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RESUMO
Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de avaliar o

efeito de dois ambientes de cultivo: (sala de crescimento e casa de
vegetação com sombrite 50%) e de dois sistemas de vedação de
frascos: (tampa convencional e tampa com ventilação) na
propagação in vitro de crisântemo. Os explantes constituíram-se
de segmentos nodais cultivados in vitro contendo uma gema. Foi
utilizado o meio MS, acrescido de 15 g L-1 de sacarose. Após 60
dias de cultivo, para todas as variáveis fitotécnicas analisadas
(número de folhas, brotos e raízes e comprimento da parte aérea
e comprimento da maior raiz) constatou-se como, o melhor
ambiente de cultivo, a casa de vegetação, associado ao sistema
vedação com ventilação. Quanto aos aspectos anatômicos, para
densidade estomática o melhor resultado foi obtido em casa de
vegetação com a utilização do sistema de vedação. Para diâmetros
polar e equatorial dos estômatos, casa de vegetação e vedação
convencional foram mais eficientes. A espessura do mesofilo
mostrou-se maior em casa de vegetação e vedação convencional.

Termos para indexação: Fotoautotrofia, micropropagação,
anatomia vegetal, Dendranthema grandiflorum

ABSTRACT
The objective of the present work was to evaluate the

effects of two environments (growth room and greenhouse with
50%) and two seal systems (conventional and ventilated seal).
Explants were made of nodal segments of chrysanthemum with
one bud cultivated in vitro. MS medium supplemented with 15 g
L-1 sucrose was used. After 60 days of culture, for all the analyzed
variables such as number of leaves, sprouts and roots, shoot
length and length of the biggest root, the best culture environment
was observed in greenhouse, under ventilated seal system. For

stomatal density, the best result was obtained in greenhouse
using ventilated seal system. For stomatal diameters, greenhouse
and conventional seal revealed to be more efficient. Mesophyl
thickness was higher in greenhouse and conventional seal.

Index terms: photoautotrophy, micropropagation, plant
anatomy, Dendranthema grandiflorum

INTRODUÇÃO

O sistema de propagação in vitro fotoautotrófica

representa um tipo de cultivo caracterizado por fornecer

condições ambientais com aumento na disponibilidade de

CO
2 

e nos níveis de radiação, bem como redução na

umidade relativa dentro dos frascos, induzindo a

fotossíntese e conferindo capacidade de crescimento e

multiplicação das plantas em meios sem ou com reduzida

suplementação orgânica (GEORGE, 2008).

Por outro lado, o uso da luz natural em substituição

à luz artificial comumente observada em salas de

crescimento, permite expandir o uso da micropropagação

em escala comercial na produção in vitro de crisântemo,

diminuindo o custo das mudas, cujo gasto com energia

elétrica em salas de crescimento é um dos fatores mais

onerosos (DIGNART et al, 2009).
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Uma alternativa viável seria o cultivo in vitro em

ambiente de luz natural. Essa tecnologia não é muito adotada

por não estarem esclarecidos seus efeitos sobre as culturas

que, convencionalmente, são condicionadas em luz artificial,

com intensidades luminosas inferiores e com fotoperíodo e

temperatura controlada (ERIG & SCHUCH, 2005).

Algumas técnicas e metodologias têm sido

desenvolvidas com o objetivo de fornecer condições

ambientais que promovam a capacidade fotossintética do

material micropropagado e favoreçam a aquisição de

fotoautotrofia in vitro. Como exemplo tem-se a utilização

de filtros de membranas com microporos permeáveis a

gases, que promovem aumento na transferência destes

entre o recipiente de cultivo e o ambiente externo, sendo a

atmosfera ao redor do recipiente mantida sob

concentrações normais de CO
2 

(sistema de ventilação

natural) ou enriquecida com CO
2 

(sistema de ventilação

forçado), e a utilização de maior densidade de fluxo de

fótons fotossinteticamente ativos (DFFFA) por meio da

iluminação natural (DECCETTI et al., 2008).

Alguns trabalhos têm demonstrado que a

micropropagação fotoautotrófica, ou seja, na ausência

de sacarose e aumento de irradiação, tem apresentado

algumas vantagens, quando comparada aos sistemas

convencionais de micropropagação (ROCHA et al., 2007;

COSTA et al., 2009; BRAGA et al., 2009). Isso porque

promove maior crescimento e desenvolvimento in vitro,

diminuindo o nível de contaminação; simplifica os meios

de cultura, uma vez que permite a retirada de certos

reguladores de crescimento e compostos orgânicos e

promove rápido e vigoroso desenvolvimento das plantas

durante a aclimatização (SILVA et al, 2008).

