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RESUMO

O cultivo in vitro tem sido aplicado em muitas culturas
para a obtencdo de plantas matrizes, especial mente em plantas
ornamentais. Um dos fatores que elevam os custos de producao
de mudas micropropagadas € o consumo de energia €l étricaem
salas de crescimento. Neste trabalho objetivou-se determinar a
melhor concentrag@o do meio MS para a propagacao de plantulas
de crisntemo, em dois ambientes de cultivo (sala de crescimento
e casa de vegetagdo). Foram utilizados segmentos nodais de
plantulas de crisantemo inoculados em frascos, contendo 0, 25,
50, 75 e 100% de meio MS.Apbs 45 dias, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: nimero de folhas, brotos e raizes, além
do comprimento da parte aérea das plantulas.Os resultados
obtidos, demonstraram superioridade do regime de luz natural
em todos os tratamentos com aumento de 96,58% no niimero de
folhas, 80% para nimero de brotos e raizes, e 12,0% para o
comprimento de parte aérea quando comparadas as plantas
incubadas sob luz artificial.

Termos para indexagdo: meio MS, cultura ornamental, ambiente
de cultivo.

ABSTRACT

In vitro culture has been applied in many cultures in
order to obtain matrix plants, especialy in ornamentals. The
objective of this study was to determine the best concentration
of MS medium for the propagation of seedlings of
chrysanthemum in two cultivation environments (growth room
and greenhouse). Nodal segments of chrysanthemum plantlets
were inoculated into flasks containing 0, 25, 50, 75 and 100%

MS medium. The experiment was conducted in DIC 5 x 2, resulting
in 10 treatments and 7 replicates with 5 nodal segments. After 45
days, the following characteristics: number of leaves, shoots and
roots and shoot length were evaluated. The results showed
superiority of the regime of natural light in all treatments with an
increase of 96.58% in the number of leaves, 80% for shoots and
roots, and 12% for shoot length when compared with plants
incubated under artificial light.

Index terms; MS media, ornamental culture, culture environment
INTRODUCAO

O crisantemo (Dendranthema grandiflora Tzevele)
tem grande valor comercial por ser uma das culturas
ornamentais de maior aceitacdo no mercado, pela belezade
suas inflorescéncias (IMENES & ALEXANDRE, 1996).
Segundo Aki (2004), estima-se que, anuamente, sgjam
comercializados cerca de 16 milhdes de vasos no pais, sendo
possivel sua propagacdo via sementes, estacas ou rebentos
(CUQUEL et d., 1992; CUQUEL & MINAMI, 1994; BEZERRA,
1997). Tradicionamente, o crisantemo é propagado por
estacas, porém, nesse método, tem-se observado problemas
de contaminagdo por viroses, causando grandes prejuizos
aos produtores (CHAGAS et. al., 2004).

(Recebido em 26 de novembro de 2009 e aprovado em 10 de janeiro de 2011)
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10 BORGES, D. I. et dl.

Sendo assim, a utilizagdo da cultura de tecidos tem
como objetivo melhorar a producdo, reduzindo custos e
aumento de produtividade (QUERALT et al., 1991).A
micropropagacdo é umaforma de propagacdo assexuada
em gue se cultivam diferentes tipos de explante in vitro,
desde meristemas, sementes ou embrides zigoticos, até
folhas, segmentos caulinares e raizes; com o objetivo de
obter producdo em escala comercial de plantas livres de
patégenos, utilizando menor espago fisico (BHOJWANI,
1990; SAGAWA & KUNISAKI, 1990). Para que esse
método de propagacao se torne viavel, é necessario reduzir
0 elevado custo de funcionamento e manutencéo das salas
de crescimento com regime de luz artificial e temperatura
controlada, onde as culturas in vitro sdo, normalmente,
incubadas (KODYM & ZAPATA-ARIAS, 1999;
SAVANGIKAR, 2004; ERIG & SCHUCH, 2005; BRAGA, et
al., 2009).

Existem grande variedade de meios utilizados para
amicropropagacao a escolha desse deve ser efetuadaem
funcdo da espécie e tipo de cultivo que esta sendo efetivado
(PASQUAL et a., 1997). Os meios nutritivos utilizados na
micropropagacdo fornecem substéncias essenciais parao
crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o
padréo de desenvolvimentoin vitro (CALDAS et al., 1998).
Nesse sentido, verifica-se que o meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) vem favorecendo o crescimento e
desenvolvimento de vérias espécies. Porém, a utilizagdo
de composi¢tes mais diluidas para a gumas espécies, como
no caso da videira, tem fornecido melhores resultados
(SILVA & DOAZAN, 1995). V&rias mudangas de padréo
foram propostas na tentativa de otimizar o crescimento in
Vitro, essas, visam principalmente, a redugdo ou incremento
de alguns componentes (VILLA et a.2008).

