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RESUMO

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Multiplicacao in vitro de copo-de-leite
(Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.). 2007. 83 p. Dissertacio (Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. :

Planta cultivada pela beleza de suas inflorescéncias, o copo-de-leite tem alto
valor comercial, por ser uma das culturas de grande aceita¢cdo no mercado. A
aquisicao de plantas vigorosas é considerada indispensdvel para que a producio
de flores seja satisfatéria. Para se produzir uma muda de boa qualidade, sdo
necessarios o conhecimento e a aplicacdo de principios e técnicas que vao desde
a escolha do material propagativo até o manejo da muda. A cultura de tecidos
tem sido utilizada para a sua propagacio, principalmente visando a limpeza de
doengas. Objetivou-se avaliar a multiplicagdo in vitro de copo-de-leite. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. As plantas
utilizadas na montagem dos experimentos ji se encontravam estabelecidas in
vitro. O meio de cultura utilizado foi composto pelos sais do meio MS, com 30
g.L"! de sacarose, pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a 120°C, por 20
minutos. O regulador de crescimento utilizado para a multiplicagdo in vitro foi o
BAP. Os explantes foram inoculados, de maneira asséptica, em tubos de ensaio,
em camara de fluxo laminar. Foram realizados os seguintes experimentos: 1)
concentracdes de BAP (0,2,4¢ 6 mg.L'l) associadas a diferentes concentracdes
de sulfato de adenina (0, 20, 40 e 60 mg.L'l); 2) concentragdes de sais do meio
MS (0, 50, 100, 150 e 200 %) e sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g.L’l) e 3) espectros
de luz (branca, vermelha, verde e azul) e sacarose (0, 15, 30, 45 e¢ 60 g.L’l). Na
multiplicacdo in vitro, melhores resultados foram obtidos com o emprego de 5
mg.L"' de BAP, 125 % de sais do meio MS e concentracdes de 30 e 45 g.L' de
sacarose associada a luz branca.

“Orientador: Moacir Pasqual — UFLA.



ABSTRACT

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Calla lily (Zantedeschia aethiopica (L.)
Spreng.) in vitro multiplication. 2007. 83 p. Dissertation (Master in
Agronomy/Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil."

Among many reasons plants are cultivated because of its inflorescence beauty.
Calla lily has high commercial value due to its large acceptance in the market.
The acquisition of vigorous plants is considered indispensable for the
satisfactory flower production. To product seedlings with quality, is necessary
the knowledge and application of principle and technique from the choice of the
propagation material until the management of the seedlings. The tissue culture is
used for propagation of calla lily mainly aiming to produce materials free from
disease. However, the aim of this work was to evaluate in vitro multiplication of
calla lily. The experiments were carried out in the Tissue Culture Laboratory at
Department of Agriculture from the Federal University of Lavras. The plants
used in these experiments were already in vitro established. The culture medium
used was the MS medium, 30 g.L"' sucrose; the pH was adjusted for 5.8 before
sterilization, at 120'C, per 20 minutes. The growth regulation used for in vitro
multiplication was the BAP. The explants were inoculated, aseptically, in tube
and in flow laminar. There were performed the following experiments: 1) BAP
concentrations (0, 2, 4 and 6 mg.L'l) and different concentrations adenine
sulphate (0, 20, 40 and 60 mg.L’l); 2) concentrations of salts MS medium (0, 50,
100, 150 and 200 %) and sucrose (0, 15, 30, 45 and 60 g.L'l) and 3) light
spectrum (white, red, green and blue) and sucrose (0, 15, 30, 45 and 60 g.L'l).
The better results for in vitro multiplication were obtained with the use of 5
mg. L' BAP, 125 % of salts MS medium and 30 and 45 gL' of sucrose
concentrations associated white light.

"Adviser: Moacir Pasqual — UFLA.
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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O uso de flores e plantas ornamentais data desde a Antiguidade. Existem
relatos de descoberta em sitios arqueoldgicos, nos quais os locais em que se
enterravam os membros do grupo eram adornados com flores e algumas
espécies, como o lirio branco (Lilium candidum), que eram cultivadas para esse
fim. O lirio branco foi registrado em pinturas da civilizacdo mindica, sendo este
o registro mais antigo do cultivo desta espécie (Aki & Perosa, 2002; Wikipédia,
2005). As flores eram cultivadas em jardins e destinadas a ornamentagdo de
casas, paldcios e templos. Com o passar do tempo, a demanda por esses produtos
tornou-se tdo intensa que incentivou o cultivo para fins comerciais (Almeida,
2005).

O valor monetdrio, dos produtos da floricultura, tem aumentado
significativamente nas duas ultimas décadas, com grande potencial para
continuar crescendo no mercado nacional e internacional (Jain, 2002).
Atualmente, a floricultura € uma atividade dindmica rentdvel, exigente em
tecnologia, principalmente quando os produtos sdo destinados a exportacdo, e
em conhecimento técnico; é um agronegdcio, pois gera um elevado niimero de
empregos diretos e indiretos (Cancado Junior, 2005). No Brasil, a floricultura
tem se destacado como um importante segmento da agricultura, com grande
crescimento nas exportacdes. Esse incremento se deve ao enorme potencial
nacional para a producdo de diversas espécies de flores, em fungdo da amplitude
de climas e solos (Claro et al., 2001).

Por volta de 156 géneros de plantas ornamentais sdo propagadas por
cultura de tecidos em diferentes laboratdrios comerciais no mundo. A cota dos

maiores produtores é: Paises Baixos, 33%; Japdo, 24%; Itdlia, 11%; USA, 12%;

Tailandia, 10% e outros 14%. Os maiores paises exportadores sdo: Paises



Baixos, 59%; Colombia, 10%; Itilia, 16%; Israel, 4%; Espanha, 2%; Kénia 1% e
outros 18%. Os quatros principais exportadores (Paises Baixos, Colombia, Itdlia
e Israel) respondem por 80% do mercado mundial. A cota dos paises em
desenvolvimento (Africa, Asia e América Latina) é menor que 20%
(Rajagopalan, 2000; Schiva, 2000). Chebet et al. (2003) relataram que técnicas
biotecnoldgicas t&ém sido utilizadas para melhorar o resultado da produgao.

A floricultura, no sentido mais amplo, abrange o cultivo de plantas
ornamentais e flores, tanto flores para corte quanto para vasos, plantas
envasadas, producdo de sementes, bulbos e mudas arbéreas (Marques & Caixeta
Filho, 2003). Dentre as espécies cultivadas para corte, destaca-se o copo-de-
leite, muito apreciado pela beleza e versatilidade, utilizado na composicdo de
jardins e em diversos arranjos florais (Almeida, 2005). Suas inflorescéncias
simbolizam a pureza e, por isso, é bastante utilizada em casamentos (Almeida &
Paiva, 2004).

O fortalecimento da floricultura brasileira € essencial para gerar grande
nimero de empregos, tanto no meio rural quanto nas cidades, e para a
sobrevivéncia de inimeras propriedades e empresas agricolas. Constitui-se numa
alternativa eficiente para o desenvolvimento econdmico e social, evitando,
acima de tudo, o €xodo rural, o crescimento do desemprego, da fome e da

violéncia urbana.

1.1 Floricultura no mundo

O mercado mundial de flores e plantas ornamentais € avaliado em 75
bilhoes de euros anuais. Deste total, 60 bilhoes de euros advém do setor de flores
e plantas, 14 bilhdes do mercado de mudas e o restante da produgdo e circulagdo
de bulbos. Devido as mais diversas condicionantes socio-econdmicas, culturais,

geoclimdticas e ecoldgicas, o indice do consumo per capita de flores e plantas



ornamentais € extremamente diferenciado entre os paises. As principais
caracteristicas e os diferentes potenciais de crescimento do consumo de flores e
plantas ornamentais no mercado externo estdo baseados, principalmente nas
diferencas quanto as condi¢des socio-econdmicas dos diversos paises e
continentes (Junqueira & Peetz, 2005).

O fluxo no comércio internacional € avaliado como sendo da ordem de
U$S 9 bilhdes anualmente, hoje concentrado em paises como Holanda,
Coldmbia, Itdlia, Dinamarca, Bélgica, Quénia, Zimbabue, Costa Rica, Equador,
Australia, Malasia, Tailandia, Israel, EUA (Havai) e outros. A Holanda,
principal cliente internacional da floricultura brasileira, concentra suas
aquisi¢des em mudas de outras plantas ornamentais, principalmente de
crisintemos (44,29%), bulbos em repouso vegetativo (40,09%), flores frescas
(12,42%) e folhagens secas (3,20%). Para os EUA, a preferéncia de importagdes
sdo as flores frescas, principalmente rosas (56,82%), mudas de outras plantas
ornamentais (22,44%), folhagens secas (10,51%), bulbos (9,64%) e mudas de
orquideas (0,58%). A [Itdlia, terceiro maior comprador em importancia
econdmica, concentra suas compras em mudas de outras plantas ornamentais
(84,57%), folhagens secas (9,92%) e folhagens frescas (2,52%) (Junqueira &
Peetz, 2005).

Atualmente, os mercados prioritdrios para o crescimento das
exportagdes brasileiras sdo: Alemanha, Holanda, Estados Unidos da América,
Italia, Franca, Inglaterra, Japao e Argentina. E evidente o interesse crescente dos
mercados dos paises ibéricos (Portugal e Espanha) pelos produtos brasileiros,
principalmente para flores e folhagens tropicais. Como mercados opcionais,

encontram-se a Russia e os Emirados Arabes (Junqueira & Peetz, 2005).



1.2 Floricultura no Brasil

O inicio do cultivo de plantas ornamentais no Brasil foi com a col6nia
portuguesa, cuja produgdo supria o mercado em datas comemorativas, como o
Dia das Maies, dos Namorados, Finados e Natal. A floricultura nacional, até
meados da década de 1960, era pouco expressiva, tanto econdmica como
tecnologicamente, caracterizando-se como uma atividade paralela a outros
setores agricolas (Castro et al., 1992). Os principais cultivos localizavam-se nas
cidades e capitais do Sul e Sudeste do pais, ndo tendo quase expressdo no
contexto da agricultura nacional. No inicio deste século, a floricultura era
destinada ao cultivo de flores nos jardins e quintais das residéncias, onde
desempenhava fun¢do paisagistica ou era empregada na decoragio de interiores.

Até muito recentemente, a floricultura comercial no Brasil concentrava-
se, quase que exclusivamente no estado de Sdo Paulo, particularmente em
Atibaia e Holambra. Esse panorama come¢ou a mudar nos dltimos anos, quando
notaram-se o crescimento e a consolidagdo de importantes pdlos floricolas no
Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias,
Distrito Federal e na maioria dos estados do Norte e Nordeste (Junqueira &
Peetz, 2003).

As ultimas estatisticas produzidas para o setor mostraram que a
atividade j4 contabilizava, em 2003, nimeros extremamente significativos. Eram
mais de 4 mil produtores, cultivando numa 4rea de 5,2 mil hectares anualmente,
em 304 municipios brasileiros. Em termos globais, esta atividade responde pela
geracdo de mais de 120 mil empregos e, segundo dados do Ibraflor, a
floricultura gera, na média nacional, 3,8 empregos diretos/ha (Junqueira &
Peetz, 2003).

As exportacdes dos produtos da floricultura do Brasil somaram, em
2005, U$S 23,5 milhoes, valor esse que superou, em 20,96% os resultados

obtidos no ano anterior. A participa¢do nacional ainda é modesta, representando



0,22% no fluxo internacional de flores e plantas ornamentais. Contudo, o
potencial brasileiro permite um crescimento para cerca de 1,5%, nos proximos
anos (Junqueira & Peetz, 2003).

As exportagdes brasileiras de flores e plantas ornamentais somaram
pouco mais de US$ 15 milhdes, no periodo de janeiro a junho de 2006, valor
7,95% maior que o obtido no mesmo periodo do ano anterior. Como
decorréncia, a balanca comercial da floricultura mostrou no mesmo periodo,
saldo positivo de US$ 9,825 milhdes. No semestre, as importagdes totais,
fecharam em US$ 5,265 milhdes, com valor equivalendo a 34,89% do total dos
valores exportados (Junqueira & Peetz, 2006).