A eliminação total de uma fonte de carbono do meio

de cultura deve ser questionada em algumas situações,

uma vez que o processo de hiper-hidricidade ou vitrificação

pode ser provocado em função do alto potencial hídrico

do meio de cultura, o que disponibiliza mais facilmente

água para os explantes (HAZARIKA, 2006).

Diante dessas considerações, neste estudo, objetivou-

se avaliar um sistema de vedação para frascos que permite

troca de gases do recipiente de cultivo com o meio externo,

bem como o uso de luz natural como fonte de irradiação

luminosa na propagação in vitro de crisântemo cv. Rage.

MATERIAL  E MÉTODOS

O material vegetal utilizado constituiu-se de

propágulos de crisântemo cv. Rage já estabelecidos in vitro,

dos quais foram retirados segmentos nodais contendo uma

gema e inoculados em meio MS (MURASHIGE & SKOOG,

1962) com adição de 15 g L-1 de sacarose e 5 g L-1 de ágar.

O pH do meio foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem

a 121ºC e 1,2 atm durante 20 minutos.

O experimento foi conduzido em dois ambientes de

luz: 1) casa de vegetação (CV), onde os frascos foram

colocados diretamente sobre as bancadas sob proteção

adicional de sombrite com 50% de retenção da radiação solar

e 2) sala de crescimento convencional (SC), com fotoperíodo

de 16 horas, temperatura de 25 ± 2ºC e DFFA de 45,5 W m-2,

fornecida por lâmpadas brancas fluorescentes.

Os frascos foram vedados com tampas convencionais

de polipropileno e tampas provenientes da Samavidros®,

modelo BioSama. Tais tampas possuem um orifício de borracha

com furo de 1 mm de diâmetro preenchido com algodão

hidrofílico e um filtro millipori com porosidade de 22 µm,

permitindo trocas gasosas dentro dos recipientes.

A radiação dentro da casa de vegetação foi avaliada,

com a utilização de um sensor de radiação (LI-200SA, Li-cor,

Lincoln, Nevasca, USA) acoplado a um sistema de registro

(LI 1400; Li-cor.Neb), a cada meia hora, durante 12 horas

(das 06:00 às 18:00 horas). O valor médio de radiação recebida

no ambiente casa de vegetação foi de 99,43 W m-2.

Após 60 dias de cultivo, foram avaliadas

características fitotécnicas e anatômicas.

Como características fitotécnicas avaliou-se o número

de folhas e raízes por propágulo e comprimento da parte

aérea e de raízes. Para os estudos anatômicos, seguiu-se o

protocolo definido por Kraus & Arduin (1997), avaliando-se

a espessura dos tecidos do limbo foliar. Em relação às

características paradérmicas avaliou-se número de

estômatos/mm2 e diâmetro polar e equatorial dos mesmos,

de acordo com a técnica descrita por Laboriau et al. (1961).
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O experimento foi montado em delineamento

inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2

(ambiente de luz) x 2 (Tampas), totalizando quatro

tratamentos, com 10 repetições. Cada qual composta por

um frasco contendo cinco segmentos nodais.

Os dados foram submetidos ao programa SISVAR

5.0 (FERREIRA, 2000), para a realização das análises de

variância. As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados não foram significativos para a

interação dos fatores ambiente de luz e sistema de vedação.

Para ambiente de luz, foram observadas diferenças

significativas para todas as variáveis , exceto número de

brotações, onde o melhor resultado foi apresentado pelo

ambiente casa de vegetação (Tabela 1).

Quanto ao sistema de vedação, houve diferenças

significativas apenas para as variáveis, número de folhas e

comprimento de raízes, sistema de vedação com ventilação

natural proporcionou os maiores resultados (Tabela 1).

Contrariando os resultados obtidos neste trabalho

com o uso de maior irradiância em casa de vegetação,

Kanechi & Ochi (1998) trabalhando com Brassica oleracea

L., avaliaram diferentes condições de cultivo in vitro, a

fotomixotrófica e a fotoautotrófica e observaram que baixas

intensidades de irradiância e sistema de vedação com

ventilação natural promoveram maior área foliar, bem como

maior massa de raízes e brotos nos propágulos.

Uma das formas de facilitar o processo de

aclimatização de propágulos cultivados in vitro seria

aumentar a intensidade luminosa, promovendo a

fotossíntese e melhorando as relações hídricas. Ibaraki &

Nozaki (2005) afirmam que se houver necessidade de

desenvolver capacidade fotossintética nos tecidos, um dos

fatores mais importantes que devem ser considerados é o

ambiente de luz, especialmente a intensidade.