Assim, uma dternativa para esse fator seria o cultivo
de plantulas in vitro em ambiente de luz natural,
substituindo a luz artificial, cujas vantagens vem sendo
estudadas por diversos pesquisadores. Costa et a. (2009)
avaliaram ainfluéncia do ambiente de cultivo in vitro de
duas cultivares de bananeira e com exce¢do do comprimento
da parte aérea, verificaram que aluz natural proporcionou

melhores respostas para a cv. Caipira. Além disso, o
enraizamento in vitro sob luz natura promoveu maior
rustificagdo das cultivares, com 100% de sobrevivénciaex
vitro.

Kodym & Zapata-Arias (1999) obtiveram maior
nimero de brotagdes de bananeira (Musa sp.) em casa de
vegetacdo sob luz natural quando comparado com salade
crescimento. Resultados semelhantes foram obtidos por
Dignart (2009) no cultivoin vitro de Cattleya sp. em casa
de vegetacdo.

Diante disso, é provavel que aluz natural apresente
vantagens sobre o sistema de iluminag&o artificial,
principalmente quanto as alteragBes anatdmicas e
fisiologicas. Sob estas condi¢des destacam-se o
crescimento de plantulas micropropagadas e a melhoria
das caracteristicas fisiol dgicas, em razéo do ambiente de
cultivo ser semelhante ao natural, o que facilita a adaptacdo
das plantas quando transplantadas para ambiente ex vitro.

Neste estudo, objetivou-se determinar a melhor
concentracdo de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
para a propagacdo de pléantulas de crisantemo, sob
condic¢des de luz artificial (sala de crescimento) e de luz
natural (casa de vegetac&o).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura
de Tecidos e em casa de vegetagdo do Departamento de
Agricultura, na Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

Em cémara de fluxo laminar, foram inoculados 5
segmentos nodais, contendo pelo menos uma gema por
frasco. Os seguimentos nodais foram retirados de plantulas
de crisantemo (Dendranthema grandiflora cv. Rage) pré-
estabelecidas in vitro. Os frascos foram fechados com
tampas de polipropileno e vedados com pléstico parafilme.
Em seguida, estes foram igualmente distribuidos em duas
condicdes de cultivo: sala de crescimento (luz artificial)
com um fotoperiodo de 16 horas de luz, sob temperatura
de 25+2°C com densidade de fluxo de fétons de 5,52 W nr2 s?,
fornecida por |ampadas brancas fluorescentes e em casa
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de vegetacdo (luz natural) sob sombrite a 50% com
temperatura ambiente entre os meses de setembro e
outubro de 2007.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), em esquemafatorial 5x2.
Foram testadas diferentes concentragBes do meio de cultura
MS (0, 25, 50, 75 € 100%) , acrescido 7g L™ de agar € 30g L1de
sacarose. O pH do meio foi ajustado para 6,0. Foram
adicionados aos frascos, 15mL do meio de cultivo, os quais
foram autoclavados a 121°C e 1,2 atm durante 20 minutos.
Ap6s 45 dias de incubagdo, foram avaliados: niimero de
folhas, brotos e raizes além do comprimento da parte aérea
das plantulas. Os dados foram comparados pelo programa
SISVAR 4.3 (FERREIRA, 2000).

RESULTADOSE DISCUSSAO

De acordo com as andlises estatisticas, as variaveis
regime de luz e tratamento mostraram-se significativas (P<
0,05) paratodos ositens avaliados. Ja, ainteracdo regime
de luz/tratamentos, mostrou-se significativa (P< 0,05)
apenas paranimero de folhas (Tabela 1).

Plantulas de crisantemo cultivadasin vitro, quando
mantidas sob o regime de luz natural apresentaram um

incremento de 96,58% no ndmero de folhas. Ja para o
ndmero de brotos e raizes, o acréscimo foi da ordem de
80% quando comparadas as plantas incubadas sob luz
artificial. Analisando o comprimento de parte aérea, para
os dois regimes de luz, os resultados mostraram-se
estatisticamente diferentes com os valores médios
diferindo em apenas 12,0% (4,7 mm) (Tabela 2).