A participagao brasileira é concentrada na exportacido de mudas de flores
e plantas ornamentais (45,52%); bulbos (29,20%); flores e botdes frescos para
corte (18,45%); folhagens, folhas e ramos de plantas secos (5,67%), além de
outros produtos que incluem mudas de orquideas, folhagens e ramos cortados
frescos para buqués e ornamentacdes, musgos, liquens e mudas de outras
plantas. As folhagens brasileiras tém boa aceitagdo no mercado internacional

(Junqueira & Peetz, 2003).

1.3 Floricultura em Minas Gerais

Em Minas Gerais, destacam-se, na producdo de rosas de corte, as regioes
de Barbacena, Munhoz e Antonio Carlos. As regides de Senador Amaral e
Andradas estdo recebendo muitos produtores paulistas de flores, principalmente
de Holambra, que estdo ampliando seus horizontes. A regido foi escolhida
devido ao clima e a altitude, favordveis ao cultivo de muitas espécies
ornamentais (Landgraf, 2006).

A producdo de plantas ornamentais em Minas Gerais estava localizada

nas regides de Barbacena, Juiz de Fora, Sdo Jodo Del Rei, Belo Horizonte,



Congonhas, Mateus Leme, Sete Lagoas e Diamantina. Expandiu-se para
Ituiutaba, Uberaba, Uberlandia, Vigosa, Patos de Minas, Paracatu, Teé6filo Otoni,
Governador Valadares, Montes Claros, Pogcos de Caldas, Alfenas, Itajubd,
Lavras, Pouso Alegre, Munhoz, Andradas, Florestal e Joatuba, entre outros
(Silveira, 1993).

Na floricultura de corte mineira destacam-se rosas, crisintemos, cravos,
aster, gladiolos e produtos da floricultura silvestre. As demais plantas
ornamentais sdo azaléias, primaveras e dracenas (mudas para jardins), plantas da
familia Araceae (folhagens), violeta-africana, samambaia (plantas envasadas) e
espécies arboreas. No total, sdo exploradas, comercialmente, 120 diferentes
espécies de plantas ornamentais (Landgraf & Paiva, 2005).

Na regido central de Belo Horizonte existe o mercado de flores e plantas
ornamentais e mais recentemente, foi criada a Camara Técnica de Floricultura na
Secretaria de Agricultura, Pecudria e Abastecimento (SEAPA), que dard suporte
a formulagdo das politicas do agronegécio no estado. A cimara conta com a
participacdo de produtores, setores dos governos estaduais e federal, técnicos e

pesquisadores (Minas Gerais, 2005).

1.4 Copo-de-leite

Espécies do género Zantedeschia estao classificadas em dois grupos
importantes. O primeiro grupo estd caracterizado por Zantedeschia aethiopica
(L.) Spreng., conhecido popularmente como copo-de-leite branco, que apresenta
florescimento no inverno e as folhas ndo senescem durante o inverno em seu
habitat natural. O segundo grupo contém espécies que se caracterizam pela
morte completa das folhas durante o inverno e pelo florescimento durante a

primavera e o verdo (Bloomz, 2002).



As espécies do segundo grupo esto distribuidas em regies da Africa do
Sul. Sdo também encontradas no norte da Angola, Kenya, Malawi, Zambia,
Zimbawe e Nigéria, regides costeiras e montanhosas, com altitude entre 1.200 e
2.000 m, cujas temperaturas médias estdo restritas, durante o inverno, ao redor
de 10°-11°C, com temperatura minima entre 2° e 3°C. No verdo, as temperaturas
médias alcancam ao redor de 20°C, com a maxima atingindo 27°C (Bloomz,
2002; Letty, 1973). Segundo Funnell (1994), este regime de temperatura do seu
habitat corresponde a condi¢des 6timas de cultivo para as espécies do segundo
grupo. As espécies deciduas de copo-de-leite formam um bulbo que hiberna no
inverno e sobrevive por longos periodos de estiagem. Estes bulbos,
normalmente, t€m numerosas gemas que, em seu hdbitat, brotam em condi¢des
adequadas de suprimento de dgua. No ano de 1900, plantas de copo-de-leite
foram difundidas na Nova Zelandia, por meio de sementes de ambos 0s grupos.
Dessas sementes incluem-se cinco variedades de florescimento de verdo e, a
partir dai, surgiram as primeiras hibridacdes. Atualmente, existem diversos
hibridos de copo-de-leite colorido, comercializados por empresas da Nova
Zelandia (Bloomz, 1997; 2002). As plantas hibridas podem se originar de
sementes, divisdo de bulbos ou cultura de tecidos. Comercialmente, estdo
disponiveis aos produtores plantas oriundas de cultura de tecidos ou divisdo de
bulbos (Bloomz, 2002).

A cultura do copo-de-leite apresenta-se como opgao interessante do
setor, tendo em vista o exotismo, a beleza e as cores vivas de suas flores. No
Brasil, seu cultivo é muito recente, praticado por poucos produtores, sendo
encarada como novidade de grande potencial para o mercado brasileiro.
Comercialmente, a planta é propagada por bulbo, tendo seu ciclo completo, a
depender da regido, época de plantio e espécie, em torno de 60 a 120 dias.

Atualmente, as informacdes técnicas disponiveis, para o cultivo de copo-de-leite



colorido, sdo restritas e estdo limitadas as conhecidas e recomendadas para as
dreas comerciais de campo aberto da Nova Zelandia (Mugoucah, 2002).

E uma cultura largamente utilizada como planta ornamental. Por meio
do melhoramento genético, obtiveram-se variedades que proporcionaram grande
diversidade de coloracdes em suas flores. Algumas dessas variedades estdo
sendo micropropagadas por empresas com a finalidade de produzir e

comercializar tubérculos matrizes de qualidade (Lischka, 2005).

1.5 Objetivo geral

Objetivou-se melhorar a multiplicacdo de mudas de copo-de-leite
(Zantedeschia aethiopoica (L.) Spreng.) produzidas in vitro e reduzir os custos
de producdo, por meio da utilizacdo de reguladores de crescimento,
concentragcdes de meio de cultura MS, sacarose; e alteracdes espectrais com

lampadas fluorescentes coloridas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da familia Araceae

A familia Araceae inclui plantas angiospérmicas, monocotiledéneas. E
composta por 107 géneros e cerca de 3.000 espécies, na maioria tropicais ou
subtropicais. E freqiiente nos trépicos da América, ainda que se distribua nas
regides temperadas européias setentrionais, até aos trépicos da mesma regido

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Araceae).



As plantas sdo terrestres ou epifitas, geralmente herbaceas. O caule nas
terrestres € curto e subterraneo, nas epifitas é comprido e trepador. As raizes sdo
tuberosas nas terrestres e adventicias nas epifitas (Carvalho, 2001).

As folhas sdo basais, nas espécies epifitas e, nas lianas, distribuem-se
alternadamente pelo caule. Sdo pecioladas, grandes, coridceas, inteiras ou
recortadas ou lobadas. Sdo excegdes entre as monocotiledoneas, quanto ao
formato, nervagao e coloragéo distinta nas duas faces
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Araceae).

A inflorescéncia € do tipo espadice, protegida por uma espata de cor
verde ou colorida. As flores sdo pequenas, sésseis, andréginas ou unissexuais. O
perianto quase sempre €& presente nas flores andréginas e ausente nas
unissexuais. Quando presente, é constituido por 4 a 6 tépalas, livres, ou ndo,
entre si. Androceu, em geral, com 2 a 4 estames. Gineceu de ovario sipero ou
infero, com 1 a varios I6culos contendo nimero varidvel de 6vulos. Fruto tipo
baga. (Carvalho, 2001).

Os principais representantes desta famila sdo: Alocasia spp (taioba),
Anthurium spp (anttrios), Caladium x hortulanum Birds (tinhordo), Calocasia
esculaneta (L.) Schott (inhame), Dieffenbachia amoena Hort. (comigo-ninguém-
pode), Monstera deliciosa Liebm (banana-do-mato, costela-de-adao),
Philodendron spp (filodendro, imbé), Pistia stratiotes L. (alface-d’4gua),
Spathiphyllum wallisii Regel (bananeira-branca), Xanthosoma spp (mangarito,

taid) e Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng. (copo-de-leite).

2.2 Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.
O nome Zantedeschia € devido ao professor e botdnico italiano
Giovanni Zantedeschi (1773-1846). Conhecida como arum, calla lily, lirio-do-

nilo ou copo-de-leite, € uma monocotiledonea ornamental, pertencente a familia
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Araceae e nativa do continente africano. Além da espécie com flores brancas
(Zantedeschia aethiopica), existem outras seis espécies de Zantedeschia na
Africa do Sul, com flores variando entre rosa, amarelo, laranja e marrom. (Z.
albomaculata, Z. elliottiana, Z. jucunda, Z. odoratum, Z. pentlandii e Z.
rehmannii). E conhecida mundialmente como flor de corte e pela diversidade de
variedades e hibridos (Kritzinger et al, 1998).

Hibridos de Zantedeschia foram desenvolvidos na Nova Zelandia, a
partir do cruzamento das espécies Z. rehmannii, Z. elliottiana, Z. albomaculata e
Z. pentlandii (Funnell, 1993 citado por Brooking & Cohen, 2002). Para a ripida
multiplicacdo de plantas selecionadas, estdo sendo utilizadas técnicas de
micropropagacdo e estes hibridos estido sendo produzidos por todo o mundo para
flor de corte (Brooking & Cohen, 2002).

Na sua forma nativa ocorre em terrenos imidos ou na margem de lagos.
Possui folhas verdes, de aspecto brilhante, com hdbito de crescimento formando
touceira (Brickell et al., 1996). E uma herbécea robusta, entouceirada, de 0,60-
1,0 m de altura, rizoma vigoroso e muito florifera (Lorenzi & Souza, 2001).
Floresce em abundincia nos meses mais frios, entre maio e setembro. No estado
de Minas Gerais, a regido Centro-Sul apresenta caracteristicas favordveis ao
cultivo dessa espécie e, nessa regido, ja existem pequenos produtores que
comercializam as inflorescéncias em cidades proximas ao local de cultivo
(Almeida & Paiva, 2005).

Sua propagacdo pode ser feita por meio de sementes, por divisdo de
touceiras e ou rizomas e, ainda, por cultura de tecidos. A propagacdo por
sementes nao € muito recomendada, por ocorrer desuniformidade na formagdo
das mudas e devido a polinizacio cruzada (Salinger, 1991). E de extrema
importincia que as mudas sejam adquiridas de empresas idoneas e que fornecam

mudas de qualidade e, mesmo com todos esses cuidados, pode haver risco de
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contaminacdo, principalmente por viroses. Sendo assim, mudas
micropropagadas garantem melhores resultados na produgdo.

O cultivo em seu habitat ocorre em areas de brejo e beira de rios, no
entanto, para fins comerciais, ndo se recomenda o plantio nessas areas. O
encharcamento constante do solo dificulta o controle de doencas, principalmente
a podriddo-mole, causada pela bactéria Erwinia carotovora. Atualmente, o
cultivo é feito em 4reas bem drenadas, porém, com irrigagdo constante, para
manter a umidade elevada. A temperatura ideal ao seu desenvolvimento varia
entre 16°C e 22°C, mas suporta até 4°C (Salinger, 1991). Existem relatos de
produtores que conseguiram boa producdo em regides com temperaturas
superiores.

Recomenda-se utilizar NPK 10:10:10, na razio 250 kg/1000 m’. Esta
adubacdo deve ser feita no plantio, incorporando-a ao solo (Salinger, 1991). Esta
espécie responde bem a adubacio orginica e devem-se utilizar, no plantio, 20
litros de esterco de curral/m’ (Almeida & Paiva, 2004). Nao se devem fornecer
altos niveis de nitrogénio, pois este estimula maior desenvolvimento vegetativo
em detrimento da floracdo (Salinger, 1991; Clemens et al., 1998).

O ponto de colheita é determinado pela abertura da espata que além de
aberta, deve estar com a ponta virada para cima (Nowak & Rudnicki, 1990). Nao
se deve coletar flores com pdlen; apds a polinizacdo, a longevidade é menor. As
inflorescéncias ndo devem ser cortadas e sim arrancadas (Salinger, 1991).

