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RESUMO

OLIVEIRA, Patricia Duarte de. Propagag@io "in vitro" de
cris8ntemo (Dendranthema grandiflora Tzvelev.) cultivar Orange

Reagen. Lavras: ESAL, 1994. 116p. (Dissertacd8oc - Mestrado em

Fitotecnia)*

O efeito de componentes do meio de cultura na
propagacfio "in vitro" de crisfintemo (Dendranthema grandiflora
Tzvelev, cv. Orange Reagen), foi avaliado. No Primeiro
experimento objetivou-se otimizar o meio bésico MS, o qual foi
testado nas concentracdes de 0, 25, 50, 75, 100, 125 e 150%,
combinadas com 0; 1,5; 3,0; 6,0 e 12,0% de sacarose. No segundo
experimento foram testadas concentracdes de nitrogénio (0, 25,
50, 75, 100, 125 e 150%), segundo o nivel béasico do HS,
combinadas com O0; 1,5; 3,0; 6,0 e 12,04 de sacarose. Bons
resultados foram obtidos em meio com 75% MS, utilizando o
nitrogénio na concentracsio de 75% do recomendado para o meio MS,
acrescido de 6% de sacarose. Avaliou-se também o efeito de
concentracdes de 4gar (0; 0,35; 0,7 e 1,05%) combinadas com
diferentes pHs (4,8; 5,0; 5,4; 5,8; 6;2; 6,8; 7,0), sendo
recomendada a utilizac#o de 0,7% de &gar, e ajustar-se o pH

para 5,8, antes da autoclavagem. 0 efeito de reguladores de

*Orientador: Moacir Pasqual. MHembros da Banca: Amauri Alves

Alvarengs e José Darlsn Ramos.
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crescimento também foi avaliado, testando-se BAP (0,0: 3,53 .13
8,2; 12,4; 24,8; 48,7 uM) x ANA (O0; 0,075; -0,75 e 7,85 a¥);
cinetina (0,0; 1,6; 3,2; B,5; 13,0; 26,0; 52,0 uM) x ANA (O0;
0,075; 0,75 e 7,5 uM) e GA3 (0,0; 1,37; 2,75; 5,5; 11,0; 22;0;
44,0 uM). BAP apresentou maior efetividade do que cinetina, no
entanto, n#lo houve proliferac8o satisfatéria de brotos. A melhor
combinacsio foi de 6,2 ou 12,4 uM de BAP e 0.0 de ANA. O

regulador de crescimento GA3 né#oc foi efetivo no alongamento dos

brotos.
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SUMMARY

“IN VITRO" PROPAGATION OF CHRYSANTHEMUM (Dendranthema grandiflora
Tzvelev.) CULTIVAR ORANGE REAGEN

The effect of culture medium on "in vitro"” propagation
of chrysanthemum (Dendranthema b}andiflora Tzvelev. c¢v. Orange
Reagen) was investigated. In the first part, basic MS medium was
tested using the following concentrations: 0, 25, 50, 75, 100,
125 and 150 X combined with 0, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0 and 12.0 %
sacarose. On the second part, according to the basic MS medium,
diferent concentrations of nitrogen (0, 25, 50, 75, 100, 125 and
150%) combined with 0, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0 and 12.0 X sacarose
was evaluated. Best results were obtained using 75X MS containing
75% nitrogen &and 6X sacarose. The effect of diferent agar
concentrations (0, 0.35, 0.7, 1.5%) combined with diferent pHs
(4.8, 5.0, 5.4, 5.8, 6.2, 8.6, 7.0) was also tested. Results of
this experiment suggest the use of 0.7X agar with pH adjusted to
5.8 before the autoclaving process. As a last part of this work,
the effect of diferent growth regulators was studied. The growth
regulator GA3 was tested using the following concentrations: 0.0,
1.37, 2.75, 5.5, 11.0, 22.0, 44.0 uM. The growth regulators BAP,
ANA and Kinetin were tested according to the following
combinations: BAP - 0.0, 1.5, 3.1, 8.2, 12.4, 24.8, 49.7 uM x ANA
- 0.0, ©0.075, ©0.75, 7.5 uM and Kinetin - 0.0, 1.6, 3.2, 6.5,
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13.0, 26.0, 52.0 uM x ANA - 0.0, 0.075, 0.75, 7.5 uM. Results of
these experiments demonstrated that although no satisfactory
shoot proliferation was observed, the use of BAP was more
effective than Kinetin. The best concentrations of BAP X ANA
were 6.2 uM and 0.0 uM or 12.4 and 0.0 uM, respectively. There

was no effective shoot elongation when GA3 was used.
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INTRODUGAO GERAL



CAPITULO I - INTRODUCXO GERAL

O criséntemo é a segunda flor de corte em volume de
producdo no Brasil, sendo o primeiro lugar ocupado pelas rosas e
o terceiro por cravos. Atualmente existem mais de 1000
variedades conhecidas, sendo que dentre estas, saproximadamente
200 s8o cultivadas comercialmente (Langton, 1887).

0 mercado de flores tem exigido espécies e/ou
cultivares diferentes e exéticas. Devido a isso utilizou-se nesse
trabalho a variedade Orange Reagen, que apresenta as flores em
forma margarida, de coloracéo amarelo-alaranjado, muito atrativa
€ bastante diferente dos tradicionais crisfntemos polares branco
e amarelo.

Os criséntemos eram santeriormente denominadas de
Chrysanthemum morifolium Ramat . Atuslmente, as plantas
cultivadas para a produc#io de flores de corte e vaso e em jardim
S80 denominadas Dendranthema @Zrandiflora Tzvelev. Familis:

ASTERACEAE ; tribo: Anthemideae; subtribo: Chrysantheminae



(9]

(Anderson, 1887). Estas plantas t&m como centro de diversidade =
China, Jap#io, Sibéria, Tibet, Europa central e oriental, sudoeste
da Asia e Caucaso e Mediterrfneo (Constant, 19?6).

O criséintemo é propagado convencionalmente atrevés de
estacas (May e Trigiano, 1991), mas as plantas assim produzidas,
tém apresentado sérios problemas por infeccBo de  viroses,
ocasionando prejuizos aos viveiristas e produtores.

A utilizac#o da cultura de tecidos para a propagac#o
clonal de plantas tem sido aceita em numerosas é&reas da
agricultura comercial (McCown, 1888), especialmente com
ornamentais herbéceas (Murashige, 1974; Bhojwani, 1880). Os
laboratérios té&m dado especial atenc@io ao uso da tecnologia de
cultura de tecidos para a produc#o de plantas matrizes (Debergh,
1980; Debergh e Read, 1891) e propagacfio assexuada de plantas
economicamente importantes (Hu e Wang, 1983; Jones, 1987;
Bhojwani, 1990).

A cultura de tecidos tem sido wutilizada com o
objetivo de eliminar patogenos e viroses des plantas (Holdgate,
1877; Ahmed e Andrea, 1987; Horst, 1980), ou para introduzir e
selecionar mutantes desejéveis (Broertjes, Roest e Bokelmann,
1876; Jong e Custers, 1986; Dalsou e Short, 1987; Huitema et al.
1887).

Earle e Langhans (1874), Jones (1987) e Bhojwani
(1880) apresentaram algumas justificativas para a propagac8o “in
vitro" do criséntemo: 1. Propagacdo ré&pida de plantas,
facilitando a introducto de novas cultivares; 2. Possibilidade de

indexac8o de plantas paras viroses; 3. Possibilidade de producéo



de plantas 1livres de virus; 4. Producdo de plantas livres de
patdgenos.

A propsgac#o de crisfintemo e cravos € ainda muito
cara, entretanto, hé& grande interesse na produclio de plantas
matrizes ssadisas com o objetivo de melhorar a producsic "in vivo”
(Queralt et al., 1881)

Cada clone a ser propagado requer, no entanto, um meio
individual otimizado e o estabelecimento de um protocolo para
proporcior adequada raz¥o de multiplicac#io, assim como, de
enraizamento € aclimatacdo (Jones, 1887 e Bhojwani, 1880).

Umna das maneiras de viabilizar a produc#o "in vitro" é
a utilizacBio de segmentos nodais como explantes para 8
propagacdo, Prasad e Chaturvedi (1988) testando épices, segmentos
foliasres, sedmentos nodais, segmentos internodais e raizes como
explantes para a propagac#io de crisfintemo, obtiveram brotacdes
apenas em &pices e segmentos nodais. Pierik (1987) e Bhoiwsni
(1880) sugerem a utilizac#o de segmentos nodeis simples (um  né
apenss) pars & propagacio de criséntemo.

As condigdes de incubacdio utilizadas nas salas de
crescimento variam de acordo com os diversos autores; Lu, Nugent
e Wardley (1880) e May e Trigisno (1881) trabalharam com
temperatura em 24+1°C e fotoperiodo com 16 horas de luz. Hu e
Wang (1883) e Blakesley e Constantine (1882) utilizaram
temperatura em 25°C e 16 horas de luz e Malaure et al. (1881)
conduziram as plantas em 24:2°C ¢ 16 horas de luz. Prassd e
Chaturvedi (1888) £ Bhattacharys et al. (1890) utilizaram

27+ 1°C e 15 horas de fotoperdodo. Apessr da diversidade de

=] =

condicles de incubsc#o utilizadss e rropostas, estas estio em
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intervalos muito préximos, apresentando pequenas variacdes.