As diferencas constatadas no desenvolvimento das
plantulas sob luz natural, possivelmente, se déo pelo aumento
daintensidade luminosa, o que provocaria uma reducdo nas
concentragBes de auxinas endégenas das gemas, sendo que
esses fitohorménios sdo fotoxidados, levando a um
desbalanceamento hormonal em direc8o as citocininas
(RADMANN et a., 2001; SCONTOUNCHAINAKSAENG et
a., 2001). Além disso, pelas condicBes de umidade e
luminosidade a que sao submetidas, as plantas cultivadasin
vitro tendem a sofrer ateragdes fisiol6gicas e morfol 6gicas
durante seu desenvolvimento, o que pode prejudicar sua
adaptacdo na fase de aclimatago, resultando em prejuizos ao
produtor (DONNELLY & TISDALL, 1993).

Quando mantidos sob regime de luz natural, o
numero de folhas, brotos, raizes e o comprimento da parte
aérea apresentaram resultados crescentes até a

TABELA 1 —-Resumo da Andlise de variancia para: NUmero de folhas (NF), brotos (NB) e raizes (NR) e comprimento de
parte aérea (CPA) de plantulas de crisantemo em diferentes regimes de luz (Natural e Artificial) e diferentes concentractes

do meio MS.
F.Variagédo QM
NF CPA NB NR
Reg. Luz 2252.69* 4.05* 29.71* 245.91*
Tratameto 507.00* 14.43* 1.60* 105.48*
RL*Trat 108.43* 0.43™ 0.51"™ 6.82"™
CV% 24,90 21,14 34,96 24,42

* M édias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste Scott & Knott, a 5%. "“N&o significativo

Itens avaliados

Regimedeluz
NF NB NR CPA
Luz Artificial 11,7 b* 15b 47b 3,33b
Luz Natura 23a 2,7a 85a 3,80a

M édias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste Scott & Knott, a 5%.
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concentracdo de 75% do meio MS, sugerindo que
ateracBes na concentragdo do meio podem favorecer o
desenvolvimento da Dendranthema grandiflora cv. Rage.
(Figural).

O crescimento das culturas de células e tecidos
vegetais in vitro depende em parte da otimizacdo da
concentragdo de trés grupos de componentes do meio de
cultura, a saber: os fitoreguladores, as substancias
organicas e os nutrientes minerais. ParaMorard & Henry
(1998) e Morard et al. (1999), em alguns casos, a ateracéo
da composicdo mineral parece ser a que mais traz
beneficios. Em Solanum tuberosumL ., Sarkar & Naik (1998)
observaram que a reducdo até a quarta parte da
concentracdo de N do meio M S proporcionou aumento no
nimero de raizes por planta. Por outro lado, estudos
realizados por Nicoloso et a. (2001) mostram que a
percentagem de enraizamento (91%) da Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen ndo foi influenciada pela variagdo
conjunta de todos macronutrientes do meio de culturaMS.

Observou-se uma diminuicdo na quantidade de
raizes na concentragdo de 100% do meio MS quando
comparada as concentragdes de 50 e 75% do meio MS.

Esse menor valor pode estar relacionado a alta
concentracdo salina encontrada no meio MS a 100%,
causando fitotoxidez as raizes, diminuindo seu
desenvolvimento.

Resultados superiores foram obtidos sob o regime
de luz natural e quando foi utilizado o meio MS a 75%
(Tabela3). Um menor crescimento de parte aéreafoi também
observado nas concentragdes de 25, 50 e 100%. Os
resultados encontrados devem estar relacionados a
incidéncia da luz no ambiente, visto que, em casa de
vegetacdo, o desenvolvimento das pléantulas foi mais
pronunciado (maior nimero de brotacdes) quando
comparados com plantulas incubadas em sala de
crescimento, onde a fonte luminosa estava posicionada
logo acima dos frascos, o comprimento das brotagGes foi
maior. Rocha (2007) explica que o maior crescimento dos
brotos pode ser resultado do processo de estiolamento,
induzido pela luminosidade deficiente nas salas de
crescimento, ocasionando maior crescimento dos entrends
com caules mais finos.