Apesar do aspecto sensivel das inflorescéncias, o copo-de-leite é uma
cultura bastante rustica e de fécil cultivo. No entanto, em um plantio comercial é
necessdrio um acompanhamento técnico para garantir maxima produgio,
disponibilizando ao mercado inflorescéncias de alta qualidade (Almeida &

Paiva, 2004).
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2.3 Caracterizacio da espécie

A inflorescéncia, que envolve as verdadeiras flores, é composta de
espata (colorag@o branca) e espadice (coloragdo amarela), o qual possui a parte
superior formada por flores masculinas e a parte inferior por flores femininas
(Figura 1). Ap6s a polinizagdo, realizada por insetos, sdo formados os frutos, os
quais atraem pdssaros, que dispersam as sementes (Salinger, 1991). A
composi¢do quimica das inflorescéncias e das folhas pode ser vista na Tabela 1 e

a triagem fitoquimica da espata na Tabela 2.

TABELA 1. Andlise quimica para inflorescéncias e folhas de copo-de-leite.

PARTE MACRO E MICRONUTRIENTES

% % % % % % ppm  ppm ppm ppm  ppm
N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe

Espata 243 033 275 0,67 024 026 331 173 5663 1433 1149
Espadice 3,44 0,60 2,87 0,67 047 041 228 272 5651 111,6 782
Folha 366 0,60 347 089 039 063 70,1 114 68,7 3148 1864

FONTE: Laboratério de Andlise Foliar, Departamento de Quimica. UFLA, Lavras, MG,
2007.
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TABELA 2. Triagem fitoquimica realizada com extrato metandlico na espata de

copo-de-leite.

METABOLITOS RESULTADOS
Acidos orgénicos +
Acucares redutores +
Polissacarideos +
Proteinas e aminoacidos +
Taninos -
Catequinas -
Flavondides +

Glicosidios cardiacos -

Sesquiterpenlactonas e outras lactonas -

Azulenos +
Esterdides e triterpendides +
Depsidios e depsidonas +
Derivados de cumarina +

Saponina espumidica -
Alcaldides +
Antraquinonas +

*presenga (+) *auséncia (- )
FONTE: Laboratério de Quimica, Departamento de Quimica. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 1. Aspecto visual da inflorescéncia: (A), detalhe da parte feminina e
masculina da flor (B), folhas (C), fruto (D), sementes (E), rizomas (F) e
planta adulta (G) de Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

2.4 Toxidez

Esta planta, assim como outras da familia Araceae, tem como
caracteristica anatdmica a presenca de grande nimero de idioblastos contendo
cristais de oxalato de cdlcio, na forma de agulhas, denominados rafides. Estes
idioblastos encontram-se em todas as partes da planta e sao ejetores. Nos tecidos
vegetais, encontram-se também quantidades aprecidveis de dcido oxdlico e seus
sais soldveis, os quais, segundo alguns autores, podem promover um quadro de
intoxicacao por oxalato (Schenkel et al., 2003). A ingestdo de qualquer parte da
planta pode causar sérios danos a saide, como irritacio em labios e lingua,
edema (inchaco), salivacdo abundante, dificuldade de engolir e asfixia. O

contato com 0s olhos pode provocar irritagdo

(http://sbrt.ibict.br/upload/sbrt1310-3.html). As pessoas envolvidas no cultivo
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desta espécie devem utilizar luvas ao trabalhar com os rizomas, nos tratos

culturais e na colheita (Almeida & Paiva, 2004).

2.5 Pragas e doencas

Em copo-de-leite, as pragas atacam, geralmente, as folhas e prejudicam
o desenvolvimento da cultura. Danificam a espata e a espadice, comprometendo
a qualidade das inflorescéncias, além de serem vetores de muitas doengas. As

principais pragas sdo: tripes, pulgdes, abelhas-irapud e lesmas (Tabela 3).

TABELA 3. Principais pragas que afetam a cultura de copo-de-leite.

PRAGA NOME CIENTIFICO SINTOMAS
Tripes Trips tabaci Partes  vegetais manchadas com
pontuacdes necrosadas.
Pulgdo Myzys persicae Amarelecimento, enrugamento,

deformacédo das folhas e definhamento
nas plantas.

Irapud Trigona spinepes Injrias graves na espadice.

Lesma Bradybaena similaris Injurias graves nas folhas.

FONTE: Salinger (1991) e Imenes e Bergmann (2001).

Das doengas, a mais severa é a podridio-mole, causada pela bactéria
Erwinia carotovora. Os sintomas afetam as hastes, que se tornam verde-escuras,
apresentando apodrecimento, com odor forte e desagradavel, ocorrendo a morte.
Além disso, o rizoma pode apodrecer. Para prevenir essa doenga, deve-se evitar
o cultivo em locais com umidade excessiva, como brejos e também adubacio
nitrogenada em excesso, pois, com o fornecimento excessivo de nitrogénio, a
planta torna-se tenra e susceptivel a infeccdo pela Erwinia, assim como por
outros patégenos (Salinger, 1991). Plantas com sintomas de podriddo-mole

devem ser eliminadas (Hertogh, 1992) (Tabela 4).
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TABELA 4. Principais doengas flingicas que afetam a cultura e copo-de-leite.

DOENCA FUNGO SINTOMAS

Antracnose Colletotrichum sp. Ocorrem lesdes deprimidas e
alongadas de cor parda com
exsudacao rosada nas
inflorescéncias.

Botrytis Botrytis sp. Ocorrem pequenas manchas nas
inflorescéncias e folhas.

Mancha das folhas Coniothecium Manchas dsperas circulares ou

richardiae elipticas nas folhas.

Mancha de Cercospora sp. Manchas amareladas nas folhas.

cercospora

Podriddo do rizoma Rhizoctonia sp. Lesdes na parte debaixo do rizoma
e o broto é afetado no inicio da
emergéncia.

Podridao das raizes Phytophthora Apodrecimento das raizes da ponta

cryptogea para o rizoma, ficando com

aparéncia encharcada.
Amarelecimento das margens das
folhas.

Podridao das raizes Pythium sp. Apodrecimento das raizes.

FONTE: Forsberg (1976), Pitta (1990) e Salinger (1991).

A bactéria Erwinia carotovora é do tipo bastonete, gram-negativa,
peritriquia, ndo capsulada. Vive no solo como saproéfita, podendo afetar dezenas
de espécies vegetais. Seu desenvolvimento é favorecido por temperaturas entre
25° a 30°C e alta umidade (Kimati et al., 1995).

A podridao mole € responsdvel por consideraveis perdas na floricultura
mundial. Na regido de Niagara, no Canadd, sdo registradas perdas anuais
superiores a 1 milhdo de ddlares, causadas por podriddo mole em calla lily,
cyclamen e poinsettia. Entre estas espécies, calla lily é responsdvel por quase
metade destas perdas (Gracia-Garza 2004).

A infeccdo pela bactéria ocorre por meio de ferimentos provocados por
insetos, pelo manuseio, ou ainda, devido a abrasdes sofridas pelo tubérculo em

condi¢des de campo. No interior dos tecidos, a bactéria passa a produzir enzimas
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que desdobram as substancia pécticas da lamela média e a celulose da parede
celular. Com isso ocorre o extravasamento de &gua para 0s espagos
intercelulares e a morte das células afetadas (Kimati et al., 1995).

O 6rgdo atacado pode atuar como fonte de indculo, tanto em condicdes
de campo como de armazenamento, propiciando a sobrevivéncia do patégeno
até o ciclo secundario. Dessa forma, uma das principais formas de disseminag¢ao
da doenca é por meio da presenca de tubérculos afetados misturados com
tubérculos sadios (Kimati et al., 1995).

Relatos de virus em ardceas comecaram em 1930, com a constatacio de
manchas necroticas, clordticas e faixas onduladas em folhas de Anthurium
andraeanum e, a partir dai, mais de 25 espécies de virus foram relatadas. O virus
mais amplamente disseminado, dentre as ardceas cultivadas, é o Dasheen mosaic
virus (DsMV ou virus do mosaico do inhame). A descricao desse virus coincide
com o “boom das folhagens”, ocorrido na década de 1970. Dependendo da
espécie de ardcea e das condicdes ambientais, o DsMV pode ndo induzir
sintomas (laténcia) ou, entdo, induzir diferentes tipos de sintomas. No Brasil, o
DsMV ¢ o virus mais freqiiente em ardceas, tendo sido relatado em: Alocasia
macrorhiza, Amorphophalus konjak, Anthurium scherzerianum, Colocasia
esculenta, Syngonium wendlandii, Xanthosoma atrovirens e Zantedeschia
aethiopica (Rivas, 2006).

Novos virus foram isolados de Zantedeschia spp. O Zantedeschia
mosaic virus (ZaMV-KR), que causa sintomas de malformagdo, ocorre na
provincia de Kangwon, na Coréia, em regides que cultivam copo-de-leite, desde
2000 (Kwon et al., 2002). O Zantedeschia mild mosaic virus (ZaMMYV) foi
identificado na Tailadndia (Huang et al., 2006).

Os sintomas de viroses s@o caracterizados por listras brancas e lesoes

circulares nas folhas, que se tornam necréticas, a medida que a infeccdo evolui.
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Folha e flores também podem ficar retorcidas com as bordas enroladas

(Forsberg, 1976). As plantas afetadas devem ser eliminadas e destruidas.

2.6 Cultura de tecidos e micropropagaciao

A cultura de tecidos como técnica consiste em isolar uma parte da planta
(explante) e proporcionar-lhe, artificialmente, sob condi¢des assépticas, os
recursos fisicos e quimicos apropriados, a fim de que as células expressem seu
potencial intrinseco ou induzido para regenerar outras células, tecidos e 6rgaos
(Villalobos & Thorpe, 1991). Micropropagacdo pode ser definida como
propagacao clonal massal de um genétipo selecionado por técnicas de cultura in
vitro.

De forma geral, os métodos convencionais de propagagdo vegetativa sao
incapazes de produzir um grande nimero de plantas para a recuperacido de
espécies ameacadas, bem como para programas comercias de propagacdo. A
cultura de tecidos estd justificada, principalmente na obten¢dao massal de mudas
uniformes, de alta qualidade e livres de doencgas. Além disso, permite
multiplicacdo rdpida e geneticamente confidvel, preservacdo e propagacdo de
espécies ameacadas (Grattapaglia & Machado, 1998). Uma das principais
vantagens da micropropagacao € a maior rapidez em relacdo a outros métodos de
propagacdo convencional utilizados, facilitando a propagacdo quando as
tecnologias convencionais sio dificeis ou, até mesmo, impossiveis de serem
realizadas (George, 1993).

Plantulas obtidas por meio da germinagdo de sementes in vitro sdo uma
estratégia interessante para o estabelecimento de culturas in vitro. O elevado
nimero de explantes assépticos obtidos por este método permite que
praticamente todas as partes da plantula sejam utilizadas como explantes

(Mercier & Kerbauy, 1997). A germinagdo de sementes in vitro € muito utilizada
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na multiplica¢do de plantas ornamentais com baixa viabilidade de sementes ou
na producdo de explantes assépticos. Em orquideas, a maioria das espécies
possui sementes com embrides imaturos (indiferenciados) e, sob condi¢des
naturais do hébitat, poucas plantulas se desenvolvem até a fase adulta (Stancato
et al., 1998).

Nos tltimos anos, vdrios pesquisadores em diferentes laboratdrios
passaram a empregar técnicas de cultura de tecidos vegetais para a propagacao
massal de bromélias ornamentais. Mais recentemente, técnicas in vitro t€m sido
empregadas para a propagacdo de espécies raras ou ameacadas de extingdo
(Mercier & Kerbauy, 1997). Estas técnicas podem ser utilizadas em escala
comercial, diminuindo a extracao de bromélias do seu habitat.

Meios de cultura fornecem substincias essenciais para o
desenvolvimento dos tecidos, sendo compostos por combinagdes de sais
minerais, carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento, podendo ser
geleificados ou liquidos. Sua composicao sofre variagdo conforme a necessidade
de cada espécie. Durante a fase de multiplicagcdo, ndo basta conseguir altas taxas;
em alguns casos, o importante é obter uma taxa média satisfatéria, com o
minimo de varia¢cdo de explante para explante (Grattapaglia & Machado, 1998).

Em crisdntemo (Dendranthema morifolium), o nimero de brotos obtidos
na micropropagacdo foi inversamente proporcional a concentracdo de TDZ no
meio de cultura, tendo o tratamento isento de TDZ apresentado o maior nimero
de brotos (Salgado et al., 1998). Esses dados sdo similares aqueles obtidos por
Han et al. (1997) para Ficus benjamina Wall, em que concentracdes de TDZ
acima de 0,01 mg.L" ndo se mostraram efetivas na multiplicagio de brotos desta
espécie. Em trabalho com crisantemo, Salgado et al. (2001) observaram que o
nimero de brotos foi menor em tratamentos contendo benomy].