Para os experimentos de biotecnologia, os materiais
utilizados s#o normalmente de tamanho pequeno e consequentemente
muito sensiveis a pequenas mudancas em fatores externos
(Isquierdo e Lopes Filho, 1891). Isto explica as altas variagdes
que ocorrem e devem ser consideradas ao se determinar 0 nimero de
repeticdes neste tipo de experimento.

Para se determinar o numero de repeticdes, Isquierdo e
Lopes Filho (1881) suderém que se considere as condicdes fisicas
(sala de orescimento, por exemplo) e a natureza do material
utilizado (espécie, tipo de explante). Além disto é indispenséavel
0 critério do pesquisador por ser este "conhecedor  das

.caracteristicas biolégicas do material”.
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CAPITULO 11I

EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DO MEIO MS, CONCENTRACOES
DE NITROGENIO E NIVEIS DE SACAROSE NA PROPAGACAO "IN VITRO"
DE CRISANTEMO



CAPITULO II - BFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAGDES DO MEIO NS,
CONCENTRAGOES DE NITROGENIO E NIVEIS DE SACAROSE NA PROPAGACAO
"IN VITRO" DE CRISANTEMO

1 RESUMO

Experimentos foram realizados objetivando estabelecer
concentracdes satisfaterjgs do meio baSico & ser utilizado (MS),
de nitrogénio e de sacarose para a propagac@o "in vitro" de
criséntemo (Dendranthema grandiflora Tzvelev), cv. Orange Reagen.
Testaram-se as concentracdes 0; 25; 50; 75; 100; 125 e 150% do
meio MS combinadas com 0O; 0,75; 1,5; 3,0; 6,0 e 12,0% de sacarose
e obteve-se como resultados satisfatérios 75% MS + 6% sacarose.
Num segundo experimento as concentragSes 0; 25; 50; 75; 100; 125
e 150X de nitrogénio em relagio ao MS foram testadas em
combinacéio com as mesmas csncentracﬁes de sacarose do experimento
anterior. A concentrac®o de 75% de nitrogénio. apresentou bons

resultados quando combinado com 6% de sacarose.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Meio de Cultursa

Em culturas de tecidos, o meio de cultivo é constituido
de macro e micronutrientes, vitaminas, aminodcidos, acicares,
agente solidificante e sinda, reguladores de crescimento (George
e Sherrington, 1984).

O S (Murashige e Skoog, 1962 - Tabela 1A) €é o meio
mals comumente utilizado para a propagacdo de vérias espécies, no
entanto, sua concentragdo de nutrientes é s&lta, podendo ser
diminuida, segundo Pierik (1987). Muitss modificacdes neste meio
bésico tém sido sugeridas, visando, de acordo com George e
Sherrington (1984), meior adaptacBo das culturas e reduc&o de
custos,

A concentracdoc de sais do meio tem grande influéncis
no enraizamento "in vitro". Hu e Wang (1883) e George e
Sherrington (1984) relatam que pode n&o ocorrer enrsizamento em
meios com alts concentracso de sais, independente do tipo de
regulador de crescimento utilizado. Em concentrsc¢des menores do
meio (1/2, 1/3 ou 1/4) o enraizamento tende a ser mais abundante
(Skirvin e Chu, 1978; Lane, 1879; Kartha et al., 1981; Thorpe e
Patel, 1884; Prasad e Chaturvedi, 1988). Lu, Nugent e Wardley
(1880) wutilizaram 50% do MS como bom meio para enraizamento de
criséntemo. Apesar desta baixa-concentracﬁo de sais no meio

favorecer a indug¢do radicular, isto pode resultar, conforme Hu e



12

Wang (1883), num menor desenvolvimento da parte aéres.

2.2 Nitrogénio

Crescimento e morfogénese em culturas de tecidos s#o
marcademente influenciados pela disponibilidade de nitrogénio
(George € OSherrington, 1884). De acordo com Roest e Bokelmann
(1875) & quantidade total de nitrogénio pode afetar o numero de
brotactes obtidas a partir do pedicelo de criséntemo. Estes
autores estudsram o efeito de KNO3 e NH4NO3 na formac¢8oc de
brotos de criséntemo € obtiveram bons resultados com &
utilizagsio 0,5 a 2,0 vezes a concentracsio do MS, sendo ideal en
torno de 0,7 H5. O nitrogénio, ainda, segundo Hyndman, Hasegawsa
€ Bressan (188Z) e Moe e Andersen (1888), parece ter maior
influéncia na formacdo de raizes em compsracdc com outros
macronutrientes no meio do cultura.

Do e Cormier (1881s8) relataram qQue altas
concentracdes de sscsrose combinsdes com bsixos niveis de
nitrato eapresentsram efeito positivo na acumulsc#o intracelular
de antocianinas, além de causar inibic#o no crescimento celulsr.
Este efeito foi 'observado em cultivo de suspensio de célulss de

videirs em 4,5% de sscsrose e 6,25 mM de nitrsato por Do € Cormier

(1981b).

2.3 Sacarose

Em cultura de tecidos, € necessario g incorporaclo de

carbono como fonte de energia pars o meio, sendo os carboidratos



essenclais para o crescimento e desenvolvimento "in vitro", pois,
segundo George e Sherrington (1984) e Pierik (1887), a
fotossintese € insuficiente nessa condicso, devido ao fato dos
tecidos verdes n#o serem suficientemente autotréficos e a
concentrac@io de COZ ser limitante.

A sacarose € o carboidrato mais comumente utilizado,
geralmente nas concentracgdes de 2 a 4% (p/v) (Murashige, 1974;
Gamborg e Shyluk, 1881; George e Sherrington, 1884; Thorpe e
Patel, 1984; Oziass-Akins e Vasil, 1885), variando de acordo com a
espécie e/ou variedade.

Os carboidratos influenciam o potencial osmbtico do
meio (George e Sherrington, 1884), com efeito maior, segundo
Pierik (1887) que os macronutrientes. O absixamento do potencial
osmotico afeta o crescimento e desenvolvimento "in vitro", por
cessar a retirada de 4gua do meio, casusando estresse (Pierik,
1 1987; Do e Cormier, 1880). Shibli, Smith e Spomer (1992) n&o
observaram efeito da sacsrose provocando estresse osmbtico em
criséntemo e, apesar de ter sido slterado o pmteneiai osmbHbtico do
meio, n&o houve influéncia no crescimento dos brotos.

Em estudos com vérias cultivares de crisfntemo, Shibli
et al. (1882) observarsm que o aumento no nivel de sacarose tende
a s&umentar o crescimento dos brotos, mesmo em concentracio
elevada (8,8%), que parece n#o ter efeito inibitério no
desenvolvimento como relstado por outros autores. Roest e
Bobelmann (1875) obtiveram 6timo desenvolvimento de brotos
adventicios de crisfntemos nas concentracdes de 3% para a

-

cultivar Super Yeilow e 5% para a Bravo. Cuello, Walker e Heuser




3 EXPERIMENTO A: EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAGGES DO MEIO MS
E NIVEIS DE SACAROSE NA PROPAGACZ0 "IN VITRO" DE CRISANTEMO

OBJETIVO:

Objetivou-se neste trabalho estabelecer uma
concentracfo satisfatéria do meio MS e sacarose para = propagacéo

de crisfintemo através de cultura de tecidos.

3.1 MATERIAL E MRTODOS

0 experimento foi desenvolvido no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Escols
Superior de Agriculturs de Lavras (ESAL) em Lavras, Minas Gersis.

A cultivar utilizada, Orange Reagen, J& se encontravsa
estabelecida "in vitro" e foi submetida & uniformizacdo em meio
MS. Os explantes se constituiram de microestacas, contendo 2
gemas, oriundas da regi#o mediana. Em cada tubo de ensaio (25 x
150 mm) contendo aproximadamente 15 ml de meio, foi coleocado ums

microestaca. Esse processo foi realizado em sala asséptics,

-

utilizando cémara de fluxo laminar.

_'O meio de cultura bésico utilizado foi o de Murashige
e Skoog (1862) (Tabels 1A), nas concentracdes 0, 25, 50, 75, 100,
125 e 150% (Tabela 2A). Combinaram-se = estas concentracodes
diferentes niveis de sacarose P.A.: 0,05 0,785 1,83 3,0; 6,0 e
12,0%, totalizando um fatorisl 7 x 6. O meio foi solidificado com

)
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0,7 % de &gar, sendo o pH ajustado para 5,8; utilizando NaOH ou
HCl, &antes do processo de autoclavagem (121°C, 1 atm, por 20
minutos). Utilizou-se o delineamento estatistico inteiramente
casualizado, com 3 tubos por parcela e 4 repeticdes.

O experimento foi conduzido em sals de crescimento com
temperatura de 26+1°C e fotoperiodo de 16 horas de 1luz, com
intensidade luminosa de 2500 lux.

A avaliac#io do experimento foi efetuada 30 dias apés =
instalacé8lq, através do numero de brotos obtidos, tamsnho dos
brotos (cm) formados, numerc de folhas, numero de raizes

primér s, peso da matéria seca (g) da parte séreas e das raizes.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 resume as snédlises de varifncia, mostrando
que‘as variévels numero de brotos, comprimento dos brotos, numero
de folhss, PM5pa e PMSraizes foram afetadas significativamente
pela interac8o de concentracdes do meio de culturs e de sacarose.
Estes dados contrarism observacdes de outros asutores que testaram
o efeito de concentracdes relativas de meio MS (Skirvin e Chu,

«279; Lane, 1879: Kartha et &l., 1881; Prasad e Chaturvedi, 1888;
Lu, Nugent e Wardley, 1880) ou concentracdes de sacarose (Roest e
Bokelmann, 1875; Welander, 1876; Chong € Pua, 1885; May e
Trigisno, 1891; Cuello, Walker e Heuser, 1892; Shibli, Smith e
Spomer, 1892), mas n#éo encontraram inferacﬁo significativa entre

concentracdes do meio de cultura e de sacarose. 0O numero de
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raizes foi influenciado pelas concentragSes do meio de cultura e

de sacarose, isoladamente.

