
ser utilizado em baixas concentragdes e se decompde
em 4gua, 4cido acético e oxigénio, que sio produtos
biocompativeis presentes na natureza (FRACARO
etal., 2007).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
do dcido peracético como agente quimico
esterilizante e da colchicina na diferenciacio de
protocormos de Oncidium flexuosum.

termossensiveis

Material e métodos

Foram utilizados protocormos de Oncidium
Sflexuosum obtidos a partir de sementes. Para o pré-
teste com as diferentes concentragoes de acido
peracético, foi utilizado o meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L' de
sacarose. Para o processo de esterilizagio dos meios
de cultura, utilizou-se o dcido peracético (0,25%) nas
concentragdes de 0, 3, 6 ¢ 9 mL L; em seguida, o
pH dos meios foi ajustado para 5,8 * 0,1. Os meios
foram distribuidos em tubos de ensaio com
capacidade de 40 mL, e cada tubo continha 10 mL de
meio. Os tubos foram previamente lavados e
mantidos imersos, por 30 min., em solucio de
20 mL L de 4cido peracético.

Unemoto et al.

Para cada concentragio, foram feitas dez
repeti¢des, sendo cada repetigio composta de um
tubo contendo dez protocormos. Os tubos com os
protocormos foram mantidos em agitagio de 100
rpm, em sala de crescimento com temperatura de
26 + 2°C, fotoperiodo de 16/8h luz escuro™ e
2.000 lux de luminosidade pelo periodo de dez dias.
Durante  este periodo, foram avaliados a
contaminagio e os possiveis efeitos fitotdxicos.

Ap6s a fase dos pré-testes com o 4cido peracético,
iniciou-se a fase de indugio de poliploidia. Foi
utilizado o meio MS suplementado com 30 g L™ de
sacarose; em seguida, adicionou-se colchicina 0,05%
e DMSO (dimetilsulféxido) 1%. Em substitui¢io ao
processo de autoclavagem dos meios e da filtragio da
solugio de colchicina, foram adicionados 6 mL L™ de
dcido peracético (0,25%). Os protocormos foram
transferidos para tubos de ensaio que continham
30 mL de meio e mantidos em agitagio (100 rpm).
Em seguida foram acondicionados sob as mesmas
condigdes de fotoperfodo, luminosidade e
temperatura citadas anteriormente. Os protocormos
foram mantidos em solugdo de colchicina pelos
seguintes perfodos de tratamento: 0, 24, 48, 72, 96 e
120h.

Apés os respectivos periodos de tratamento com
colchicina, os protocormos passaram por tripla
lavagem em 4gua destilada e autoclavada e, em
seguida, foram transferidos para meio de cultura MS
suplementado com  sacarose (30 g LV,
agar (7,0 g L") e carvio ativado (1,0 g L"), para a fase
de desenvolvimento dos  protocormos. O
delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com seis tratamentos ¢ dez repeticdes,
sendo cada repetigio constituida por um frasco
contendo cinco protocormos.

Apé6s 30 dias do inicio de cada tratamento, foi
avaliada a porcentagem de sobrevivéncia dos
protocormos nos diferentes tratamentos. Passados
180 dias, foram avaliados: ntimero de brotos
formados, altura da parte aérea, ndmero de raizes,
comprimento da maior raiz e massa fresca das
plantulas regeneradas. Os dados foram submetidos 2
andlise de regressio.

Resultados e discussao

Para os pré-testes com dcido peracético, foi
observado 100% de contaminagio nos meios de cultura
sem a presencga de dcido peracético. A concentragio de
3 mL L™ foi insuficiente para a esterilizagio do meio de
cultura, apresentando, ao terceiro dia, contaminagio
por fungos em um dos tubos ¢, ao décimo dia, 80% dos
tubos apresentavam contaminagio. Os meios de
cultura cuja concentragio de dcido peracético era de 6
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mL L' nio apresentaram contaminagio, ¢ 0s
protocormos se mantiveram sadios. Os meios com
concentragio de 9 mL L' nio apresentaram
contaminagio dos meios de cultura, no entanto,
apresentavam acentuados sintomas de oxidagio, nio
sendo, assim, adequados para o desenvolvimento dos
protocormos. Comumente, em procedimentos de
indugio de poliploidia de plantas, apds os meios de
cultura serem autoclavados, a colchicina é adicionada
por meio de filtros de esterilizagio em cimara de fluxo
laminar, como descrito por Silva et al. (2000) e Latado
et al. (2007). O 4cido peracético demonstrou ser eficaz
no processo de esterilizagio, simplificando o
procedimento para a indugio de poliploidia em
orquideas, em relagio ao processo de filtracio.