O emprego de luz natural é uma forma de aumentar

a irradiância no ambiente de cultivo in vitro. A alta

irradiância altera a divisão celular, a diferenciação do

mesofilo e o desenvolvimento de estômatos na lâmina foliar

(ERIG & SCHUCH, 2005).

O aumento dos níveis de irradiância durante o

crescimento in vitro e a concentração de CO
2 

no interior

dos frascos, são fatores críticos na promoção de altas taxas

fotossintéticas em plantas cultivadas em condições

fotoautotróficas (SILVA et al., 2008). Por outro lado, a fixação

de carbono pelas folhas desenvolvidas in vitro em meios

sem adição extra de sacarose é insuficiente para que ocorra

um crescimento autotrófico, principalmente após

transferência para aclimatização, sendo necessária uma

adição desse carboidrato ao meio de cultura (GEORGE, 2008).

Observou-se que as folhas de crisântemo cv. Rage

são do tipo hipoestomática, apresentando estômatos do

tipo anomocíticos, com células-guardas de formato elíptico,

e grande quantidade de tricomas tectores multicelulares

não ramificados em toda a extensão da superfície abaxial

(Figura 1).

TABELA 1 – Número de folhas (NF), comprimento de parte aérea (CPA), número de raízes (NR), comprimento da maior
raiz (CR) e número de brotações (NB), de propágulos de crisâtemo cv. Rage, cultivado em diferentes ambientes de luz
e sistemas de vedação.

AMBIENTE DE LUZ NF CPA (cm) NR CR (cm) NB 

Casa de vegetação 27,85a 7,36a 15,32a 13,57a 2,62a 

Sala de crescimento 20,32b 6,21b 11,27b 10,11b 2,27a 

SISTEMA DE VEDAÇÃO NF CPA (cm) NR CR (cm) NB 

Ventilação natural 26,55a 6,92a 13,95a 10,99b 2,57a  

Convencional 21,62b 6,61a 12,65a 12,68a 2,32a  

 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Ocorreu interação significativa entre os fatores

ambiente de luz e sistema de vedação para as variáveis, número

de estômatos e diâmetro polar. Para diâmetro equatorial, não

foi observada interação entre os fatores (Tabela 2). Maior

número de estômatos foi verificado com a interação de casa

de vegetação com sistema de vedação com ventilação natural.

O aumento no número de estômatos sob maiores

níveis de irradiância e ventilação natural demonstra que

plantas cultivadas in vitro têm tendência semelhante à de

plantas cultivadas em outros ambientes, que é de aumentar a

frequência de estômatos sob maior disponibilidade de luz e

CO
2
. Maior número de estômatos em plantas cultivadas in

vitro, quando comparadas a plantas cultivadas em ambientes

naturais, tem sido reportado em diversos estudos que têm

associado esse aumento, principalmente, à alta umidade relativa

dentro dos frascos (KHAN et al., 2003; COSTA et al., 2009).

Os estômatos das folhas que se desenvolveram em

casa de vegetação apresentaram formato elíptico e mostraram-

se maiores em sistema de vedação convencional. Os

desenvolvidos em casa de vegetação com ventilação natural

apresentam-se menores e de formato elíptico (Figura 1).

 

FIGURA 1 – Fotomicrografias da superfície abaxial de folhas de crisântemo. SC = sala de crescimento; CV = casa de vegetação;
V = sistema de vedação com ventilação e N = sistema de vedação convencional. Barra = 25µm. UFLA, Lavras, MG, 2009. 

Número de Estômatos (mm2) 

Ventilação Convencional 

CV 163,54aB* 91,74bA 

SC 150,96aA 141,34aA  

Diâmetro polar (µm) 

 

Ventilação Convencional 

CV 49,45aB 56,81aA 

SC 39,15bA 41,54bA  

Diâmetro equatorial (µm) 

 

CV SC 

 

39,09a** 29,13b 

 

Ventilção Convencional 

 

34,08a 34,14a 

* Letras minúsculas correspondem às colunas e letras
maiúsculas às linhas.
**Letras iguais não diferem entre si, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

TABELA 2 – Número de estômatos, diâmetros polar e
equatorial dos estômatos de folhas de propágulos cultivados
sob diferentes ambientes de luz (sala de crescimento-SC e
casa de vegetação-CV) e sistema de vedação com ventilação
natural e convencional.
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Maior diâmetro polar foi verificado em estômatos de

propágulos cultivados em casa de vegetação com vedação

convencional. Quanto ao diâmetro equatorial, não houve

interação significativa entre os fatores estudados, tendo

sido observada diferença apenas para o ambiente de luz. Os

maiores resultados foram observados em casa de vegetação.