TABELA 1. Resumo das an#&lises de varifincia para nimero e
tamanho de brotos, numero de folhas, peso da matéria
seca da parte aérea e das raizes e numero de raizes
em func#io de concentracdes do meio MS e sacarose.

ESAL, Lavras/MG, 1884.

Causas Buadrados aédios e significdncia Y

da Variagdo 6L

N.Brotos Tas.Brotos N.Folhas PMSpa N.Raizes PHSraizes

NS b 0.0000738  0.1439746%"  0.6147978%  0.0000030%%  0.1367090%%  0.0000000

¢
Sacarose 5 0.00574"  0.2076127%"  1.0a23818%"  0.0000065%%  1.2859581%%  0.000000

MxSacarose 30 0.0012837*%  0.0067552%  0.0043506""  0,0000030%"  0.0245059  0.0000004""

Residuo 126 0.0006734 0.002604 0.0107721 0.000000% 0.0192679 ¢.0000001

eV (%) 0.78 1.57 .5 ¢.02 3,766 0,012

1/ Dados transformados segundo raiz(x+10)
* Significativo 8o nivel de 5% de probabilidade
*¥ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Mesmo diminuindo-se as concentracdes dos nutrientes
do meio M5 néo houve inibigc da formagio de brotos.
Concentracdes de 50 e 75% combinadas com 6% de sacarose ou de 25
e 50% do MS combinadas com 3% de sacarose proporcionaram médias
de brotos formados superiores dquelas obtidas no meio comumente
utilizado nos processos de micropropagac#io (MS(100X) + 3% de

sacarose) - Figura 1.
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sacarose) - Figura 1.

Y = 0951088 + 0 C2o000RX - 0 c0eeex s 0 cooxzren” A = 19 pr

1]
Y= 0912320 + 00081713 - 0.00008REX R=psno
1
1.6 Y= 083871 + o000 R=T048
1
¥ = 0962929 + 0.00196&7X R=18373 |

NUMERO DE BROTOS

07 E ol 1 ]
0 076 1.8 3.0 .0 12,0

CONCENTRACOES DE SACAROSE (%)

X0 —25 +50 ®¥75 = 100
CONCENTRACOES MS (%)

FIGURA 1 - Numero de brotos formsdos em diferentes concentractes

do meio MS e de sacsrose. ESAL, Lavras/HG, 1894,

Nas concentracdes 0, 125 ou 150% do meio MS, =&
producsoc de brotos foi constante - 1.0 por explante, independente
do nivel de sacarose no meio de cultura.

No meio preparado sem nenhum componente do meio MS,
constituido apenas de d4dua, &gar e diferentes niveis de sacarose,
observou-se a formscBo de parte aérea € raizes nos segmentos
nodais. N#o se observou, no entanto, nenhumsa diferenca quanto =&
nimero de brotos formados devido &s diferentes concentracdes de

Sacaro5e, ocorrendo a formac3o de brotos mesmo em meios sem
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sSacarose.

A formac#io de brotos nas microestacas em meio sem
nutrientes pode ser devido ao efeito de reservas existentes nas
mesmas, devendo ser suficientes para & iniciag#o do processo de
desenvolvimento.

Estes resultados sugerem que a sacarose tem importante
funclio n&éo sé como substfincia fornecedora de energia, mas também
como fonte de carbono, essenciais ao desenvolvimento das plantas
(George & Sherrington, 1984; Pierik, 1887). O nivel de carbono
fornecido & plants deve ser equilibrado com outros nutrientes,
especialmente com nitrogénio, mantendo uma relaclo C:N =adeguada.
Isso justifica os resultados obtidos, onde se observou que meios
com menor concentracsio de nutrientes exigem menor nivel de
sacarose, ao contrario, meios msis concentrasdos proporcionsam
melhores resultados em presenca de maior nivel de sacarose.

Em todos os tratasmentos observa-se que houve
desenvolvimento de spenas um broto, ocorrendo brotacto apenas
de uma das gemas presentes no explante inicial. H& tendéncia de
ocorrer & brotacdo da outrs gems ds estscs &8 medida que 5€e
aumenta & concentracio de sacarose no meio (Figura 1).

Meios com concentracdes mais elevadas do meio MS, né&o
proporcionaram sumento no numero de brotos formsdos, independente
dos niveis de sacarose utilizados. Concentracdes elevadas de
sacarose no entanto, afetaram negativamente o tamanho dos brotos.
Esta inibic#io pode ser devido & elevac&o do potencial osmético do
meio, diminuindo assim a disponibilidade de &gus. Shibli, Smith

.

e OSpomer (1882) e May e Trigisno (1881), porém, n#o observaram
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efeito de concentractes de sacarose afetsndo o crescimento do
crisfntemo, ao contrario, estimulou-se o processo. As diferentes
respostas observadas por estes autores e neste trabalho podem
ser atribuidas & diferencas intrinsicas &s veriedasdes testadas.
Observa-se na Figura Z, que o meio MS utilizado nos
niveis 75, 100, 125 ou 150% proporcionou brotos com maior tamenho
quando combinados com BX% de sacarose. Em concentrac®es menores,

25 e 50%, brotos maiores foram observados na presenca de 3% de

sSsacarose.,
v-cmm.amum-ocnm'.ommm’ Femm
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FIGURA 2 - Tamanho dos brotos obtidos em diferentes

concentracBes do meic MHS e de sacarose. ESAL,
Lavras/MG, 1994 .
Quanto &o numero dé folhas obtidas, observa-se na

Figurs 3, que na maioris dos meios testados o maior NUmero de



folhas
que héa
nimero

ocorre

ocorre em presenca de 6% de sacarose. Observa-se ainda
a tendéncia de brotos de maior temanho apresentarem maior
de folhas e ao contrério, em brotos de tamanho Eenor,

nenor numero de folhas.
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FIGURA 3 - Numero de folhas formadas por broto em diferentes

concentracdes do meio MS e de sacarose. ESAL,
Lavras/MG, 1984.

Pode-se atribuir o alongahento dos brotos & formacto

de novos internédios, n¥o ocorrendo assim estiolamento. Este |
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resultado € de grande importéncis no cultivo de segmentos nodsais,
pois pode-se obter masior numero de explantes a partir de brotos
grandes, com bom numero de nés e entre-noés esp&cados, 0 que néo
ocorre em brotos pequenos e com muitas folhas. Nesses, h&a muitos
nés e os entre-nés s#o curtos.

Observa-se na Figura 4 que valores mais elevados de

PMSpa ocorreram em meios com 12% de sacarose.

0.030 7 :
""- 0001927 + 00002818 - 0 00000 172X R=pa78

1
¥ = 0 0C088 + 00001171X A= 302 ‘
o H ]
0.028 = . 5o008TE + 0 OOORETX - 0 OCOM0 1A A= 840 i
! i H 1
Y = 0001387 + 00002741X - 0 DOOOC1ZIX R=R8TE |
1w

Y = D0CXOM + 00002485
]

PMSpa (g)

© 076 1.8 2.0 8.0 2.0

CONCENTRACOES DE SACAROSE (%)

4025 =50 %75 = 100 * 125 *150 |
i CONCENTRACOES MS (%)

FIGURA 4 - Peso da matéria seca da parte saérea obtids emn

diferentes concentracdes de meio MS e de sacarose.

ESAL, Lavras/MG, 1994.

Em meios MS menos concentrados, o PMSpa foi menor do



que 0 obtido em meios com concentrac8io s&acima de 75%,
possivelmente devido & menor concentracao de nutrientes
disponivel no meio. A formac#io de raizes (Figura 5) foi menor enm
meios com menor porcentagem de nutrientes do MS ou de sacarose.
Em concentractio mais elevads de MS (125 ou 150%) houve uma
pequena tendéncis de queds no numero de raizes formadas. Formac#o
radicular satisfatérie foi obtids em meios com 50 ou 75X do MS.
Este resultado concorda com Lu, Nugent e Wardley (1880), que
obtiveram como melhor meio para enraizamento 50X do MS. Nots-se

por estes resultados que valores extremos 580 limitantes para s

ocorréncis de enraizamento, tendendo ser este, menor tanto enm

meios com alts ou bsixs concentracso de nutrientes
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FIGURA S - Numero de raizes formadas en diferentes

concentracdes de meioc MS. ESAL, Lavras/NG,

1894.

0 nivel de sacarose, como pode ser observado na Figura
6, também influenciou a formaclo de raizes "in vitro”. Haior3
enraizamento pode ser obtido em meios com nivel de sacarose acima
de 3%. Este resultado concorda com Welander (1876), Chong e Pua
(1985), Pierik (1987), e Shibli, Smith e Spomer (1882), que
observaram a necessidade de fornecimento de alta concentracho de
sacarose para & emiss@o de raizes em varias espécies, inclusive

em crisfntemo, espécie estudada por Shibli, Smith e Spomer

(1882).