Em Nidularium innocentii, a taxa média de proliferacdo de gemas de 23

brotos/explante foi obtida em meio de cultura MS suplementado com 2 uM de
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ANA e 4 uM de BAP. Para Vriesea carinata e Wittrockia superba, nesse mesmo
tratamento, a taxa média de multiplicacdo foi 15,4 e 21,8 brotos/explante,
respectivamente (Alves & Guerra, 1995).

A bromélia Vriesea gigantea, cultivada em meio MS suplementado com
paclobutrazol (PBZ) (4uM), apresentou, aos 100 dias, uma taxa de multiplicacao
de 20,3 brotos/explante (Rech Filho et al., 2003). Em Wittrockia superba o nivel
de 6 uM de PBZ resultou em uma taxa de regeneracdo de 13,4 brotos/explante
(Lischka et al., 2003).

O dltimo passo na micropropagacdo € a aclimatizagdo. Segundo
Grattapaglia & Machado (1998), aclimatizar consiste em retirar a plantula da
condi¢do in vitro e transferi-la para casa-de-vegetagdo, com o objetivo de
superar as dificuldades que as plantulas obtidas por cultura de tecidos enfrentam
quando sdo removidas dos tubos de ensaio. Esse processo € critico, pois a
plantula passa de um ambiente de baixa transpira¢do para outro que exige maior
incremento, podendo ocorrer estresse hidrico, passando do estado heterotréfico
para o autotréfico; a disponibilidade de sais € diferente e, finalmente, a planta sai
de um estado asséptico para ficar sujeita ao ataque de microrganismos saprofitos
e, eventualmente, patogénicos.

Entre os fatores que influenciam a aclimatizacio de plantas ornamentais,
destaca-se o substrato, por sua atuacdo na qualidade do produto final e nos
custos de producdo (Grolli, 1991 citado por Maciel et al., 2000). Outro ponto
importante € a manutencido da umidade alta e das temperaturas amenas (Maciel

et al., 2000).
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CAPITULO II
MULTIPLICACAO in vitro DE COPO-DE-LEITE (Zantedeschia

aethiopica (L.) Spreng.): SULFATO DE ADENINA E 6-
BENZILAMINOPURINA
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1 RESUMO

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Multiplicacao in vitro de copo-de-leite
(Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.): sulfato de adenina e 6-
benzilaminopurina.  2007. 83 p. Dissertagio  (Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG".

O copo-de-leite é bastante apreciado, tanto como flor de corte quanto na
composic¢do de jardins. Entretanto, muitos patégenos afetam essa cultura. Assim,
a cultura de tecidos, além de permitir ripida propagacao clonal, proporciona a
obtencdo de plantas uniformes e sadias. A producdo em larga escala € possivel
pela micropropagacdo, uma vez que, pelo método tradicional de propagacio,
somente algumas unidades de novas mudas podem ser obtidas anualmente. No
processo de cultivo in vitro, o tipo e a concentragdo de reguladores de
crescimento podem afetar o crescimento dos explantes. Objetivou-se estudar a
influéncia de diferentes concentracdes de BAP e sulfato de adenina (SA) sobre o
desenvolvimento in vitro de plantulas de copo-de-leite. As plantulas foram
cultivadas em meio MS acrescido de BAP (0; 2;4e 6 mg.L'l) e SA (0;20;40 ¢
60 mg.L'l), em todas as combinagdes possiveis. Posteriormente a inoculacio, os
explantes foram transferidos para sala de crescimento a 27 + 1°C, com
fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes de trés tubos cada, cada tubo contendo uma
plantula. A interacdo significativa entre os fatores BAP e SA ocorreu para
nimero de folhas (4,8) e massa fresca da parte aérea (0,73 g), com 6 mg.L’1 de
BAP e 40 mg.L'1 de SA. Para nimero de brotos (3,0), apenas o BAP ocasionou
significancia, na concentragio de 5 mg.L"'. Observou-se maior comprimento de
brotos (5,0 cm) na auséncia de BAP.

* Orientador: Moacir Pasqual — UFLA.
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2 ABSTRACT

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Calla lily (Zantedeschia aethiopica (L.)
Spreng.) in vitro multiplication: adenine sulphate and 6-benzilaminopurine.
2007. 83 p. Dissertation (Master in Agronomy/Crop Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil".

Calla lily is appreciated as cut flower and in composition of gardens. However,
many pathogens affect this species. Thus, tissue culture besides allowing fast
clonal propagation also provides healthy and uniforms plants. The production in
wide scale is possible by micropropagation, once, by the traditional method of
propagation, some units of new seedlings can only be produced annually. In the
cultivation process in vitro, the type and the concentration of growth regulators
could to affect the growth of seedlings. The aim was study the influence of the
differents concentrations of BAP and adenine sulphate (AS) on in vitro
development of Calla lily seedlings. The seedlings were maintained in MS
medium added with BAP (0; 2; 4 and 6 mg.L'l) and AS (0; 20; 40 and 60 mg.L"
l), in the possible combinations. After inoculation, the tubes were transferred to
growth room and kept at 27+1°C with photoperiod of 16 hours. The
experimental design was entirely randomized with four repetitions of three
seedlings each, resulting in twelve plants per treatment, each tube with one
seedling. There was a significant interaction between BAP and AS for number
of leaves (4,8) and fresh weight of the aerial part (0,73 g), with 6 mg.L"' of BAP
and 40 mg.L" of AS. For the numbers of sprouting (3,0), only BAP showed
significant results in the concentration of 5 mg.L". There was higher length of
sprouting (5,0 cm) in the absence of BAP.

" Adviser: Moacir Pasqual — UFLA.
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3 INTRODUCAO

O género Zantedeschia, conhecido popularmente como ‘rum, calla lily
ou lirio do nilo, é nativo da Africa. Além da Zantedeschia aethiopica com flores
brancas, existem seis outras espécies, com flores coloridas, cujos tons variam
entre rosa, creme, amarelo, laranja e marrom (Chang et al., 2003; Funnell,
1993). Essa espécie pertence a familia Araceae e € considerada simbolo de
pureza, sendo apreciada tanto para corte quanto para a composic¢do de jardins,
sendo suas flores e folhagens muito utilizadas em arranjos florais (Almeida &
Paiva, 2004).

Uma das peculiaridades da cultura de tecidos vegetais € a possibilidade
quase absoluta de controle do crescimento e do desenvolvimento das plantas,
pois os reguladores de crescimento direcionam o metabolismo do explante in
vitro para o processo desejado. Todas as plantas possuem, naturalmente, em sua
composi¢do, algumas substincias quimicas, cuja funcdo é a de regular os
processos metabdlicos envolvidos no crescimento e no desenvolvimento, em vez
de possuirem funcao nutricional (Pasqual, 2001).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), as citocininas sdo
indispensdveis para a quebra de dominéncia apical e indugdo de proliferacdo de
gemas axilares. O tipo de citocinina e a sua concentrag@o sao os fatores que mais
influenciam o sucesso da multiplicagdo in vitro. O 6-benzilaminopurina ou BAP,
tem sido muito eficaz para promover multiplicacio em diversas espécies e
parece ser a citocinina por exceléncia para a multiplicagdo de partes aéreas e
inducdo de gemas adventicias, além de ser a mais barata de todas. Porém, seu
excesso € toxico e caracteriza-se, principalmente, por falta de alongamento das
culturas, reducdo no tamanho das folhas, encurtamento dos entrends,

engrossamento exagerado dos caules e vitrificagdo generalizada, o que leva a
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sérios problemas na fase de enraizamento. Mayer et al. (1997) utilizaram 1
mg.L" de BAP, o que proporcionou boa multiplicacio de brotos em cultivares
de amora-preta.

Guerra & Nodari (2006) relataram que a adenina, ou sulfato de adenina
(SA), estimula o crescimento de brotagdes in vitro. E muito utilizada em cultura
de tecidos e seu efeito pode ser comparado ao de uma citocinina fraca ou, ainda,
haver uma interacdo com as proprias citocininas do meio (Caldas et al., 1998).
De acordo com Mantes & Tepper (1983) e Menegucci et al. (1993), a utilizacao
de sulfato de adenina no meio de cultura também contribui para um aumento na
taxa de multiplicagdo in vitro de bananeira. George & Sherrington (1984)
verificaram que o sulfato de adenina estimula a proliferagdo de brotos,
principalmente em combina¢do com citocininas.

Efeitos estimulatérios da adenina foram observados na formacdo de
gemas em explantes de cAmbio de Ulmus campestris (Jacquiot, 1951), no
enraizamento de embrides somaticos de Citrus sinensis (Kochba et al., 1974) e
na formacdo de gemas em segmentos de caule de Plumbago indiga (Nitsch et
al., 1967). No dltimo caso, houve sinergismo entre adenina e citocinina. A
adenina € inibitéria ao crescimento, em algumas circunstancias, como dos calos
normais e tumorosos de Picea glauca (Reinert & White, 1956).

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do BAP e do sulfato de
adenina na multiplicac@o in vitro de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.)
Spreng.), procurando definir concentracdes adequadas e verificar a eficiéncia

desses reguladores de crescimento.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
localizado no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,

Lavras, MG.

Material vegetal

Plantulas de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.) foram
obtidas a partir do estabelecimento in vitro de gemas em meio contendo os sais
do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 gL' de sacarose e
com pH ajustado para 5,8. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento,
por 60 dias, com lampadas brancas frias proporcionando 35 pmol m™s™, com 16

horas de fotoperiodo, a 27 + 1°C.

Descricao dos tratamentos

Os tratamentos foram constituidos de diferentes concentragdes de BAP
0;2;4¢e6 mg.L’l) e sulfato de adenina (0; 20; 40 e 60 mg.L'l), em todas as
combinacdes possiveis. O meio foi acrescido de 30 gL' de sacarose e
solidificado com 5,5 gL' de dgar e o pH ajustado para 5.8 antes da
autoclavagem, a 121°C e 1 atm, por 20 minutos. Posteriormente a inoculagao, os
tubos foram transferidos para sala de crescimento, a 27 + 1°C, irradiancia de 35

pumol m~s™

e fotoperiodo de 16 horas.
Avaliacgoes

Apés 60 dias de cultivo, foram realizadas avaliagdes nos seguintes
pardmetros: nimero e comprimento de brotos, nimero de folhas e massa fresca

da parte aérea.
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Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC),
constando de quatro repeti¢des de trés tubos cada, totalizando doze tubos por
tratamento em esquema fatorial 4x4. Os resultados foram submetidos a andlise
de variancia, utilizando-se o software Sisvar (Ferreira, 2000), com regressao

polinomial para concentragdes de BAP e sulfato de adenina.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidncia mostrou interacio significativa, entre os fatores
BAP e SA, para nimero de folhas (NF) e massa fresca da parte aérea (MFPA).
O BAP foi significativo para nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB),
comprimento dos brotos (CB) e massa fresca da parte aérea (MFPA). O SA foi
eficiente para nimero de folhas (NF) e massa fresca da parte aérea (MFPA)
(Anexo).

Maior nimero de brotos por explante (3,0) foi obtido com 5 mg.L" de
BAP (Figura 1). Resultados semelhantes sdo obtidos pela empresa ProClone, na
qual, na fase de multiplicagdo de Zantedeschia sp., o BAP produz, em média, 1:
2 brotos/explante (Lischka, 2005). Paiva et al. (1999), trabalhando com abacaxi
(Ananas comosus L. Merr.), mostraram que 1 mg.L”" de BAP proporcionou 4,40
brotos/explante, em meio MS na cultivar Skay, sendo o SA ineficiente na
proliferacdo de brotos nas cultivares testadas. Mayer et al. (1997), estudando o
efeito de reguladores de crescimento e SA na propagacdo in vitro de amora-preta
(Rubus sp), observaram, na presenca de BAP, melhores resultados para nimero
de brotos na cultivar Cherokee. O SA ocasionou explantes amarelo-

esbranquicados, tendo alguns secado totalmente.