Alguns trabalhos demonstraram que a presença de

uma fonte de carboidrato no meio, bem como o acúmulo de

etileno no interior do frasco e, principalmente, a alta umidade

relativa nos recipientes vedados convencionalmente

resultam no desenvolvimento anormal dos estômatos e na

reduzida capacidade de fechamento destes em resposta às

condições severas do ambiente natural, como, por exemplo,

a demanda evaporativa das plantas em ambientes ex vitro

(DECETTI et al., 2008; ROCHA et al., 2007; BRAGA et al.,

2009; COSTA et al., 2009).

A funcionalidade dos estômatos sob diferentes

condições de cultivo, condições estas que se aproximem do

ambiente natural, pode impedir a excessiva dessecação das

plantas micropropagadas após o transplantio, aumentando

as taxas de sobrevivência durante o processo de aclimatização.

Não houve interação entre os fatores estudados para

o espessamento das epidermes abaxial e adaxial, bem como

para os parênquimas paliçádico e esponjoso (Tabela 3 e 4).

Analisando-se os ambientes de cultivo separadamente,

observaram-se diferenças significativas.

Para as epidermes abaxial e adaxial e os parênquimas

paliçádico e esponjoso, a maior espessura foi observada

em folhas de propágulos mantidos em casa de vegetação.

Para o sistema de vedação, foram observadas

diferenças significativas apenas para as variáveis, epiderme

abaxial e parênquima esponjoso. As demais não diferiram

TABELA 3 – Número de estômatos, diâmetros polar e equatorial dos estômatos de folhas de propágulos cultivados sob
diferentes ambientes de luz (sala de crescimento-SC e casa de vegetação-CV) e sistema de vedação com ventilação natural
e convencional.

* Letras minúsculas correspondem às colunas e letras maiúsculas às linhas.
**Letras iguais não diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

significativamente entre si. Porém, os maiores valores, foram

obtidos em sistema de vedação convencional.

Em todas as condições de cultivo, as epidermes

apresentaram apenas uma camada de células (epiderme

uniestratificada) que não apresentaram um formato definido,

sendo revestidas por uma fina camada de cutícula. O

mesofilo, nos dois ambientes de luz, mostrou-se dorsiventral,

apresentando parênquima paliçádico na face superior

(adaxial) e parênquima esponjoso na face inferior (abaxial).

O parênquima paliçádico apresentou apenas uma camada

de células, com células de formato indefinido e arranjadas

desorganizadamente, o parênquima esponjoso mostrou

células também desuniformes e espaçadas (Figura 2).

O aumento na espessura da folha e células paliçádicas

mais alongadas constituem um padrão clássico de resposta e

de adaptação das plantas à alta intensidade de luz e evidenciam

a plasticidade adaptativa da planta. A capacidade de alterar a

estrutura da folha em resposta ao ambiente, principalmente

ao nível de irradiância, tem sido comumente observada em

diversas espécies cultivadas in vitro (LEE et al., 2000; SILVA

et al., 2008; BRAGA et al., 2009; COSTA et al., 2009).

Os resultados deste trabalho demonstram que

diferentes ambientes de cultivo, principalmente diferentes

níveis de irradiância, podem modificar o desenvolvimento

da folha in vitro, tornando a anatomia desta mais semelhante

à das plantas cultivadas em ambiente in vivo. Dessa maneira,

o aumento na capacidade fotossintética de crisântemo em

estágios do desenvolvimento in vitro, principalmente sob

alta irradiância, pode estar associado ao maior

desenvolvimento das características estruturais relacionadas

ao processo fotossintético, como a maior diferenciação do

mesofilo, principalmente do parênquima paliçádico.

EAba (µm) EAda (µm) PE (µm) PP (µm) 

CV 24,00a 31,95a 110,70a 55,80a 

SC 20,40b 27,50b 89,10b 33,50b 
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CONCLUSÕES

O cultivo em ambiente casa de vegetação proporciona

um aumento no número de folhas, raízes, brotos e comprimento

de parte aérea e raízes, o uso de vedação que permite ventilação

natural não interfere no crescimento dos propágulos.

O uso de casa de vegetação como ambiente de

cultivo in vitro proporciona maior formação de número de

estômatos com formato elíptico.

Maior espessura dos tecidos que compõem o limbo

foliar é obtida quando propágulos de crisântemo são

cultivados in vitro em casa de vegetação.
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