N
i

[ 7]

¥ e 1827439 o 0 COSSOIX - Ot00B0asx’ W e 801

08 —

-
-]
1

»
'
1

NOUMERO DE RAJZES
o
1

|
|
|
|
i
a
|
]

08 - ] | i !
0 076 8 3.0 (X ] 20

CONCENTRCOES DE SACAROSE (%)

FIGURA 6 - Nuimero de raizes formadas em diferentes concentractes

de sacarose no meio de cultura. ESAL, Lavras/MG,

1994 .

O PMSraizes (Figura 7) apresentou a tendéncia de
aumentar, a medida que se elevou os niveis de sacarose, mas néo
tem a mesma tendencis em relacdic 80s niveis de MS, J& que maiores

pesos da matéria seca foram observados na concentracsio 50% do MS.
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FIGURA 7 - Peso da matéria seca de raizes obtidas em diferentes
concentracdes de meio MS e de sacarose. ESAL, Lavras/

MG, 1884.

Maior nimero de raizes foi ocbtido em menor
concentracdo de MS, no entanto, estas eram bastante tenras. Ao
contrario, em meios com maior concentracsic do MS, produziu-se
menor numero de raizes, porém com maior vigor, o que justifica
0os maiores pesos observados nestas concentracdes.

Em segmentos nodais cultivados em meios com 12% de
Sacarose, observou-se o actimulo de antocianina, efeito este
atribuido & concentracéo elevada de sacarose. Este mesmo _ efeito
foi observado por Do e Cormier (1991a,b) em cultura de células

extraidas das folhas de videira em meios com niveis elevados de
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sacarose, sendo a ocorréncia de antocianina atribuida & elevada
concentracdo de sacarose. Para a formac#o de antocianina €
necessario a ligac#o na sua estrutura de méleéulas de aguicar
(Taiz e Zeiger 1881), o que justifica o efeito da elevads
concentracso de sacarose proporcionando a ocorréncisa de

antocianinas nos segmentos nodais.

3.3 CONCLUSKO

Observou-se neste experimento ser possivel diminuir as
concentracdes do meio utilizado, sem prejuizos para o processo de
propagac@io. Melhores resultados foram obtidos em meio de cultivo

contendo 75% do MS e 6% de sacarose.



4 EXPERIMENTO B: AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES NIVEIS DE
NITROGENIO E CONCENTRAGOES DE SACAROSE NO MEIO DE CULTURA PARA A
PROPAGAGAO "IN VITRO" DE CRISANTEMO

OBJETIVO:

Objetivou-se estabelecer a melhor concentrac#io de
nitrogénio e de sacarose no meio de cultura, para a8 propagagio

"in vitro"” de crisfintemo.

4.1 MATERIAL E MBTODOS

Desenvolveu-se o experimento no Laboratério de Cultura
de Tecidos do Departamento de Agricultura da ESAL - Escola
Superior de Agricultura de Lavras, em Lavras, Minas Gerais.

No ensaio foram utilizados explantes da regi#io mediana
da brotac#io (segmentos nodais com 2 gemas) da cultivar Orange
Reagen de crisfntemo, ja estabelecida "in vitro". Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 6 x 7,
com 4 repeticdes e 3 tubos por parcela.

A sacarose foi testada nas concentracdes 0; 0,75; 1,5;
3,0; 6,0 e 12,0% e o nitrogénig total do meio, nas concentracdes

0, 25, 50, 75, 100, 125, 150% baseando-se nos niveis propostos
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por Murashige e Skoog (1862) (Tabela 3A). Os outros componentes
do meio foram utilizados em 75X do MS, acrescido de 0,7% de &agar.
O pH do meio foi ajustado para 5,8 autoclavando-o em seguida a
121°C, press#io de ; atm por 20 minutos.

Os explantes foram inoculados em c@maras de fluxo
laminar, em sala asséptica. Em cada tubo de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 15 ml de meio, inoculou-se um segmento nodal. Os tubos
foram levados para sala de crescimento com temperatura de 26 i1
19C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 2500 lux de intensidade
luminosa, permanecendo por 30 dias. Apés este periodo,
realizou-se a avaliacsio, observando-se nimero e tamanho (cm) dos
brotos formados, numero de folhas, nimero de raizes primérias,

peso (g) da matéria seca da parte aérea e das raizes.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSKO

Na Tabela 2 est#io apresentados os resultados das
andlises de varifincia. As concentracdes de nitrogénio e sacarose
estudadas tiveram influéncias no desenvolvimento do crisfintemo,
afetando o nimero e tamanho dos brotos, numero de folhas. O PMSpa
e o nimero de raizes ndo foi influenciado pela interac#io destes
dois fatores, mas por cada um isoladamente. O peso da matéria

seca das raizes foi influenciado pela interacso de nitrogénio e

sacarose.



TABELA 2. Resumo das andlises de variBincia para nimero e tamanho
de brotos, nuimero de folhas, peso Qa matéria seca da
parte aérea e das raizes e nuimero de raizes em funcéo

de niveis de sacarose e nitrogénio no cultivo in

vitro” de crislntemo. ESAL, Lavras/MG, 19984.

Causas Buadrados sédios e significdncia
da Variagdo 5L

H.Brotos!/  Tan.Brotos!/ N.Folhas?/ PHSpall N.Ratzes!/  PHSratzes!

Sacarose 3 0.146165988 0.664682888 6,670464388 0,006268588 0,300696988 0.0000000
Nitrogénio 6 0.04491B68s 0.398437688 3.650377088 0.001509088 0,0716107¢  0.0000000
Sacarose x Nitrogenio 30 0.010557183 0,027703888 0.407693288 0.0006602  0.0389297 0.000000538

Res{duo 126 0.0040867  0.0091707  0.0773393  0.0005170  0.0270563  0.0000002

cvix) 2,34 3.n 10.94 1.09 7.44 0.018

1/ Dados transformados segundo raiz(x+5)
2/ Dados transformados segundo raiz(x+0)
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Na Figura 8, verifica-se que a formagso de brotos ¢é
crescente até a concentrac#io de 6% de sacarose e em meios com 50%
da concentrac#io de nitrogénio ou mais. Em meios sem nitrogénio ou
com apenas 25X, h& maior producdo de brotos quando combinado con
3% de sacarose, assim como se observou no experimento onde se
testou concentracdes do meio e de sacarose. As concentragdes de

nitrogénio e sacarose apresentaram efeitos limitantes entre si,

provavelmente em func&o da relaéﬁo C:N.
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FIGURA 8 - Nimero de brotos obtidos em diferentes concentracdes

de nitrogénio e de sacarose no meio de cultursa. ESAL,

Lavras/MG, 1894.

Apesar de ocorrer a formac#o de brotos em meios sem
nitrogénio, estes apresentavam-se com pequeno tamanho como pode

se observar na Figura 9.
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FIGURA 8 - Tsamanho dos brotos formados em diferentes

concentracfes de nitrogénio e de sacarose no meio

de cultura. ESAL, Lavras/MG, 1894.

0 tamanho dos brotos formados foi incrementado até a
concentragiio de 6% de sacarose, declinando apés. Observou-se
também a tendéncia de concentragbes menores de :wnuommswo serem
efetivas para o crescimento dos brotos, quando combinadas com
concentragSes mais baixas de sacarose.

Brotos de maior tamanho foram obtidos wutilizando-se
100% de nitrogénio e 6% de sacarose ou 50% de nitrogénio e 3% de
sacarose no meio de cultura. As outras concentragdes de
nitrogénio (com excess&o de 0%), apresentaram respostas muito
proximas & estas. Roest e Bokelmann (1975) observaram boa
formacsio de brotos em onwmm:nmmo utilizando as concentracdes de

:wﬁnomm:wo entre 50% e 200% do MS, sendo a ideal 70X, proximo dos



valores observados neste trabalho.

0 numero de folhas formadas (Figura 10) foi maior em
meios com 3% de sacarose, declinando em concentracdes maiores. As
concentracoes de nitrogénio testadas nao proporcionaram
diferencas quanto ao nuimero de folhas obtidas, & excess#o do

meio sem nitrogénio.
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FIGURA 10 - Nimero de folhss formadss €m diferentes

concentracdes de nitrogénio e de sscarose no

méio de cultura. ESAL, Lavras/MG, 1994.

A matéria seca obtida da parte aéres apresentou
maiores pesos em meios com concentracdes de nitrogénio entre 50 e
125% (Figura 11). A Figura 12 representa o peso da matéria secsa
obtido em func#io de diferentes concentraces de sacarose, sendo

-

os maiores valores obtidos em niveis préximos a 6%.
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A ocorréncia de brotos em microestacas cultivedas em
meios sem nitrog&nio pode ser devido ao efeito de reservas do
explante. No entanto, estes brotos nlioc desenvolveram, por ser
limitante a auséncia deste nutriente no meio de cultura.

Maior nimero de raizes foi obtido nas concentracdes
de 75X de nitrogénio e 6% de sacarose (Figura 13 e 14). Meios com

concentragcCes superiores a estas, proporcionaram menor formacéo

radicular.
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ESAL, Lavras/MG, 1894.
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ESAL, Lavras/MG, 1984,

Shibli, Smith e Spomer (1892) j& haviam registrado a
essencialidade da sacarose para a formac#io de raizes. May e
Trigiano (1991) citam que ndo ocorre enraizamento em meios com
concentracgio menor que 9%. Os resultados obtidos neste
experimento discordam destes autores, pois obteve-se melhor
enraizamento em meios com B8X de sacarose, ocorrendo também em
concentracSes menores, embora em menor intensidade. Excec#o
ocorreu em meios sem nitrogénio ou Sacarose, onde a formac#o de
raizes foi totalmente inibida.