34



Oliveira (1994), trabalhando com crisantemo cultivar Orange Reagen,
observou que a producdo de brotos foi superior a 3/explante, somente quando se
utilizou acima de 1,4 mg.L"' de BAP na auséncia de ANA. J4 para crisintemo
cultivar White Polaris, Chagas et al. (2004) obtiveram maior nimero de brotos
(2,45) com a utilizagado de 1,4 mg.L'1 de BAP associado a 0,014 mg.L'1 de ANA.
Malaure et al. (1991), estudando diversas variedades de crisadntemo, observaram
que estas produziram bom nimero de brotos nas concentracdes entre 0,5 e 10,4
mg.L"' de BAP combinadas com 0,5 a 4 mg.L" de ANA. Koech et al. (2005)
observaram que 2 mg.L"' de BAP induziram maior nimero de brotos/explante
(2,5) e maior comprimento de brotos (3,7) em explantes de Zantedeschia
albomaculata, ap6s 4 semanas de cultivo em meio MS. Outras citocininas sdo
usadas na micropropagacdo de Zantedeschia, tais como BA (6-Benzyladenine) e
TDZ (Thidiazuron). Esses reguladores desenvolveram uma média de 3,8 e 3,2
brotos/explante, respectivamente (Chang et al., 2003). Ruiz-Sifre et al. (1996)
utilizaram 3 mgL"' de BA, para maximizar a multiplicacio de brotos em
Zantedeschia aethiopica.

Resultados contrérios a esta pesquisa, relatando efeitos benéficos do SA,
na proliferacdo de brotos, foram encontrados por Start & Cumming (1976), que
obtiveram méxima inducdo de brotos, em violeta-africana (Saintpaulia ionatha),
em meio MS acrescido de 0,1 mg.L"' de ANA associado a 5 mg.L"' de BA e 125
mg.L'1 de SA. Em trabalhos de Moraes et al. (2005), melhores resultados in vitro
para Nidularium fulgens foram na presenca de SA e 2 mg.L"' de glicina. Para
Mussaenda erythrophylla ‘Rosea’, o efeito do SA, foi observado no
desenvolvimento dos brotos e na qualidade dos calos, porém, quando utilizaram-
se 120 mg.L"' de SA, houve 100 % de folhas queimadas (Lucena & Serpa,
1992). Na micropropagacdo de bananeira (Musa sp. AAB), os meios que
receberam SA e tirosina tiveram maior nimero médio de brotos produzidos,

tanto na presenca de BAP ou de TDZ, mostrando aumento na multiplicacio de
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brotos (Menegucci et al., 1993). Esse resultado estd de acordo com Mantes &
Tepper (1983), citando o efeito positivo do SA na taxa de multiplicacdo e
produgio de brotos. A adi¢io de 5 mg.L" de SA no meio de cultura aumentou o
crescimento de brotos em Psoralea corylifolia Linn (Saxena, 1997). A presenga
de SA no meio de cultura aumentou a propagagdo de Leontopodium alpinum,
produzindo 80 plantulas/explante, mas inibiu o desenvolvimento de raizes
quando adicionaram-se auxinas (Zapartan, 1996).

Em trabalhos anteriores, com outras plantas, encontrou-se que a adenina
tem acdo sinergistica com cinetina e zeatina, no aumento da formagdo de brotos
(Nitsch et al., 1967; Skoog & Miller, 1965). A adi¢do de sulfato de adenina, em
meio contendo BA, também aumentou a iniciacdo dos brotos e o vigor de
Saintpaulia ionantha cultivadas in vitro, contudo, em meio somente com sulfato
de adenina, a formacgdo de brotos foi demorada e precedida pela formacdo de
raizes (Start & Cumming, 1976). Segundo Chiariotti & Antonelli (1988), 5
mg.L"' de BAP induziram vitrificacio e o efeito de SA foi imprevisivel,
causando respostas contraditérias em gendtipos de pé€ssego. Deccetti (2000)
verificou ser possivel a indugdo de brotagdes a partir de segmentos nodais de
Annona glabra sem a utilizagdo de citocinina exdgena, obtendo um nimero
mdaximo de 1,5 broto/explante. Lemos & Black (1996) também observaram ser
desnecessdrio a adicdo de citocininas ao meio de cultura para induzir brotagdes

em hipocétilos de Annona squamosa.
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Y =1,08+0,631 X-0,063X> R*=90%

Nimero de brotos
(6)]
1

BAP (mg.L™")

FIGURA 1. Numero de brotos/explante de copo-de-leite sob
diferentes concentra¢des de BAP. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Para comprimento de brotos (Figura 2), melhores resultados foram
obtidos na auséncia de BAP. Com o aumento das concentragdes de BAP houve
diminuicdo no comprimento dos brotos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Paiva et al. (1997) e Silva (2001), trabalhado com gloxinia.
Esses autores observaram redug¢do no comprimento dos brotos com o aumento
das concentra¢des de BAP e outros autores tém observado os mesmos resultados
negativos deste regulador de crescimento no alongamento das brotagdes, em
espécies como crisdntemo e morango (Oliveira, 1994; Pasqual et al., 1998). Para
amoreira-preta cultivar Xavante, melhores resultados para comprimento médio
das brotacdes foram obtidos em meio MS sem citocininas (Leitzke, 2005).
Rogalski et al. (1999), na multiplicagado in vitro de ameixeira, observaram que a
presenca de BAP no meio ocasiona alta taxa de multiplicacdo, formando grande
nimero de brotos por explante, porém com pequeno comprimento médio dos
brotos. Da mesma forma, Dustan et al. (1992) afirmam que a adicdo de BAP ao

meio nem sempre proporciona alongamento adequado. A presenca de BAP ao
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meio ocasionou pequeno comprimento médio dos brotos em prundceas
(Leontiev-Orlov et al., 2000). Vérios autores afirmaram que o BAP ndo ¢é
responsdvel pelo alongamento de brotos (Earle & Langhans, 1974; Paiva et al.,
1997; Taiz & Zeiger, 1991).

Resultados satisfatérios da adi¢do de SA ao meio de cultura, melhorando
a multiplicagdo em algumas espécies, sdo relatados por autores como Schmildt
(2006), que recomenda a utilizacgio de 30 mgL’' de SA no meio de
multiplicacdo para mamoeiro (Carica papaya L.). O SA, nessa cultura,
ocasionou melhor qualidade e homogeneidade das partes aéreas produzidas,
ramos alongados e peciolos longos, ocasionando, assim, bom padrido para
posterior enraizamento. Start & Cumming (1976) observaram que o melhor
meio para a multiplicacdo de violeta-africana (Saintpaulia ionantha) foi o MS
adicionado de 5,4 uM de ANA, 22 uM de BA e 308 uM de SA; esses
reguladores ocasionaram a producdo de brotos uniformes, com folhas cujos
tamanhos variaram entre 3 e 8§ mm.

Samartin et al. (1984) observaram, em Camellia japonica, que a adig¢do
da citocinina BA no meio de cultivo, em concentragdes de 2 mg.L"', aumentou o
nimero de brotos e diminuiu o comprimento dos mesmos; na dosagem de 1

-1
mg.L", os autores constataram que os brotos cresceram entre 2 € 3 cm.

38



e

Y =5,09-0,187 X R*=81%

Comprimento de brotos (cm)

BAP (mg.L™")
FIGURA 2. Comprimento dos brotos de copo-de-leite em

diferentes concentra¢des de BAP. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

O niimero de folhas foi influenciado pela interacdo BAP e SA, e maior
nimero de folhas (4,8) foi observado com o emprego de 6 mg.L"' de BAP e 40
mg L' de SA (Figura 3). Resultados semelhantes foram observados em
amoreira-preta (Rubus spp.), cultivar Xavante, quando utilizaram-se 15 uM de
BAP (Leitzke, 2005). O nimero de folhas de amoreira-preta cultivar Ebano foi
estimulado pelo aumento da concentragdo de BAP, e maior nimero de folhas
(7,89) foi observado no meio MS, com 1 mg.L'1 de BAP (Villa et al., 2005).

Resultados contraditérios obtiveram Silva (2001) e Oliveira (1994), que
verificaram queda no nimero de folhas com o aumento das dosagens de BAP,
em gloxinia e crisintemo, respectivamente. Isso pode ser atribuido ao fato do
BAP estimular a formagdo de maior nimero de brotos, porém, de tamanho

reduzido e apresentar menores nimeros de segmentos nodais e folhas.
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Nuamero de folhas

BAP (mg.L™)
0SA — — 20SA —&—40SA —e—60SA
Y()SA = 1,78 + 0,24 X Rz =73%
Yaosa=1,59+1,48X-0,1979 X> R?*=86%
Yiosa =1,39+0,57 X R>=93%
Yeosa = 1,50 + 0,483 X R2=87%

FIGURA 3. Numero de folhas em plantulas de copo-de-leite, sob
diferentes concentracdes de BAP e SA. UFLA, Lavras,

MG, 2007.

Maior massa fresca da parte aérea (0,73 g) foi observada com 6 mg.L"
de BAP e 40 mg.L"' de SA (Figura 4). Friguas (2003), multiplicando figueira in
vitro, observou que o BAP foi significativo para esta espécie, porém, com o
aumento das concentragdes de BAP, houve decréscimo desta varidvel.
Grattapaglia & Machado (1998) afirmam que o uso de citocininas estimula
maior producdo de partes aéreas, porém, o seu excesso € toxico.

Esses resultados sdo contraditérios aos de Silva (2001), que observou
maior massa fresca de gloxinia na auséncia de BAP. A diminui¢do na massa
fresca devido ao aumento das concentragdes de BAP, possivelmente, ocorreu

pelo fato desse regulador promover maior nimero de brotagdes, porém, de

menor tamanho.
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Massa fresca da parte aérea

BAP (mg.L™)

— — 20SA —=—40SA —e—060SA

Yaosa=0,15+0,46 X -0,17 X*+ 0,016 X*  R*=100%
Yaosa =0,20 - 0,032 X + 0,020 X* R2=90%
Yeosa =0,176 + 0,050 X R = 88%

FIGURA 4. Massa fresca da parte aérea de copo-de-leite, sob
diferentes concentragdes de BAP e SA, aos 60 dias de

cultivo, em meio MS. UFLA, Lavras, MG, 2007.

6 CONCLUSOES

A utilizagdo de 5 mg.L" de BAP promove maior niimero de brotos (3,0)
em copo-de-leite.

Maiores nimero de folhas (4,8) e massa fresca da parte aérea (0,73 g)
sdo observados com 6 mg.L™' de BAP e 40 mg.L™" de SA.

A auséncia de BAP promove maior comprimento dos brotos (5,0 cm).

O sulfato de adenina € ineficiente para a multiplicacdo in vitro desta

espécie.
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CAPITULO III

MULTIPLICACAO in vitro DE COPO-DE-LEITE (Zantedeschia
aethiopica (L.) Spreng.): MEIO MS E SACAROSE
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1 RESUMO

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Multiplicacao in vitro de copo-de-leite
(Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.): meio MS e sacarose. 2007. 83 p.
Dissertagdo (Mestrado em agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG".

O setor de producdo de flores e plantas ornamentais € altamente competitivo,
exigente em tecnologias avancadas e qualidade dos produtos. Essa qualidade
pode ser obtida por meio da micropropagacdo. A reducdo na concentragdo de
sais do meio MS melhora o desenvolvimento de algumas espécies e reduz
custos. O objetivo deste trabalho foi determinar a concentra¢io dos sais do meio
MS e de sacarose que favoreca o melhor desenvolvimento in vitro de copo-de-
leite. Explantes foram excisados e inoculados em concentracdes de meio MS (0;
50; 100, 150 e 200%) e sacarose (0; 15; 30, 45 e 60 g.L'l). O experimento foi
inteiramente casualizado, utilizando-se quatro repeticdes. O pH do meio foi
ajustado para 5,8, antes da adicdo de 5,5 gL' de 4gar e da autoclavagem, a
121°C e 1 atm, por 20 minutos. Apds a inoculagio, os explantes foram mantidos,
por 60 dias, em sala de crescimento, a 27+1°C, irradiancia de 35 umol m™ Zgle
fotoperiodo de 16 horas, avaliando-se nimero de brotos, folhas e raizes,
comprimento dos brotos e das raizes, massa fresca da parte aérea e das raizes.
Obtém-se maior numero de brotos com 30 g.L'1 de sacarose (3,5) e 125% de sais
do meio MS (2,14), sem haver interacdo significativa entre os fatores sacarose e
meio MS. Maior comprimento de brotos (3,4 cm) em 30 g L' de sacarose. Para
as demais varidveis analisadas, nimero de folhas (4,13) e massa fresca da parte
aérea (0,9 g), melhores resultados foram obtidos em meio MS 100% associado a
30 e 60 g.L"' de sacarose, respectivamente.