Apébs a determinagio da concentragio de 4cido
peracético a ser utilizada no tratamento dos
protocormos, avaliou-se o desenvolvimento dos
protocormos nos diferentes periodos de tratamento
com a colchicina. A porcentagem de sobrevivéncia foi
avaliada ap6s 30 dias do inicio do experimento. Os
protocormos que nio foram tratados com colchicina
apresentaram 100% de sobrevivéncia. Com 24h de
tratamento, foram obtidos 86% de sobrevivéncia, 78%
para os periodos de 48 ¢ 72h e 73 ¢ 71% para os
periodos de 96 e¢ 120h de exposi¢io 2 colchicina,
respectivamente, ou seja, houve diminuigio da
porcentagem de sobrevivéncia em relagio ao aumento
do tempo de exposi¢io a colchicina (Figura 1).

100 @,
¥ = 0,0022%" - 0,4869x + 98,429 R’ = 0,96

Sobrevivéncia (%)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo (horas)

Figura 1. Sobrevivéncia dos protocormos de Oncidium flexuosum
em relagio aos diferentes tempos de exposi¢io a colchicina, apés
30 dias.

Virios autores (BINSFELD et al, 2000,
KOUTOLIS et al, 2005, POUTARAUD;
GIRARDIN, 2005) relataram o efeito diferencial de
antimitdticos, quando aplicados em diferentes tecidos-
alvo por diferentes periodos de exposigio. Thao et al.
(2003), relatam que a sobrevivéncia dos explantes apds
tratamento com colchicina depende da concentragio e
duragio do tratamento, mas em geral, altas
concentragdes e longos periodos de exposi¢io aos
agentes indutores reduzem a sobrevivéncia das
plantulas. Eeckhaut et al. (2002), testaram diferentes
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concentragdes de colchicina, trifluralina e orizalina para
induzir poliploidia em hibridos de Rhododendron simsii e
obtiveram menor porcentagem de mortalidade no
tratamento com colchicina a 0,05%. Thao et al. (2003)
cita. no entanto que, dependendo da espécie, a
colchicina pode apresentar maior efeito fitotéxico que
outras substincias antimitéticas como esterilidade,
crescimento e morfologia anormal, perdas ou rearranjo
de cromossomos.

Silva et al.  (2000), testando diferentes
concentragdes de colchicina por quatro e oito dias,
obtiveram uma variagio entre 0 a 44% ¢ 0 a 33% de
protocormos mortos em diferentes clones de Cattleya
intermedia (Orchidaceac). No entanto, nio foram
encontradas  diferengas significativas  entre  as
concentragdes e os tempos de exposi¢io entre 0s
dois clones testados.

Pelas anilises de regressdo, foi possivel notar a
tendéncia do aumento no ntimero de brotacdes com
o aumento do tempo de exposi¢gio 3 colchicina
(Figura 2A). O tratamento com colchicina por 120h
proporcionou maior ndmero de plantas com
brotacdes, ¢ os demais tratamentos nio apresentaram
diferencas significativas entre si. Os protocormos
tratados com colchicina por 120h, além de
apresentarem intensa proliferacio de brotos,
também apresentavam baixo desenvolvimento de
parte aérea. Webster e Davidson (1969) e Silva et al.
(2000) relatam que a colchicina pode ter efeito
similar aos efeitos da citocinina proporcionando
crescimento vigoroso e intensificagio na coloragio
das plantas, além da proliferagio intensa de brotos,
caracteristica esta citada por Tornero et al. (2000)
como tipico efeito da citocinina, quando utilizada
em meios de cultura.

Zaki e Dickson (1995) citam a colchicina como
substincia capaz de aumentar o ndmero de divisdes e
embrides formados, além de promover androgénese
em cultura de anteras ¢ micrésporos em Brassica napus.
Segundo Ruiz e Vasquez (1982),
adicionada a0 meio de cultura modifica a relacio
auxina/citocinina, aumentando a quantidade de células.