O peso da matéria seca das raizes (Figura 15) tambénm
apresentou melhores resultados em meios com 75% do HS e 6% de

Sacarose, o mesmo observado para nimero de raizes.
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19984 .

Nos meios com 12X de sacarose, observou-se acimulo de
antocianina nos segmento nodais, ocasionado por oconcentracdes
elevadas de sacarose, efeito este também observado por Do e
Cormier (1891a,b). Este resultado pode ser atribuido & formacédo

estrutural da antocianina, que possui moléculas de agicar ligadas

(Taiz e Zeiger, 1881).
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4.3 CONCLUSKO

A concentrac#io de nitrogénio normalmente utilizada no
meio MS pode ser reduzida a 75% quando combinada com BX de

Sacarose, proporcionando bom desenvolvimento das plantas de

crisfintemo.
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CAPITULO III: EFEITO DE CONCENTRACOES DE AGAR E NIVEIS DE pH
NA PROPAGACXO "IN VITRO" DE CRISANTEMO

1 RESUMO

O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar
o comportamento do crisfintemo em diferentes niveis de pH e meios
com diferentes consisténcias. Utilizaram-se meios com 0,0; 0,35;
0,7 e 1,00% de 4gar combinados com pH sjustado para 4,6; 5,0;
5,4; 5,8; 6,2; 6,6 e 7,0. Nenhuma diferenca foi observada nos
tratamentos testados para producsio de brotos e tamanho dos brotos
formados. Mas devido é&s dificuldades de se utilizar meios
liguidos ou semi-sélidos recomenda-se & utilizacio de 0,7% de

égar e sajustar o pH em 5,8 psars proporcionar consisténcia

adequada so meio,.
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OBJETIVO

O trabalho teve como objetivo estabelecer um valor de
pH para o cultivo da variedade de crisfintemo Orange Reagen, assim

como uma concentracdo de dgar adequada no meio de culturasa.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agar

O sucesso da utilizac#o de meio 1liquido ou sélido
depende da espécie cultivada (George e Sherrington, 1884). Em
meios liquidos torna-se necessédrio a utilizac#io de suportes para
os explantes, como os confeccionados com papel de filtro -
"Pontes de Heller". Este método de suporte é excelente para a
aeracdo dos tecidos, porém requer tempo para a preparacio e
insergdo nos tubos de ensaio, sendo utilizados apensas em
preparacdes especiais e n#o na rotina de micropropagacéo (George
e Sherrington, 1984). Hussey (1986) observou também gue 0Ss meios
liguidos té&m menor concentrac#o de oxigénio, ficando as plantas
mais sujeitas & vitrificac#o, e ainda, como houve um contato mais
intimo entre & planta e o meio, s concentracdo dos nutrientes e
reguladores de crescimento deve ser revista. Nestes meios,
Ghashgaie, Brenckmenn e Saugier (1991) observaram crescimento

anormal de explantes de roseira, 0s quals apresentaram-se



pequenos, suculentos, translicidos, mal formados e frageis.

Os meios liguidos possuem & vantagem de serem
preparados com msior rapidez e menor custo em -relacdio aocs meios
s6lidos e ainda, segundo Caldas, Haridasan e Ferreira (1880),
apresentam maior homogeneidade. Short, Warburton e Roberts (1987)
observarsm, no entanto, que plantas de criséntemo (cv. Pennine
Real) cultivadas em meio liquido apresentaram maior incremento
no crescimento do que quando cultivadas em meio s6lido,
possivelmente devido & maior troca gasoss ocorrente neste meio.
Estes autores obtiveram plantas com tamanho médio de 4,0 cm e
bom sistema radicular.

0O &gar € o agente solidificante mais utilizado em
preparo de meios s6lidos e semi-sdélidos (George e Sherrington,
18984; Pierik, 1887). As vantagens de sua utilizag¢®o, conforme
George e Sherrington (1884), se concentram no fato de que, ao ser
adicionado & 4gua forma um gel, apresentando estado liquido &
100°C e solidificando & 45°C, mantendo-se estével nas
temperaturas de incubac8o. Apresents ainds &as vantagens de né#o
ser digerido pelas enzimas das plantas € n#o reagir com oS
constituintes do meio de cultura.

A concentracso idesl € varidvel, em geral se encontrs
em intervalo de 0,6 a 0,8% (Pierik 1887). Von Arnold e Eriksson
(1984) sugerem como ideal & concentrac#o de 0,5%. Davis et al.
(1884), em estudo com cravo, obtiveram nimero satisfatério de
brotactes utilizando 0,4% de édgar. Estes msutores observaram ainds
que o crescimento em meio sélido foi mais eficiente do que em
meio liquido. \ -

Ghashghaie, Brenckmenn e Saugier (1881) observaram que
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explantes de roseira cultivados em meio com 4,0 g.L-1 (0,4%) de
édgar apresentaram maior peso da matéries seca que os cultivados em
meio liquido. O numero de brotos obtidos foi baixo em meio
liquido, sendo incrementado até a concentracdio de 5,5 g.L-1
(0,55%) e decrescendo ap6s. Segundo estes autores, em meios com
baixas concentragles de &gar, a 4gua e os nutrientes s#oc mais
prontamente disponiveis, o que favorece o crescimento das
plantas.

A solidez de meio com &gar, é dependente, além da
concentragcfio utilizada, do cozimento e da acidez do meio. Em pH
levemente 4cido, comumente utilizado em cultura de tecidos, e
concentracfio de &agar entre 0,5-1,0%, tem-se um meio semi-sélido
(George e Sherrington, 1984). Em pH baixo (4,5 a 4,8) o meio n#o
solidifica (Murashige, 1974; Pierik, 1887).

Em meios com concentraci#io elevada de &4gar, o explante
tem menor contato com o meio, o que limita a retirada de
nutrientes, afetando assim o desenvolvimento (Pierik, 1887).
Short, Warburton e Roberts (1987) e Ghashghaie, Brenckmenn e
Saugier (1881) observaram que concentracdes elevadas de adgar
tendem a influenciar negativamente o tamanho de brotos, nimero de
folhas e formac@io de raizes em criséntemo e rosa.

Von Arnold e Eriksson (1884) cultivando Picea abies
em meio com concentracdes elevadas de dgar observaram menor
alongamento dos brotos e ocorrencia de necrose nas folhas e
édpices. Lane (1878) observou inibig&o do crescimento radicular de
Spirea e Prunus quando utilizou a concentrac#io de 0,B8% de agaf no

meio de cultura. Arello (1881), estudando Kielmeyera coriacea,



obteve melhor enraizamento em meio com 0,3% de &gar, e reducso
no numero de raizes formadas com o aumento da concentracgédo de
égar. Resultados contrérios foram observados por Kitto e Young
(1881) em culturas de Carrizo citrange, na qual o enraizamento foi
estimulado pela elevac8o da concentragsio de égar. Pierik (1987)
observou que o enraizamento pode ocorrer tanto em meio sélido
como liquido, porém com maior intensidade em meio sem
solidificante. O enraizamento em menor intensidade observado em
meio com &gar pode ser devido, conforme Hu e Wang (1983), &
Pequena aeracdo e baixa razdo de difus@o de metabdlitos toéxicos,

0 qQue n#éo ocorre em meio liguido.

2.2 pH

A relativa acidez ou alcalinidade do meio é medida
pelo pH. Esta medida é feita pels concentracZo de ions HY na
solucgo. O pH pode influenciar componentes do meio e reguladores
de crescimento, sais que ser#io removidos, e & eficiéncia da
solidificac8io do &gar (George e Sherrington, 1884). Segundo
Murashige e Skoog (1962), o pH em 5,7 a 5,8 mantém todos os sais
na forma solivel.

O pH do meio seréd slterado durante & culturs, mas um
pH inicial deve ser estabelecido, segundo George e Sherrington
(1984), parsa garantir a integridade do meio e um répido
desenvolvimento da cultura. George e Sherrington (1984)
recomendam gque o ajuste do pH seja feito utilizando-se NaOH ou

HC1l, quando todos os componentes do meio j& estiverem misturados
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e pouco antes da autoclavagem. Usualmente, o pH é ajustado pars
5,0 em meios liquidos e 5,8 em mejos sélidos (Thorpe e Patel,
1884). Segundo Pierik (1887), o pH no intervalo 5,0 a 6,5 ¢
suficiente para o crescimento, com valor ideal 6,0. Conforme
George e Sherrington (1884) e Pierik (1887), o crescimento "in
vitro" ocorre com pH entre 4,0 e 7,2, sendo que valores
inferiores a 4,5 ou superiores a 7,0 poden paralisé-lo.

0 processo de autoclavagem afeta o pH e a redugdio do
seu valor depende do valor aferido inicialmente, segundo Singha
(1882), as variagdes ocorrem com maior intensidade em valores
entre 5,2 e 5,8. Segundo Skirvin et al. (1986), em meios com pH
ajustado entre 5,0 e 7,0, geralmente ocorre qQqueda de 0,3 a 0,5
unidades. Pasqual, Ribeiro e Barros (1882) sugerem que para se
obter pH 5,7 no meio de cultura, deve-se ajusté-lo 0,4-0,5 pontos
acima antes do processo de autoclavagem. A medida em que se
aumenta a concentracfio de égar no meio, aumenta-se também =&
variac#o ocorrente de pH, o que Pasqual, Ribeiro e Barros (18982)
atribuem & ums possivel interacdio entre componentes do meio de
cultura e égar, induzindo assim a acidificag@o do meio. Esta
observac#o contraria o que George e Sherrington definenm para
égar, como sendo uma substfincia n#o reage com componentes do meio
de cultura. A variacfio de pH no meio de cultura pode ser
atribuida também & liberag#o de substfincisas pela planta durante o
Processo de absorgc3io de outros nutrientes e que tenham
propriedades acidificantes.