* Orientador: Moacir Pasqual — UFLA.
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2 ABSTRACT

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Calla lily (Zantedeschia aethiopica (L.)
Spreng.) in vitro multiplication: MS medium and sucrose. 2007. 83 p.
Dissertation (Master in Agronomy/Crop Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil".

The production of ornamental plants and flowers is a highly competitive sector,
exigent in advanced technologies and products quality. These qualities can be
obtained through micropropagation. The reduction of the concentration of salts
MS medium, improve the development of some species and decrease costs. The
aim of this work was to determine the salts of MS medium and sucrose
concentrations to increase the efficiency of the in vitro multiplication of calla
lily species. Explants were removed from the plant and inoculated in different
concentrations of MS medium (0; 50; 100, 150 and 200%) and sucrose (0; 15;
30, 45 and 60 g.L'"). The experimental design was entirely randomized with four
repetitions. The medium pH was adjusted for 5.8 and solidified with 5.5 g.L"' of
agar before sterilization at 121°C and 1 tam per 20 minutes. After inoculation,
the tubes were transferred to growth room adjusted at 27+1°C, irradiance of 35
umol m* s and photoperiod of 16 hours. After 60 days, the length of the aerial
part and roots, the number of sprouts, roots and leaves, fresh mass of the aerial
part and roots of seedlings was evaluated. There was higher number of sprouting
number with 30 g.L'1 of sucrose (3,5) and 125% of salt in the MS medium
(2,14), without significant interaction between sucrose and MS medium. Higher
length of the sprouting (3.4 cm) in 30 g.L" of sucrose. For the rest of the
variables studied, number of leaves (4,13) and fresh weigh of the aerial part (0,9
2), the better results were obtained in MS medium 100% associated to 30 and 60
g.L™" of sucrose, respectively.

" Adviser: Moacir Pasqual — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A floricultura abrange o cultivo de plantas ornamentais, desde flores de
corte e plantas envasadas, até a producdo de sementes, bulbos e mudas de
arvores de grande porte. A producio de flores e plantas ornamentais € um setor
altamente competitivo, exigente em tecnologias avangadas, um profundo
conhecimento técnico por parte do produtor, e um sistema eficiente de
distribui¢do e comercializacao (Rocha, 1999).

O mercado de plantas ornamentais estd crescendo, no Brasil e no
mundo, o que traz a necessidade da melhoria da qualidade de mudas. Esse
incremento de qualidade pode ser obtido por meio da micropropagacio, que gera
mudas isentas de fitopatdgenos e com gendtipo e fenétipo homogéneos (Segeren
et al., 2003). As técnicas de cultivo in vitro sdo muito importantes para espécies
que tém alto valor comercial para o pais, como € o caso das ornamentais (Torres
et al., 1998; Donini, 2004).

O meio de cultura deve suprir tecidos e Orgdos com nutrientes
necessarios ao crescimento e, basicamente, fornece macro € micronutrientes, €
um carboidrato para substituir o carbono que a planta fixa da atmosfera, pela
fotossintese. Para promover maior crescimento, normalmente, incluem-se certos
componentes orginicos, como vitaminas, aminodcidos e reguladores de
crescimento (Pasqual, 2001).

Tem sido relatada a possibilidade de reduzir a concentragdo de sais do
meio MS, para diversas espécies, visando ao melhor desenvolvimento das
plantas e a reducdo nos custos (George & Sherrington, 1984). Paiva et al. (1997)
utilizaram 50% dos sais do meio MS, obtendo um bom desenvolvimento in vitro

de gloxinia. Concentrag¢des de sais no meio basico MS, reduzidas a 1/2, 1/3 ou
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1/4, possibilitaram melhor enraizamento in vitro de amoreira-preta, cultivar
‘Caiguangue’ (Dantas et al., 2000).

A concentragdo de sacarose também ¢é um fator determinante no
crescimento e é dependente do tipo de explante (Caldas et al., 1998). Além
disso, afeta a producdo de metabdlitos secunddrios de grande importincia nos
processos metabdlicos e na composicdo da parede celular (Pasqual, 2001).
Estudos comprovaram que de 75% a 85% do aumento da biomassa se devem a
incorporagdo de carbono pela adi¢do de sacarose (De Riek et al., 1997). A
concentragio mais utilizada no preparo do meio de cultura MS é de 30 gL',
entretanto, modificagdes nesse niimero podem beneficiar o cultivo in vitro. O
excesso de sacarose pode ser prejudicial, pois inibe a sintese de clorofila,
reduzindo a capacidade fotossintética das culturas, mesmo sendo essencial ao
crescimento (Yamada & Sato, 1978). Embora o agticar ndo seja o componente
de maior custo no preparo do meio de cultura, a redugcdo de sua concentracio
pode ser economicamente favordvel, especialmente para a producdo comercial
de mudas (Hoffmann, 1999).

Objetivou-se avaliar as concentracdes do meio MS e sacarose, para se

obter maior multiplicagdo in vitro de copo-de-leite.

4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
localizado no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,

Lavras, MG.

51



Material vegetal

Plantulas de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.) foram
obtidas a partir do estabelecimento in vitro de gemas em meio contendo os sais
do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 gL' de sacarose e
com pH ajustado para 5,8. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento,
por 60 dias, com lampadas brancas frias proporcionando 35 pmol m™s™, com 16

horas de fotoperiodo, a 27 + 1°C.

Descricao dos tratamentos

Os tratamentos foram constituidos de diferentes concentra¢des de sais
do meio MS (0; 50; 100, 150 e 200 %) e sacarose (0; 15; 30, 45 e 60 g.L'l), nas
combinacdes possiveis para as concentracdes testadas. Ao meio adicionaram-se
5 mg.L"'de BAP e 0 mesmo foi solidificado com 5,5 gL de 4gar, o pH ajustado
para 5,8, antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm, por 20 minutos. Posteriormente
a inoculacdo, os tubos foram transferidos para sala de crescimento, a 27 + IOC,

irradiancia de 35 pmol m™ s™' e fotoperiodo de 16 horas.

Avaliacoes
Apés 60 dias de cultivo, foram realizadas avaliagcbes nos seguintes
pardmetros: nimero e comprimento de brotos, nimero folhas e massa fresca da

parte aérea.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, constando
de quatro repeticdes de trés tubos cada, totalizando doze tubos por tratamento
em esquema fatorial 5x5. Os resultados foram submetidos & andlise de variancia,
utilizando-se o software Sisvar (Ferreira, 2000), com regressdo polinomial para

concentracdes de MS e sacarose.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de varidncia realizada, houve interacao
significativa, entre os fatores sacarose e meio MS, para nimero de folhas (NF) e
massa fresca da parte aérea (MFPA). A sacarose foi significativa para todas as
variaveis analisadas e o meio MS significativo para nimero de folhas (NF),
nimero de brotos (NB) e massa fresca da parte aérea (MFPA) (Anexo).

O numero de brotos foi estimulado pelo aumento da concentragdo de
sais de MS e de sacarose (Figura 1), porém, nao houve interacio entre esses dois
fatores. Maior nimero de brotos (3,5) foi observado em até 30 g.L'1 de sacarose,
em presenca de 5 mgL"' de BAP. Concentracdes maiores de sacarose
promoveram diminui¢do no ndmero de brotos (Figura 1A). Isso pode estar
relacionado ao fato de concentra¢des acima de 4 % de sacarose promoverem
excessivo potencial osmético do meio e deterioracdo das culturas (Grattapaglia
& Machado, 1998).

Encontrou-se maior nimero de brotos por explante (3,0) com 5 mg.L"
de BAP. Uma das fungOes da citocinina € induzir brotacdo, porém, quando
aplicada em altas taxas, pode reduzir o tamanho das brotacdes e estimular a
ocorréncia de hiperidricidade e a formagado de folhas anormais (Pasqual, 2001).

Os resultados encontrados por Aggarwal & Barna (2004) estdo de
acordo com os encontrados nessa pesquisa, pois estes autores, trabalhando com
Aloe vera, obtiveram maior nimero de brotos/explante (3,3) em meio MS com
100 % dos sais contendo 1 mg.L'1 de BA; ja em meio contendo cinetina, a média
do nimero de brotos/explante foi 3,1.

No trabalho de Nicoloso et al. (2003), os resultados também foram
semelhantes, os autores compararam quatro concentragdes de cinco fontes de

carbono e a sacarose, nas concentragdes de 30, 45 e 60 g.L'l, foi a melhor fonte
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de carboidrato para niimero e altura das brotagdes, média da altura de brotagdes
e numero total de segmentos nodais em Pfaffia glomerata.

A concentragdo de 125 % de sais do meio MS proporcionou maior
nimero de brotos (2,14) em copo-de-leite (Figura 1B). Resultados semelhantes
foram obtidos por Paiva et al. (1996), tendo esses autores observado melhor
desenvolvimento de brotos, em crisantemo, em concentragdes entre 50% e 150%
de sais do meio MS, combinados com 6% de sacarose. Na concentragdo de 50%
do MS, o tamanho dos brotos obtidos ndo foi satisfatério. Nao houve diferenga
entre cultivares de samambaia (Nephrolepis exaltata) quanto ao nimero de
brotos, que variou entre 2,0 e 2,2, apds 30, 60 ou 75 dias de cultivo, sob
diferentes concentragdes (25, 50 e 100%) de sais do meio MS (Pessoa et al.,
2004). O ndmero de brotos de amoreira-preta (Rubus sp.) cultivar Ebano foi
estimulado pelo aumento da concentracdo de sais do MS e maior nimero de
brotos (3,9) foi observado em meio MS 150% (Villa et al., 2005). Naves (2001)
verificou, em trabalhos com bromélia-imperial (Alcantarea imperialis), aumento
no tamanho dos brotos até a concentracdo de 100% do meio MS. Em trabalhos
com café 'Catuai’, objetivando determinar o efeito de diferentes propor¢des dos
sais inorganicos e componentes organicos do meio MS, Forni & Pasqual (1996)
observaram que o aumento dos niveis de MS proporcionou maior nimero de
brotos, nimero de folhas e peso da matéria seca. Chagas et al. (2004) afirmam
que, para crisantemo, a concentragdo de 1,4 mg.L'1 de BAP, em 100% dos sais
de meio MS, ocasiona maior taxa de multiplicacio (2,45 brotos/explante).

Chang et al. (2003) obtiveram resultados contraditérios, pois a espécie
Zantedeschia albomaculata apresentou maior nimero de brotos (2,0) em meio

MS 50%.
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FIGURA 1. Efeito das concentracdes de sacarose (A) e sais do meio MS
(B), no nimero de brotos copo-de-leite, apds 60 dias de
cultivo, em meio acrescido de 5 rng.L'l de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

Maior comprimento de brotos (3,42) foi observado na presenca de 30
gL de sacarose (Figura 2). A sacarose é a principal fonte de carbono no meio
de cultura, sendo responsdvel pelo fornecimento de energia para o crescimento
do cultivo in vitro, a regulagdo do potencial hidrico e o componente utilizado em

maior concentragdo do meio de cultura (Grattapaglia & Machado, 1998).
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Nicoloso et al. (2003), comparando quatro concentragdes de cinco fontes
de carbono, concluiram que a sacarose é a melhor fonte de carboidrato,
considerando altura de brotacdes, média da altura de brotacdes e nimero total de

segmentos nodais por planta, de ginseing brasileiro (Pfaffia glomerata).