Possivelmente, as alteragbes promovidas pelo
ambiente podem tornar a folha semelhante aquela
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FIGURA 1 —Respostado nimero de folhas (A), nimero raizes (B), nimero de brotos (C) e comprimento de parte aérea
(D) em plantulas de crisntemo cultivadas em casa-de-vegetacéo nas diferentes concentragdes do meio MS.
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encontrada em ambiente natural, podendo evidenciar uma
maior capacidade fotossintética (DIGNART et. al., 2009).
O balango hormonal pode afetar o crescimento e
desenvolvimento de plantulas. As auxinas, por serem
fotoxidativas em ata intensidade de luz. As citocininas,
gue atuam juntamente as auxinas na divisdo celular e no
cultivo in vitro. As giberelinas, proporcionam o
alongamento de brotos, o qual aumenta seu comprimento
a medida que a intensidade luminosa diminui
(SCONTOUNCHAINAKSAENG et a. 2001).

Na interacdo para o nimero de folhas entre
concentragdo do meio M S e regime de luz verificaram-se
comportamentos distintos em cada condi¢@o, com a melhor
resposta em plantas mantidas sob regime de luz natural na
concentragdo de 75% do meio MS. J4, para plantas mantidas
regime de luz artificial 0 comportamento foi linear com
respostas crescentes ao aumento da concentragdo do meio
MS. Esses resultados sugerem que as condicdes de
ambiente podem afetar o desenvolvimento das plantas
(Figura2).

TABELA 3 - Médias do nimero de folhas, brotos e raizes e comprimento de parte aérea de pléantulas de crisantemo

cultivadasin vitro, sob luz artificial e natural.

MeoMS (%) NF* NB NR CPA
Luz Artificial
0 5,80 1,05 1,43 1,87
25 9,90 1,25 2,88 3,55
50 12,40 1,37 6,34 4.4
75 14,85 1,69 6,37 4,60
100 15,60 1,71 5,88 4,61
Luz Natural
0 9,68 2,22 2,77 1,90
25 22,90 2,74 8,03 3,22
50 26,43 2,65 10,23 3,50
75 32,94 3,48 10,51 3,63
100 23,34 2,48 9,34 3,96

* NF: NUmero de folhas; NB: NUmero de brotos; NR: Numero de raizes; CPA: Comprimento de parte aérea.
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FIGURA 2 —Numero de folhas em plantulas de crisdntemo cultivadas em concentragdes diferentes de meio MS, em

casa-de-vegetacdo (A) e cAmara de crescimento (B).
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Resultados obtidos por Lee et al. (1988) e Dousseau
et a. (2008) sugerem que altas intensidades de luz propciam
um aumento no tamanho das células do mesofilo, maior
espessura da folha, bem como a uma compactacéo celular
mais pronunciada, em folhas cultivadas de Liquidambar
styraciflua. L.. Estes afirmaram ainda, que baixas
intensidades luminosas reduzem a diviséo celular,
resultando em reduzida areafoliar, produzindo folhas mais
delgadas. Diversas alteractes na estrutura da folha de
plantas mantidas in vitro tém sido reportadas, como o
aumento no tamanho na densidade dos estbmatos e a
reducdo no controle estomético, na quantidade de cera
epicuticular e na espessura do mesofilo, com alta propor¢éo
de espagos intercelulares (KHAN et a., 2003; HAZARIKA,
2006). Por outro lado, Nicoloso et al. (2001) sugeriram que
aresposta linear positiva da Pfaffia glomerata cultivada
in vitro a variagdo conjunta da concentracéo de todos
macronutrientes do meio M S deveu-se, possivelmente, ao
répido esgotamento dos nutrientes N, P e K do meio de
cultivo, em razéo da sua alta taxa de crescimento.

Existem poucos trabal hos enfatizando a propagagéoin
vitrode pléntulas sob luz natura e, conforme os dados obtidos,
essa condicdo de cultivo pode fornecer bons resultados no
estabel ecimento in vitro de plantulas de crisantemos.

Assim, este estudo € de suma importancia na producédo
de mudas micropropagadas, sendo que estas responderam
bem a condi¢do de cultivo sob luz natural, visando a reducéo
dos custos e a obtencdo de mudas de alta qualidade.

CONCLUSOES

O efeito daluz natura foi superior ao efeito daluz
artificial para o comprimento da parte aérea, nimero de
folhas, brotos e raizes das plantul as.

No cultivo do crisantemo in vitro, a utilizagdo de
meio de cultivo MS a 75% mantidas sob regime de luz
natural favorecem o desenvolvimento das plantulas.
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