0 desenvolvimento da planta também pode afetar o PH.
Este efeito foi demonstrado por Skirvin et 'al. (1886), onde

meios com pH ajustado em 6,0 no iniecio do cultivo apresentaram
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reducsio média de pH em 0,5 unidades apés 30 dias de cultivo.

3 MATERIAL E MBTODOS

0 experimento foi desenvolvido no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Escola
Superior de Agricultura de Lavras (ESAL), em Lavras, Minas
Gerais.

Utilizou-se a cultivar Orange Reagen, j& estabelecida
“in vitro”, e submetida & uniformizac#io em meio NS, en
concentracéo de 75%, 6,0% de sacarose. Nesse experimento
utilizou-se como meio 75% do MS, acrescido de 6,0 % de
sacarose. Os tratamentos foram constituidos de 0,0; 0,35; 0,7 e
1,052 de agar combinados com pH sjustado em 4,6; 5,0; 5,4; 5,8;
6,2; 6,6 e 7,0, formando um fatorial 4 x 7, com 3 tubos por
parcela e 4 repeticdes, em delineamento inteiramente casualizado.

Nos tratamentos que n#o continham solidificante (meio
liquido), wutilizou-se “pontes de Heller" para sustentacdio do
explante. O ajuste de pH foi realizado utilizando NaOH ou HC1,
antes da adic3o de 4gar, padronizando com os tratamentos que
recebiam agente solidificante. 0 meio foi esterilizado por
processo de autoclavagem a 121°C, pressfio de 1 atm por 20
minutos.

A iﬁobulacﬁo dos explantes foi realizada em sala

asséptica, utilizando clmars de fluxo laminar. Em cada tubo de



ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 ml de meio de cultura,
inoculou-se uma microestaca retirada da parte mediana de um
broto, contendo duas gemas. O experimento foi-conduzido em Sals
de crescimento com temperstura de 26+ 1°C, fotoperiodo de 16
horas de luz e intensidade luminosa de 2500 lux.

Apés um periodo de 30 dias efetuou-se a avaliacio do
experimento, através dos seguintes parfimetros: numero e tamanho
(cm) de brotos, nimero de folhas, peso da matéria seca (g) da
parte afrea e nimero de raizes primérias. O pH foi medido apés a

adicsio de agar, apds & sutoclavagem € apbés 30 dias de cultivo dos

explantes.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de 4gar e pH testsdos n#o apresentaram
efeitos significstivos quanto so numero e tamanho dos brotos
formados e numero de folhss. Entretanto, o peso da matéris seca
da parte aérea foi influenciado pela interacsio destes dois

fatores, além do numero de raizes (Tabela 3).



TABELA 3. Resumo das andlises de varifincia para nuimero de
brotos, tamanho de brotos, numero de folhas, peso da
matéria seca da parte aérea e numero de raizes en
func8o de diferentes niveis de &agar e PH no meio de

cultura. ESAL, Lavras/MG, 1994.

Quadrados aédios e significancia

Causas da Variagdo 6L
N. Brotos}/ Tan.Brotos?/ N.Folhas}/ PHSpal’ N. Rajzes?/
fgar 3 0.0001467 0.0367638  0.0544100 ¥ 0.0000554 %% 0.0070073
pH b 0.0006079  0.0048459  0.0101783  0.0000138 3% 0.0095925
Agar x pH 18 0.0014885 0.0182604  0,0117360  0.0000078 $% 0.0440203 §
Residuo B4 0.0014889  0.0146209  0.0158358  0.0000025  0.0230609
v (1) 1,568 4,595 3,567 0.071 5,073

1/ Dados transformados segundo raiz(x+10)

2/ Dados transformados segundo raiz(x+5)

¥ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
% Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Em todos os niveis de PH ou concentracgdes de agar
observou-se a formacio média de apenas um broto, proveniente do
desenvolvimento de uma das gemas da microestaca.: Os fatores
testados também influenciaram o tamanho e nimero de folhas.
Short, Warburton e Roberts (1887) ao contrério, registraram
maior crescimento de plantas de cris&ntemo cultivadas em meio

liquido. Estas diferencas de respostas podem ser atribuidas as
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diferentes variedades utilizadas nos experimentos.

A variedade Orange Reagen apresentqu, alta adaptac¥o
& meios com diferentes consisténcias, desenvolvendo bem tanto em
meio liquido, semi-sélido (0,35% agar) ou sélidos (0,7 ou 1,05%
de 4gar). As plantas oriundas de meio liquido apresentavam-se com
bom aspecto, vigorosas e desenvolvimento normal, n#o sendo
observados os problemas citados por Ghashghaie, Brenckmenn e
Saugier (1981). Estes autores verificaram que microestacas de
rosa cultivadas em meio liquido apresentavam-se pequenas, frégeis
e mal formadas. Meios liquidos apresentam, no entanto, como
limitac8io a necessidade de utilizag#io de pontes de Heller para
sustentagéio do explante, processo este invidvel em producgdes
comerciais devido ao tempo e m#o de obra necessérios.

Nos meios semi-sélidos (O0,35% agar) ocorreram
problemas com & sustentac#io do explante, ficando estes inclinados
ou sobrenadantes, ocasionando a formag#io de brotos invertidos.
Nesta concentracsio de &dgar (0,35%) combinada com pHs mais baixos,
o problema de sustentac#io foi acentuado, pois a solidificacio foi
menor. Em nivel mais elevado de &gar (1,05%) o meioc se torna
bastante rigido, dificultando = penetracéo do explante, embora
ndo tenha afetado o desenvolvimento dos brotos. Short, Warburton
€ Roberts (1887) ao contrario, observaram que crisfntemos
cultivados em concentracdes elevadas de agar produziram brotos
com menor tamanho e menor nimero de folhas.

O peso da matéria seca da parte aérea foi afetado
significativamente pela interagBo entre concentragdes de &éar e

pH. Utilizando-se 0,35% de agar, o peso diminuiv & medida que se
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elevou o pH. Em outras concentracdes de é&gar, este parfmetro foi

pouco afetado pelas variacdes de pH (Figura 16).

2
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FIGURA 16 - Peso da matéria seca da parte aérea em diferentes

concentracdes de &gar e niveis de pH no meio de

cultura. ESAL, Lavras/MG, 1894.

Resposta semelhante também foi observada por
Ghashghaie, Brenckmenn e Saugier (1991), propagando roseira em
meios com 0,4% de &gar. O aumento do peso pode ser atribuide ao
aumento da absorcdo de nutrientes favorecida pela concentracio de

édgar e incremento da disponibilidade de 4gua (Singha et al

1885). . -

Para o nuimero de raizes formadas, verificou-se também



interac@io entre as concentracdes de agar e niveis de pH, porém
ndo houve variacdes significativas, sendo o numero de raizes
formadas semelhante nas diferentes concentracdes de égar.

Muitos sutores (Hu e Wang, 1983; Pierik, 1987; Short,
Warburton e Roberts, 1887 e Ghashghaie, Brenckmenn e Saugier,
1991) observaram menor intensidade de formac@io de raizes em meios
com elevadas concentracdes de édgar, sendo este efeito atribuido a
menor aerac#io e menor difus8io de metabdlitos téxicos.

A pequena influéncia do pH no desenvolvimento da
planta pode ser atribuida a adaptac®es metabélicas desta
variedade, pois sabe-se que ocorrem trocas i8nicas através dsas
raizes. Como se observa na Tabela 4, no final do periodo de 30
dias, independente do pH inicialmente ajustado, todos os
tratamentos apresentavam valores de pH préximos e muito &cidos,
podendo-se atribuir este efeito & eliminac&#o de ions pela plantsa

para promover o equilibrio especifico de pH do meio.



TABELA 4.

Varia¢cBes observadas de valores de pPH nas fases
de preparo do meio de cultura e trinta dias apés
& 1inoculagc@o dos explantes, em relacdo aos

valores iniciaslmente ajustados. ESAL. Lavras/MG,

1984.
CONC. DE ABAR(Z): 0.0 0.35 0.7 1.05
pH A B C A B C A B C R B C
4,60 4,75 4.31 4.35 .37 471 L3 5.44 5.02 3.83 9.94 5.19 3.9
3.00 5.12 4,54 3,55 3.33 5,01 3.90 3.62 5.19 .65 5.70 5,35 3.94
2.40 3.40 4.90 5,62 975 5,29 .60 5.82 5.44 3.3 5.86 5,51 3.40
9,80 5.80 5,37 3.49 6.01 5,59 3.54 6.06 5,60 3,50 6,07 5.70 3.51
.20 6.24 5,79 3.b2 6.34 5.91 3.49 6.34 5.87 13.87 6.35 5.95 3.54
6.60 6.63 6,15 3.91 6.68 6,21 3.52 6.69 6.21 3.39 b.66 6.1 3.7%
7.00 7.00 6.42 3.8% 7.00 6,49 3.67 7.01 b.64 3.77 6.96 6.4 3.90

A = pH medido apds a adic8o de &gar aoc meio de culturs
(Temperaturs: 40° C)

B = pH medido em meio &pds o processo de autoclavagen
(Temperatura: 45° C)

C = pH medido 30 dias apés o cultivo "in Vitee" .