3/\
2,5 1

Y =2,52+0,06 X-0,001 X> R*=89%

Comprimento de brotos (cm)

0 T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60

Sacarose (g.L™")
FIGURA 2. Efeito de diferentes concentragdes de sacarose, no
comprimento de brotos de copo-de-leite, apds 60 dias
de cultivo e meio acrescido de 5 mg.L"' de BAP.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

Maiores ndmeros de folhas foram obtidos em MS 150% (4,13) e MS
100% (3,98) associados a 30 g.L'1 de sacarose. Concentragdes superiores, tanto
de meio MS quanto de sacarose, diminuiram o nimero de folhas. Esses
resultados nao diferiram estatisticamente, pelo teste de médias. Portanto, visando
a reducdo de custos, a melhor porcentagem de meio a ser utilizada € a de 100%
dos sais de MS, para esta varidvel (Figura 3). Tanto o crescimento quanto a
morfogénese em culturas in vitro sdo sensivelmente influenciados pela
disponibilidade de N e a forma em que o mesmo é apresentado. Segundo
Pasqual & Lopes (1991), o meio de cultura MS possui uma concentragdo de sais
(macro e micronutrientes) considerada elevada, tornando-se, inclusive,

prejudicial ao enraizamento de brotos em algumas espécies.
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Resultados semelhantes em relagdo as concentracdes de sais do meio
MS foram encontrados nos estudos de Villa et al. (2005) em que maior niimero
de folhas (7,89) em amoreira-preta (Rubus sp.), cultivar Ebano, foi obtido em
MS 150% associado a 1 mg.L'1 BAP. Com o aumento dos niveis de BAP,
constatou-se decréscimo no ndmero de folhas. Oliveira (1994), trabalhando com
crisdintemo, observou queda no ndmero de folhas com aumento das
concentracdes de BAP. Isso pode ser atribuido ao fato desse regulador estimular
a formagdo de maior niimero de brotos, porém, de tamanho reduzido,
apresentando menor nimero de segmentos nodais e folhas.

Esses resultados discordam dos de Pessoa et al. (2004), que encontraram
2,9 folhas/explante na cultivar Bostoniensis de samambaia (Nephrolepis
exaltata), em 100% de sais do meio MS, apds 30 dias de cultivo. Ribeiro et al.
(2006) encontraram 1,32 folha/explante em copo-de-leite, com 37,33 gL' de
sacarose. Concentracdes de sacarose de 3% para 5%, no meio de cultivo,
promoveram aumento de massa, em folhas de rosa micropropagadas, sob

condi¢des heterotréficas ou mixotréficas (Capellades et al.,1991).
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Y100 = 1,88 + 0,145 X - 0,0025 X> R>=88%
Yis0=2,93 + 0,1 X - 0,002 X* R*=71%
Yoo =046 +0,16 X-0,002X> R*=65%

FIGURA 3. Efeito das diferentes concentra¢des de sais do meio MS e
sacarose, no nimero de folhas de copo-de-leite, ap6s 60
dias de cultivo, em meio acrescido de 5 mg.L’1 de BAP.

UFILLA. Lavras. MG. 2007.

Maior massa fresca da parte aérea (0,9 g) foi observada na presenca de
60 gL' de sacarose e 100% dos sais do meio MS (Figura 4). A variacdo nas
dosagens de sacarose influenciou claramente a producido de biomassa, tanto na
parte aérea como no sistema da raiz, mas, na sua auséncia, nao houve formacao
de raiz, em morango (Calvete et al, 2002). Dados semelhantes foram obtidos em
morangueiro, batata, menta e videira, por Riquelme et al. (1991), em rosa por
Capellades et al. (1991) e Dorion et al. (1991) e em aspargo, por Conner et al.
(1992).

Villa et al. (2005) observaram maior massa fresca da parte aérea (1,52 g)
de amoreira-preta (Rubus sp.) cultivar Ebano em 150% dos sais do meio MS. E
importante ressaltar que o meio MS possui alta concentragdo de sais em sua

composi¢do, comparado a outros meios de cultura (Sakuta, 1987). Dessa forma,

58



os efeitos negativos causados por concentracdes maiores do meio MS,
provavelmente devem-se a uma elevacdo ainda maior do que a normalmente
presente na composi¢do original, tornando-se inadequada ao processo

morfogénico (Pasqual et al., 2002).

Massa fresca da parte aérea

0 10 20 30 40 50 60

Sacarose (g.L'l)

‘ —_—— 50%MS —m— 100%MS +— 150%MS 200%MS
Y50 = 0,194 + 0,006 X R*=85%
Yi00=0,124 + 0,013 X R*=77%
Yis0=0,12 + 0,025 X — 0,00062 X* R>=89%

Yz()() = 0,21 + 0,006 X R2 =66%

FIGURA 4. Efeito de diferentes concentracdes de sais do meio MS e
de sacarose na massa fresca da parte aérea de copo-de-
leite, apds 60 dias de cultivo em meio acrescido de 5

mg.L"' de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2007.

6 CONCLUSOES

Maior ndmero de brotos é obtido em 30 g.L’1 de sacarose (3,5) e 125 %
de sais do meio MS (2,14), sem haver interagdo significativa entre os fatores.
Observa-se maior comprimento de brotos (3,4 cm) em 30 gL' de

sacarose.
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Para as demais varidveis analisadas, ou seja, nimero de folhas (4,13) e
massa fresca da parte aérea (0,9 g), melhores resultados sdo obtidos em 100% de

meio MS associado a 30 e 60 g.L”! de sacarose, respectivamente.
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CAPITULO IV

MULTIPLICACAO in vitro DE COPO-DE-LEITE (Zantedeschia
aethiopica (L.) Spreng.): ESPECTROS DE LUZ E SACAROSE
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1 RESUMO

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Multiplicacao in vitro de copo-de-leite
(Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.): espectros de luz e sacarose. 2007. 83
p. Dissertacdo (Mestrado em agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG".

O espectro luminoso pode alterar a morfogénese das plantas, por meio de uma
série de processos mediados por receptores de luz, principalmente na regido do
vermelho e azul. Objetivou-se determinar um possivel tipo de luz mais ativo que
a luz branca, de forma a aumentar a eficiéncia da multiplicagdo in vitro de copo-
de-leite. Para isso, os tratamentos consistiram em quatro diferentes tipos de luz,
sob os quais os explantes cresceram (branca, vermelha, azul e verde), fornecidos
pelo espectro luminoso das lampadas fluorescentes coloridas T8 20W Ecolume
05/1 e sacarose (0; 15; 30; 45 e 60 g.L'l). O meio de cultura constituiu-se dos
sais e vitaminas de MS, adicionado de 5 mg.L"' de BAP e 5,5 gL' de 4gar. O
tipo de luz ndo influencia na multiplicacdo in vitro de copo-de-leite e se obtém
maior ndmero de brotos (2,0) em 45 g.L'1 de sacarose. Observou-se maior
numero de folhas em luz branca (3,8) e azul (2,9) com 15 e 60 g.L'1 de sacarose,
respectivamente. Maior comprimento dos brotos (3,7) foi observado em 60 g.L™!
de sacarose e maior massa fresca da parte aérea (1,07) em 60 g.L”' de sacarose.

* Orientador: Moacir Pasqual — UFLA.
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2 ABSTRACT

RIBEIRO, Mircia de Nazaré Oliveira. Calla lily (Zantedeschia aethiopica (L.)
Spreng.) in vitro multiplication: spectrum of light and sucrose. 2007. 83 p.
Dissertation (Master in Agronomy/Crop Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil".

The luminous spectrum can to modify the plants morphogenesis through a
number of processes mediated by light receptors, mainly at the red and blue
region. The aim of this work was to determine a possible light type more active
than the white light, in order of increasing the efficiency of the in vitro
multiplication of calla lily. For that, the treatments consisted of four different
light types (white, red, blue and green), under which the explants grew, supplied
through the modification of the luminous spectrum of the T8 20W Ecolume 05/1
fluorescent lamps colored and sucrose (0; 15; 30; 45 and 60 g.L'l). The culture
medium was constituted of MS salts and vitamins, added of 5 mg.L"' BAP and
5.5 g.L"! agar. The type of light did not influenced in vitro propagation of Calla
lily and there was higher number of sprouting (2,0) in 45 g.L"' of sucrose. There
was higher number of leaves in white (3,8) and in blue light (2,9) with 15 and 60
gL of sucrose, respectively. Higher length of sprouting (3,7) was observed in
60 g.L"! of sucrose and higher fresh weight of the aerial part (1,07 g) in 60 g.L"!
of sucrose.

" Adviser: Moacir Pasqual — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Existem vdrios fatores determinantes do crescimento e do
desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultivo in vitro. Entre eles, estdo as
condi¢des de luz a que as culturas estdo expostas. Os processos fotossintéticos e
fotomorfogenéticos sdo influenciados pela luz incidente, principalmente em
relacdo a qualidade (comprimento de onda), a quantidade (fluxo de fétons) e
duracdo (fotoperiodo). Os componentes comprimento de onda e densidade de
fluxo luminoso podem ter efeitos positivos e ou negativos no cultivo in vitro
(Seabrook, 1987; Kodym & Zapata-Arias, 1998; Kozai et al., 1991). Varios
estudos t€m sido realizados com diferentes espécies, as quais sdo submetidas a
diferentes condicdes de luminosidade, por meio da modificacdo do espectro
luminoso com o uso de filtros ou 1ampadas coloridas.

A luz é um fator fundamental para as plantas, pela acdo direta ou
indireta na regulagcdo de seu crescimento e desenvolvimento (Morini & Muleo,
2003). As respostas da planta ndo dependem apenas de auséncia ou presenga de
luz, mas também da variacdo em qualidade luminosa (Felippe, 1986). Para
otimizar a captacdo da energia luminosa para a fotossintese, as plantas
desenvolveram uma série de fotorreceptores que regulam seu crescimento e
desenvolvimento em relagdo a presenga, quantidade, direcdo, duragdo e
qualidade da radiacdo luminosa incidente (Morini & Muleo, 2003).

As lampadas fluorescentes, bastante comuns em salas de crescimento de
laboratérios, sdo citadas, em 90% dos trabalhos com pesquisas em cultura de
tecidos, como a principal fonte de luz utilizada (Dooley, 1991). O custo
referente a iluminacdo em sala de crescimento pode atingir 65% do total de

gastos com energia elétrica (Standaert-de-Metsanaere, 1991), na produgdo de
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mudas em laboratério, sendo superado apenas pelos gastos com mao-de-obra
(Dooley, 1991).

A alta irradiancia pode afetar diretamente o desenvolvimento das plantas
in vitro, apresentando efeito sobre a lamina foliar e modificando caracteristicas,
tais como espessura foliar, diferenciacio do mesofilo, divisdo celular e
desenvolvimento dos estomatos (Lichtenthaler et al., 1981; Terry et al., 1983,
citados por Lee et al., 1988). O fator luz também influencia a fotossintese, a
concentracao de clorofila e a estrutura dos cloroplastos, em plantas cultivadas in
vitro (Lee et al., 1988).

Kodym & Zapata-Arias (1998) afirmam que, além dos reguladores de
crescimento, a luz também influencia na taxa de multiplicacio e no crescimento
dos explantes in vitro. Esses autores observaram que maior nimero de brotos
por explantes de bananeira foi obtido em casa-de-vegetacdo. Uma provavel
explicacdo para essa elevada taxa de multiplicacdo seria que a alta intensidade
luminosa poderia estar reduzindo as concentracdes de auxinas endégenas das
gemas pela fotoxidacdo, provocando um desbalanceamento hormonal em
direcdo as citocininas (Radmann et al., 2001; Soontounchainaksaeng et al.,
2001).

As Zantedeschias sdo plantas economicamente importantes e as
plantulas oriundas de cultura de tecidos sdo uma alternativa de material para
plantio, principalmente para a produgdo de rizomas ou flores de corte (Clemens
& Welsh, 1993). Contudo, existem poucas informagdes disponiveis sobre como
a qualidade da luz influencia o crescimento de Zantedeschia in vitro. Em
conseqiiéncia disso, o presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia
da diferentes espectros de luz e da sacarose sobre a taxa de multiplicagdo in vitro

de copo-de-leite.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
localizado no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,

Lavras, MG.

Material vegetal

Plantulas de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.) foram
obtidas a partir do estabelecimento in vitro de gemas em meio contendo os sais
do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 gL' de sacarose e
com pH ajustado para 5,8. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento,
por 60 dias, com lampadas brancas frias proporcionando 35 pmol m™s™, com 16

horas de fotoperiodo, a 27 + 1°C.