Para a altura da parte aérea, verificou-se que as
plantas que nido foram expostas a agio da colchicina
apresentaram médias superiores, quando
comparadas 3as plantas que foram expostas ao
tratamento com o alcaléide (Figura 2B). Quanto
maior o periodo de exposi¢io i colchicina, menor
crescimento em altura das plantulas. Ahloowalia
(1967), em estudos para indugio de poliploidia em
Lollium perenne, observou retardo no crescimento das
plantas  tratadas, além de modificacdes na
morfologia, como intensificacio da coloragio verde e
aumento na espessura da primeira folha emergente.

a colchicina
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Figura 2. Influéncia dos diferentes tempos de exposigio 2
colchicina para as varidveis: nimero de brotos (A), altura (B),
namero de raizes (C), comprimento de raiz (D) e massa fresca
(E) em Oncidium flexuosum, ap6s 180 dias.

Unemoto et al.

Viindla (2000) observou em Rhododendron que os
brotos que passaram por tratamento com colchicina
ou orizalina emergiram mais lentamente que os
brotos nio tratados. Singh (1986), em estudos com
Arachis hypogaea L., também observou retardo no
crescimento das plantas tratadas com colchicina.

O ntmero de raizes formadas igualmente
apresentou declinio com o aumento do tempo de
exposi¢io 2 colchicina (Figura 2C). As plantas que
sofreram exposi¢io ao alcaldide desenvolveram
menor ndmero de raizes que as plantas nio-tratadas,
excegdo apenas para o tempo de 48h, em que o
nimero de raizes nio apresentou acentuada
diferenca em relagio as plantas que nio foram
expostas ao tratamento com colchicina.

Para o comprimento de raizes, as plantas que nio
passaram por tratamento com colchicina foram as
que apresentaram as maiores raizes (Figura 2D). As
plantas tratadas pelos periodos de 72, 96 ¢ 120h
foram as que apresentaram as menores médias de
comprimento de raizes, demonstrando ter seu
desenvolvimento afetado com o aumento do tempo
de exposi¢io a colchicina.

As plantas que passaram por tratamento de 48h
em colchicina foram as que apresentaram maior
média em massa fresca, quando comparadas 2
testemunha e aos tratamentos de 24, 72, 96 ¢ 120h
(Figura 2E). O tratamento de 120h foi o que
apresentou menor média de massa, uma vez que
neste tratamento ocorria apenas a intensa
proliferacio de brotos e baixo desenvolvimento
vegetativo.

Verificou-se redu¢io no crescimento da parte
drea e de raiz com o aumento do tempo de exposi¢io
A colchicina. Para a varidvel massa fresca, também
houve diminui¢io da média com o aumento do
tempo de exposi¢io apds 36h de tratamento. Esses
resultados demonstram que o tempo de exposi¢io 2
colchicina é um importante fator que interfere tanto
no desenvolvimento quanto  na
sobrevivéncia das plantas. De acordo com Thao et al.
(2003), o retardo no crescimento e a proliferacio dos
brotos tratados estio ligados 3 penetragio da
colchicina nas células meristemiticas, afetando a
divisao normal das células.

Com exce¢io ao numero de brotacoes, foi
observada diminui¢io das médias em relagio ao
aumento do periodo de exposi¢gio 2 colchicina,
porém o tratamento de 48h foi o que apresentou
médias acima do valor esperado para todas as

vegetativo

caracteristicas avaliadas, exceto niimero de brotagoes.
A concentragio de 0,05% de colchicina é uma

concentragio  utilizada  por  virios  autores
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(GANDHI; PATIL, 1997; THAO et al., 2003;
BARBOSA et al., 2007), porém com periodos de
exposi¢io varidveis de acordo com a espécie e o tipo
de explante utilizado.

Conclusao

O 4cido peracético na concentragio de 6 mL L™
pode ser utilizado para esterilizagio em substitui¢io
ao processo de filtragdo da solugio de colchicina. O
aumento do tempo de exposi¢io i colchicina causou
aumento no ndmero de protocormos mortos, bem
como menor desenvolvimento de parte aérea e raiz
em plantulas de Oncidium flexuosum.
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