OBS.: O pH

inicial do meio foi ajustado em temperatura

ambiente - 22° C.

Nessa tabela est#io apresentadas ainda, as alteracdes

de pH em func8o das fases de preparo do meio. Observa-se gue hia

influéncia

da adigdo de agar, como j& demonstrado por Pasqusal,

Ribeiro e Barros 1982, além do ;feito da elevac8o de temperatura.



5 CONCLUSAO

Concentractes de dgar ou niveis de pH néo
influenciaram nuYmero e tamanho de brotos formados, mas pelss
dificuldades de se trabalhar com meios liquidos ou semi-sélidos,
recomenda-se a utilizac#@io de 0,7% de &égar e ajuste do pH em 5,8

antes da autoclavagem, objetivando manter o meio em consiténcisa

adequada.



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARELLO,E.F. Aspectos gerais do comportamento "in vitro" de
Kielmeyera coriacea Martinus (Guttiferae): Produgio e
Enraizamento de Brotapdes. Lavras: ESAL, 19881. 148p.

CALDAS,L.S; HARIDASAN,P.; FERREIRA,M.E. Meios nutritivos. In:
TORRES,A.C.; CALDAS,L.S. Téonicas e aplicagdes da cultura de

tecidos de plantas. Brasilia: EMBRAPA-CNPH/ABCTP, 1880. p.37-
70.

DAVIES,F.T. Shoot RNA, cambial activity and indolebutyric acid
effectivity in seasonal rooting of juvenile and mature Ficus

bumila cuttings. Physiologia Plantarunm, Copenhagen, v.62,
p.571-575, 1984.

GEORGE ,E.F.; SHERRINGTON,P.D. Plant propagation by tissue
culture - Handbook and directory of commercial 1laboratories.
Eversley: Exegetics Limited, 1884. 583p.

GHASHGHAIE,J.; BRENCKMENN,J.; SAUGIER,B. Effects of agar
concentration on water status and growth of rose plants

cultured in vitro. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.82,
p.73-78, 1891,

HU,C.Y.; WANG,P.J. Meristem, shoot tip and bud cultures. 1In:
EVANS,D.A.; SHARP,W.R.; AMMIRATO,P.V.; YAMADA,Y. Handbook of
Plant Cell Culture - Techniques for Propagation and Breeding.
New York: Macmillan Publishing Company, 1883. v.1, p.177-277.

HUSSEY,G. Problems and prospects in the in vitro propagation of
herbaceous plants. In: WITHERS,L.A.; ALDERSON,P.G. Plant

tissue culture and its agricultural applications. London:
Butterworths, 1886. p.69-84.

KITTO,S.L.; YOUNG,M.J. In vitro propagation of Carrizo citrange.
HortScience, Wallingford, v.18, p.305-308, 1981.

LANE,W.D. In wvitro propagation of Spirea bumalda and Prunus

cistena from shoot apices. Canadian Journal of Plant Science,
Ottawa, v.59, p.1025-1028, 1979.

MURASHIGE,T. Plant propagation through tissue cultures. Annual
Review of Plant Physiology, Palo Alto, v.25, p.135-166, 1874.

MURASHIGE,T.; SKOOG,F. A revised medium for rapid growth and
bio assays with tobacco tissue cultures. Physiologia
Plantarum, Copenhagen, v.15s p.473-487. 1862,



PASQUAL.M.; RIBEIRO,V.G.; BARROS,I.de. Influéncia dsa chapsa
aguecedora e autoclave sobre o pH do meio de cultura. Pesquisa
Agropecudria Brasileira, Brasilia, v.27, n.4, p.803-806, 1992.

PIERIK,R.L.H. In vitro culture of higher plants. Dordrecht:
Martinus Nyhoff Publishers, 1987. 344p.

SHORT ,K.C.; WARBURTON,J.; ROBERTS,A.V. In vitro hardening of
cultured cauliflower and chrysanthemum plantlets to humidity.
Acta Horticulturae, Skierniewice, v.212, p.329-335,1887.

SINGHA,S. 1Influence of agar concentration on in vitro shoot
proliferation of Malus sp. Almey and Pyrus communis Seckel.
Journal of the American Society for Horticultural Science,
Alexandria, v.107, p.657-660, 1982.

SKIRVIN,R.HM.; CHU,M.C.; MANN,M.L.; YOUNG,H. ; SULLIVAN,J.;
FERMANIAN,T. Stability of tissue culture medium pH as a
function of autoclaving, time and cultured plant material.
Plant Cell Reports, Berlin, v.5, p.292-294, 1886.

THORPE,T.A.; PATEL,K.R. Clonal propagation: Adventitious buds.
In: VASIL,I.K. Cell oulture and somatioc oell genetios of

plants - Laboratory procedures and their applications. New
York: Academic Press, 1884. v.1, p.49-60.

Von ARNOLD,S.; ERIKSSON,T. Effects of agar concentration on
growth and anatomy of adventitious shoots of Picea abies (L.)

Karst. Plant Cell Tissue and Organ Culture, Dordrecth, v.3,
p.257-264, 1984.



CAPITULO IV

EFEITO DE DIFERENTES REGULADORES DE CRESCIMENTO SOBRE A
PROLIFERACXO "IN VITRO" DE BROTOS DE CRISANTEMO



CAPITULO IV - EFEITO DE DIFERENTES REGULADORES DE CRESCIMENTO
SOBRE A PROLIFERACAO “IN VITRO" DE BROTOS DE CRISANTEMO

1 RESUMO

Avaliou-se o efeito de concentragdes de citocininas
(BAP e Cinetina) combinadas com ANA e de GA3 na proliferagéio e
alongamento dos brotos. A variedade estudada ni#o apresentou
respostas satisfatérias ao estimulo dos reguladores de
crescimento quanto a produc8o de brotos. A citocinina BAP foi
mais efetiva do que a cinetina na formac#io de brotos. Pode-se
recomendar a utilizacg#io de 6,2 ou 12,4 uM de BAP, sem ANA, no
meio de cultura, apenas para manter a produc#io média de brotos

préximo de dois por gxplante. O écido giberélico (GA3) nd#o foi

efetivo no alongamento de brotos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Reguladores de Crescimento

A raz8o de proliferagcdo de plantas determina a
viabilidade da propagac#io "in vitro" de uma determinada espécie.
Esta razd@o pode ser afetada por vérios fatores como & composicio
quimica do meio e o estado fisiolégico da planta. Os fatores
quimicos s&@o determinados em grande parte pela concentracdio e
tipo de reguladores de crescimento exégenos (Hu e Wang 1983).

Os reguladores de crescimento s#o substfincias que
atuam em baixas concentracdes, em varios processos do
desenvolvimento, sendo também conhecidos como substfincias de
crescimento de planta ou horménios de plantas (George e
Sherrington, 1884). Os principais reguladores de crescimento s8o
as auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e &cido abscisico.
As auxinas e citocininas conforme descrevem George e Sherrington
(1884) compdem os mais importantes reguladores de crescimento da
morfogénese em cultura de tecidos.

0 estimulo de respostas parsa diferenciacdo,
crescimento, alongamento, multiplicac®io e enraizamento € regulsdo
pela interacdo e balanco entre os reguladores de crescimento

supridos a0 meio e o0s produzidos endégenamente na planta

(Grattapaglias e Machado, 1980).
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2.1.1 Citocininas

As citocininas té&m sua func&o primordial na divisio
celular (Jacobsen, 18983; George e Sherrington, 1984; Pierik,
1987; Taiz e Zeiger, 1981). George e Sherrington (1984) ainda
Sugerem que estas substfncias podem estar envolvidas na sintese
de proteinas fundamentais ao processo de mitose. As citocininas
desempenham importante papel na induc&o de brotagdes (Gamborg,
1884; Pierik, 1887; Blakesley e Constantine, 1982).

O principal sitio de sintese das citocininas s#o as
raizes (Hu e Wang, 1983), podendo também ocorrer sintese em
pequenas quantidades em brotos crescendo "in vitro” (Koda e
Okazawa, 1980).

Uma relacé@o elevada citocinina/auxina segundo George e
Sherrington (1884), Thorpe (1884) e Taiz e Zeiger (1981) é
requerida para a induc@io direta de brotagdes nos explantes. Ao
contrario, o processo de rizogénese exige uma relac8o menor sendo
que a presenca de concentracdes elevadas de citocininas no meio
de cultura, gerslmente inibe a formac8o de raizes.

A combinac#io de tipo e concentracdes de reguladores
de crescimento é fundamental pars o desenvolvimento "in vitro"
(Halaure et al., 1891). No entanto, nenhum tipo ou concentracio
de regulador de crescimento pode ser 6timo pars producdo de
brotos psara todas as cultivares, mesmo sendo de uma mesma
espécie, conforme descrevem Malsure et al. (1881).