Descricao dos tratamentos

Plantulas produzidas na etapa anterior com, aproximadamente, 1,0 cm
de comprimento, foram utilizadas em meio MS. Os tratamentos foram
constituidos de diferentes espectros de luz (branca, vermelha, azul e verde),
fornecidos pelo espectro luminoso de lampadas fluorescentes coloridas T8 20W
Ecolume 05/1 e sacarose (0; 15; 30; 45 e 60 g.L'l), em todas as combinagdes
possiveis. O meio foi acrescido de 5 mg.L”" de BAP, o pH foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem a 121'C e 1 atm, por 20 minutos. Posteriormente 2
inoculagdo, os tubos foram transferidos para sala de crescimento, a 27 + 1C,

irradiancia de 35 pmol m~ s™' e fotoperiodo de 16 horas.
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Avaliacoes
Apés 60 dias de cultivo, foram realizadas avaliagcbes nos seguintes
pardmetros: nimero e comprimento de brotos, nimero de folhas e massa fresca

da parte aérea.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial de luz (branca, vermelha, azul e verde) e sacarose (0; 15; 30; 45
e 60 mg.L'l), compondo um fatorial 4x5, totalizando 20 tratamentos com 4
repeti¢des de trés plantulas cada. Os resultados foram submetidos a andlise de
varidncia, utilizando-se o software Sisvar (Ferreira, 2000), sendo as médias de
luz comparadas pelo teste de Scott & Knott e as de sacarose por regressdo, a 5%

de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variincia mostrou interac@o significincia entre os fatores
espectros de luz e sacarose, apenas para nimero de folhas (NF). A sacarose foi
significativa para nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB) e massa fresca
da parte aérea (MFPA). O tipo de luz foi significativo para ntimero de folhas
(NF) e nimero de brotos (NB) (Anexo).

Observou-se maior numero de brotos (2,2) com 45 g.L'1 de sacarose
(Figura 1) e o aumento da mesma diminui o ndmero de brotos. Para
Zantedeschia sp. 50% de sais do meio MS contendo 90 gL' de sacarose
aumentaram o desenvolvimento de microrizomas (Kubo et al., 2005).

Concentragdes de 2% a 4 % de sacarose sdo mas utilizadas para o crescimento e

70



a multiplicacdo in vitro, porém, altas concentragdes foram eficientes para a
multiplicacdo de Eucalyptus ficifolia (De Fossard et al., 1978). Em cultura de
embrides, nos estadios iniciais de crescimento, sdo necessarias elevadas
concentracdes de sacarose, em torno de 12% a 18%. A concentracdo de sacarose
afeta a assimilagdo de nutrientes e o efeito de reguladores de crescimento, além
disso, afeta a produgcdao de metabdlitos secundarios, de grande importincia nos
processos metabdlicos e na composicao da parede celular (Pasqual, 2001).

Resultados contraditérios foram encontrados em Zantedeschia
albomaculata, em que maior nimero de brotos (2,0) ocorreu em luz branca e
vermelha + azul (Chang et al., 2003). Na multiplicacdo in vitro do porta-enxerto
de Prunus GF 677, Morini & Muleo (2003) obtiveram maior numero de brotos
em luz branca. Erig & Schuch (2006), estudando a multiplicacdo in vitro de
macieira, cultivares Galaxy e Mastergala, observaram que maior nimero de
brotos (2,04) foi obtido na cultivar Mastergala, em presenca de 4,4 uM de BAP,
em luz branca e amarela.

Para framboesa (Rubus idaeus 1.), maior nimero de brotos foi obtido
com as luzes verde (3,55) e vermelha (3,14) (Erig & Schuch, 2005). Plantas
cultivadas sob luz azul podem resultar em altas taxas de brotacdes laterais,
devido a quebra da dominincia apical causada pela degradagdo de auxinas nessa
faixa do espectro (Chee & Pool, 1989; Silva & Debergh, 1997). No cultivo in
vitro do porta-enxerto de macieira MM106, a luz verde proporcionou a maior
taxa de proliferacdo de brotos (Casano, 1995). Marks & Simpson (1999),
trabalhando com o cultivo de Disanthus cercidifolius e com cultivares de
Rhododendron e Crataegus oxyacantha, concluiram que a luz vermelha
promoveu a maior brotagdo. Luca et al. (2001) verificaram que as plantas de
Alternanthera brasiliana L., cultivadas sob luz verde, formaram até 4
brotos/explante, enquanto, sob luzes vermelha e branca e no escuro, o nimero de

brotos foi 2/explante. A luz vermelha, em comparacio com a luz branca,
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também incrementou o numero de brotos axilares em culturas in vitro de
Rhododendron, Potentilla e Spiraea (Norton et al., 1988).

A intensidade luminosa, além de influenciar no crescimento e na
proliferacdo de brotos, pode afetar também, diretamente, a formagao de raizes,
podendo reduzir sua formagdo (Economou & Read, 1987). Como a fungdo do
tipo de luz no crescimento e no desenvolvimento das plantas ainda nao estd bem
esclarecida (Hahn et al., 2000), ela pode variar com a espécie de planta, o
estddio de crescimento, as condi¢des ambientais, a composi¢do do meio de
cultura e a ventilacdo. Por essa razio, estudos detalhados sdo necessdrios para
correlacionar o tipo de luz as condicdes de crescimento e, inclusive, aos

objetivos do cultivo.
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FIGURA 1. Nuimero de brotos de copo-de-leite sob diferentes
concentragdes de sacarose, ao longo de 60 dias de
cultivo, em meio MS acrescido de 5 mg.L'1 de BAP.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

Maior comprimento de brotos (3,7) foi observado em alta concentragdo
de sacarose, 60 mg.L'1 (Figura 2). Discordando desses resultados, Luca et al.
(2001) demonstraram que plantulas de Alternanthera brasiliana desenvolvidas

sob luz azul e verde apresentaram crescimento por alongamento dos brotos (4,0)
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mais acentuado. Chang et al. (2003) observaram maior comprimento de brotos
em luz vermelha (9,76) e luz azul (9,34) em Zantedeschia albomaculata. Erig &
Schuch (2006) observaram que, na cultivar Mastergala a luz amarela
proporcionou o melhor resultado para o comprimento do broto mais
desenvolvido (0,88 c¢cm) em macieira. Turchetto et al. (2005) observaram, em
Tagetes, o crescimento dos brotos (90,9 mm) sob luz azul, em meio MS e 50

gL de sacarose.
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FIGURA 2. Comprimento de brotos de copo-de-leite em diferentes
concentragdes de sacarose, ao longo de 60 dias de cultivo,
em meio MS acrescido de 5 mg.L'1 de BAP. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

A interacdo significativa para nimero de folhas foi observada em luz
branca (3,8), seguida de luz azul (2,9), associadas a 15 e 60 g.L’1 de sacarose,
respectivamente (Figura 3). A luz branca é a mais utilizada em cultura de tecidos
e seus efeitos sobre a morfogénese ja sao conhecidos. A luz azul é importante na
formacdo da clorofila, no desenvolvimento do cloroplasto, na abertura do
estbmato e na fotomorfogénese (Morgan & Smith, 1981; Senger, 1982;

Akoyunoglou & Anni, 1984). Resultados semelhantes ocorreram em
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Alternanthera brasiliana, que apresentou maior nimero de folhas/plantula em
presenca de luz azul, seguida pelas submetidas as luzes branca e verde (Luca et
al., 2001).

Maior teor de sacarose no meio de cultivo corresponde a maior
concentracdo de carboidratos no tecido foliar. Em conseqii€éncia, as folhas tém
capacidade de permanecer mais tempo na planta (Calvete et al., 2002). O
aumento na concentragdo de sacarose do meio de 3% para 5% promoveu
aumento de massa, em folhas de rosa micropropagadas sob condigdes
heterotrot6ficas ou mixotréficas (Capellades et al.,1991).

As citocininas e a luz causam efeitos no desenvolvimento dos
cotilédones e das folhas, no controle da dominéncia apical e na diferenciacio
dos cloroplastos. A transcricdo de numerosos genes do cloroplasto € induzida
tanto pela luz quanto por citocininas (Cohen et al., 1998; Bracale et al., 1998).
Em mutantes de tabaco com alteracdes nos niveis de fitocromos, foi observada
metade dos niveis de citocininas, comparados aos do tipo selvagem, sugerindo
um controle dos niveis de citocininas pela luz.

Segundo Salisbury & Ross (1992), as folhas irradiadas com luz branca
absorvem mais as longitudes de ondas azul e vermelha e grande parte do verde.
Talvez esse fato justifique os resultados deste trabalho, apesar das luzes
vermelha e verde ndo terem proporcionado os melhores resultados.

Geralmente, luz azul e vermelha sdo fortemente atenuadas na parte
superior da folha, enquanto luz verde e vermelho-distante sdao transmitidas mais
profundamente dentro da folha (Cui et al., 1991; Gates et al., 1965; Strain, 1950;
Terashima & Saeki, 1985; Vogelmann, 1993).
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FIGURA 3. Ndmero de folhas de copo-de-leite em diferentes espectros
de luz e sacarose, apds 60 dias de cultivo em meio MS

acrescido de 5 mg.L'1 de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Maior massa fresca da parte aérea (1,07) foi observada em presenca de
60 gL' de sacarose (Figura 4). Obtiveram-se resultados contrastantes em
Zantedeschia albomaculata, pois, para esta espécie, maior massa fresca da parte
aérea (0,40) foi observada em luz vermelha (Chang et al., 2003).

George (1996) afirmou que plantulas desenvolvidas em meio com 60
gL' de sacarose, podem ter seu desenvolvimento da parte aérea inibido.
Appelgren (1991) mostrou aumento significativo na elongacdo do caule de
plantulas de Pelargonium cultivado in vitro e Aksenova et al. (1994) afirmaram
que plantulas de batata cultivadas in vitro produziram caules mais longos e

maiores taxas de brotos e raizes sob luz vermelha.
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FIGURA 4. Massa fresca da parte aérea de copo-de-leite sob
diferentes concentra¢des de sacarose, apds 60 dias
de cultivo, em meio MS acrescido 5 mg.L'1 de BAP.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

6 CONCLUSOES

O tipo de luz ndo influencia na multiplicacdo in vitro de copo-de-leite e
se obtém maior nimero de brotos (2,0) em 45 g.L’1 de sacarose.

Observa-se maior nimero de folhas em luz branca (3,8) e azul (2,9), em
15e 60 gL' de sacarose, respectivamente.

Maior comprimento dos brotos (3,7) é observado em 60 gL' de

sacarose e maior massa fresca da parte aérea (1,07) em 60 g.L' de sacarose.
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ANEXO

TABELA 1. Resumo da andlise de varidncia para nimero de folhas (NF),
nimero de brotos (NB), comprimento dos brotos (CB) e massa
fresca da parte aérea (MFPA) das plantulas de copo-de-leite
submetidas a diferentes concentracdes de BAP e SA. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

FV QM

GL NF NB CB MFPA
BAP 3 21,56 8,80 459" 0,2467"
SA 3 1,76~ 0,19™ 0,18™ 0,0582""
BAP*SA 9 1,29” 0,60™ 1,63™ 0,0789"
Residuo 48 0,59 0,33 1,11 0,0097
Total 63
CV (%) 25,72 27,38 23,26 30,43

ns = ndo significativo.
“Significativo, a 5% de probabilidade.

TABELA 2. Resumo da andlise de varidncia para nimero de folhas (NF),
nimero de brotos (NB), comprimento dos brotos (CB) e massa
fresca da parte aérea (MFPA) das plantulas de copo-de-leite
submetidas a diferentes concentracdes de meio de cultivo MS e
sacarose. UFLA, Lavras, MG, 2007.

FV QM

GL NF NB CB__ MFPA _
SAC 4 14,54~ 2,88" 4,09" 0,6664"
MS 4 7,97 2,877 1,12™ 0,3063"
SAC*MS 16 2,717 0,21™ 0,68™ 0,10417
Residuo 75 0,15 0,34 0,51 0,0308
Total 99
CV (%) 16,41 31,75 23,99 42,22

ns = ndo significativo.
“Significativo, a 5% de probabilidade.
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TABELA 3. Resumo da andlise de varidncia para nimero de folhas (NF),
nimero de brotos (NB), comprimento dos brotos (CB) e massa
fresca da parte aérea (MFPA) das plantulas de copo-de-leite
submetidas a diferentes espectros de luz e sacarose. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

FV QM

GL NF NB CB MFPA _
SAC 4 418" 2,69 2,28™ 1,7467"
LUZ 3 8,02 1,03" 2,33™ 0,1725™
SAC*LUZ 12 1,127 0,13™ 0,80™ 0,0181™
Residuo 60 0,1 0,17 0,79 0,0497
Total 79
CV (%) 14,99 21,15 27,46 41,26

ns = ndo significativo.
“Significativo, a 5% de probabilidade.
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