As trés citocininas mais frequentemente utilizadas em
cultura de tecidos sZo BAP, CIN (Thorpe, 1884; Ozias-Akins e

Vasil, 1985; Pierik, 1987) e 2iP (Hu e Wang, 1883; Gamborg, 1984;
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Pierik, 1987). Dentre estas, o BAP é a mais utilizada (Blakesley,
Lenton e Morgan, 1991; Blakesley e Constanting, 1992) e a 2iP,
menos, devido &0 seu custo mais elevado e menor efeito (Hu e
Wang, 1983). Deve-se considerar no entanto, que uma citocinina
pode ser inefetiva em algumas espécies e ativa em outras (Hu e
Wang, 1883).

Prasad e Chaturvedi (1988), testando o efeito de BAP e
cinetina em crisfintemo, observaranm qQue a cinetina, em todas as
concentragcSes utilizadas, foi .menos efetiva do que o BAP en
concentragdes similares, na formac#io de brotos e de calos.

Em um grande nimero de espécies estudadas, ‘Evans,
Sharp e Flick (1981) observaranm que BAP e CIN foram utilizadas em
concentra¢cSes variando entre 0,05 a 46,0 uM para a indug#o de
brotagcdes. Malaure et al. (1881), estudando diversas variedades
de cris8ntemo, observaram que estas Produziram bom nuimero de
brotos nas concentragdes 2,2 - 46,0 uM de BAP combinadas com 2,6
- 21,5 uM de ANA, sendo os melhores resultados obtidos com 17,7
ud de BAP e 10,7 uM de ANA. Prasad e Chaturvedi (1988) nio
obtiveram brotacdes em meio sem adic8o de BAP, mesmo em presenca
de ANA, trabalhando com a cultivar de crisfintemo Burbal Sahni.

Blakesley e Constantine (1882), estudando varias
espécies submetidas a condigdes idénticas "in vitro", observaram
diferencas marcantes entre estas na retirada e absorg#o de BAP
suprido ao meio de cultura. Ums das espécies estudadas foi o
crisfintemo, que apresentou baixos niveis de absorcdo de BAP.

Para a proliferaclio de brotos em segmentos nodais de

crisfintemo, Prasad e Chaturvedi (1888) obtiveranm melhores
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resultados utilizando 6,6 ud de BA e 0,59 ud ANA, produzindo uma
média de 5,2+1,4 brotos/explante. Além da formac#io de brotos,
estes autores observaram ainda a formac#o de celos nos segmentos
utilizados como explantes, quando cultivados em meio contendo 2,2
ud de BAP ou Cin e 1,16 uM de ANA. Lu, Nugent e Wardley (19880)
cultivando estacas da cultivar Royal Purple, néo observaram
formacio de calos mo testarem diversas concentracdes de BAP e
ANA.

Ahmed (1886) recomenda para o desenvolvimento de
brotos em crisfintemo as concentracdes de 0,22 a 0,44 uM de BAP e
0,14 a 2,85 uM de AIA. Dentro desse intervalo, Bhattacharya et
al. (1890) obtiveram média de 3,8 brotos por explante, utilizando
0,88 ulf de BAP. Para as cultivares Bravo e Super Yellow, Roest e
Bokelmann (1875) obtiveram como bons niveis para a formac#io de
brotos adventicios 4,44 uM de BAP + 0,05 de uM AIA e 4,4 de uM
BAP + 5,7 de uM AIA, respectivamente.

Donato e Perucco (1983) recomendam acrescer ao meio
de multiplicacsio 0,22 uM de BAP e 0,53 uM de ANA. Estes autores,
estudando a proliferac#io de brotos a partir de segmentos nodais
de crisfntemo, obtiveram a seguinte producgdo de brotos/explante
por variedade: 28 - White Marble, 47 - Bronze Marble, 31 -
Coloured Marble, 51 - Red Marble, 42 - White Spider, 8 - Golden
Spider, 13 - Snowdon. Por um periodo de 30 dias obtiveram em
média & produgdo de 2,867 novos nés. Para a cultivar Royal Purple,
Lu, Nugent e Wardley (1980) recomendam a utilizac#io de 2,2 uM de
BAP e 5,37 uM de ANA para a produc#io de brotos e 2,2 uM de BAP em
meio para alongamento destes brotos. Em C. cocecineun, Fujii e

Shimizu (1980) obtiveram formaclo de 5-10 brotos/explante em meio



com 8,8 ud de BAP e 1,07 uM de ANA.

2.1.2 Auxinas

A biossintese de auxinas ocorre em épices jovens (Hu e
Wang, 1983) e induzem o alongamento celular em raizes e brotos,
indugdic da formac#o de raizes adventicias e, em altas
concentragées, podem causar & desorganizacdio do crescimento
(Jacobsen, 1883; Pierik, 1987).

Segundo Hu e Wang (1983), a presenca de auxinas
externas n#o promove a proliferac#io de brotos, mas podem ter
efeito no crescimento. Uma func#o possivel das auxinas no meio &
suprimir o efeito de altas concentracles de citocininas.

Em concentragdes elevadas de auxina, ocorre formacio
de calos (Hasegawa, 1878; Pierik, 1887) na base do broto,
inibindo a formac#io normal de raizes (Lane, 1878), assim, a
formacdo de raizes adventicias é favorecida por baixas
concentracgdes de auxinas (Pierik, 1887). Taiz e Zeiger (1881), ao
contrdrio, sugerem que a iniciac#io radicular pode ser estimulada
por altos niveis de auxinas. O alongamento das raizes € uma fase
muito sensivel & concentragiio de auxinas, podendo, conforme
Thimann (1877) e Taiz e Zeiger (1991), ser inibido em presenca de
concentragdes elevadas.

As auxinas 2,4-D, AIA, ANA e IBA (Thorpe, 1984;
Pierik, 1987) s#io mais comumente utilizadas. Evans, Sharp e Flick
(1881) observaram em véarias espécies cultivadas em cultura de

tecidos e produzindo brotacdes, que &s suxinas AIA ou ANA foram
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utilizadas nas concentraces 0,06 a 27,0 uM. Pierik (1887)
reconenda a wutilizacdio das auxinas IBA, ANA e 2,4-D nas
concentragdes de 0,005 a 53,7 ul. .

Estudando o efeito de ANA e AIA combinadas com BAP ou
Cin, Prasad e Chaturvedi (1888) observaram que meios com 0,53 uM
de ANA combinado com BAP em qualquer concentrag#io foi superior a
qualguer outra concentragfio de ANA ou do que o AIA para o
enraizamento da cultivar Burbal Sahni. Donato e Perucco (1883)
obtiveram 100X de enraizamento de brotos de crisf@ntemo das
variedades White Marble, Bronze Marble, Colored Marble, Red
Marble, White Spider, Golden Spider e Snowdon, cultivadas em meio
com 2,88 uM de ARA. O enraizamento de crisfintemo tem sido
observado nos meios MS (Ahmed, 19886; Fujii e Shimizu, 1980) ou
MS + 0,53 uM de ANA (Ahmed, 1886).

Segundo McCown (1888), o fator que mais afeta a
capacidade de enraizamento das microestacas é a estabilizac#o da
cultura de brofos. Uma vez que o estadio estabilizado foi
atingido, o potencial biolégico para enraizamento comeca a
funcionar. A resposta & induc#o do enraizamento por reguladores
de crescimento pode estar condicionada a este fator.

Microestacas retiradas de brotos em crescimento
geralmente enraizam mais rédpido do que as obtidas de culturas

senescentes (McCown, 1988) possivelmente devido &8 satividade do

c8mbio vascular (Davies, 1984).
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2.1.3 Bcido Giberélico (GA3)

Un dos efeitos das giberelinas €é estimular o
crescimento de 6rg#os j4 formados, mas podem também inibir =
iniciagclio de outros processos de formac#io de 6rgéios (Murashige,
1874). As giberelinas incrementam tanto a divis#io celular como o
alongamento das células, porque aumentam o nimero e tamanho das
células formadas.

George e Sherrington (1984) observam que & adig#io de
giberelina ao meio de cultura apresenta respostas adversas. Em
algumas plantas, o regulador de crescimento GA3 pode inibir a
formac#o de brotos e raizes, mesmo em meio contendo auxinas e
citocininas. Em outras ocorre efeito contrédrio: é estimulado =&
formacd@o dos brotos e raizes.

Poucas espécies, conforme Caldas, Haridasan e Ferreira
(1880), spresentam respostas & induc#o "in vitro” por giberelina.
Em gersl, os trabalhos realizados com giberelina estudam o efeito
deste regulador em embrides ou células, no entanto, raros s#@io os
trabalhos realizados testando o efeito do GA3 no crescimento de
brotos "in vitro". Sabe-se que plantas “in vivo" apresentam
respostas & aplicacdo de GA3, tendo o seu tamanho aumentado.

Earle e Langhans (1974), trabalhando com
crisfntemo, observaram gue a utilizag8o de 27,47 uM de GA3
estimulou a formac#o e o alongamento de brotos e folhas, sendo
superior & utilizac8o de cinetina isoladamente. Entretanto o

melhor resultade foi obtido utilizando-se GA3 + 8,3 uM de

cinetina.
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3 EXPERIMENTOS A E B: EFEITO DE CITOCININAS (BAP E CINETINA)
COMBINADAS COM ANA NA PROLIFERACAO DE BROTOS DE CRISANTEMO “IN
VITRO"

OBJETIVO:

Objetivou-se nestes experimentos, através da adicg#o
dos reguladores de crescimento BAP e cinetina ao meio de
cultura, combinados com ARA, maximizar a multiplicagiio de brotos

e consequentemente a eficincia da regeneracgéo "in vitro".

3.1 MATERIAL E MRTODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Escola
Superior de Agricultura de Lavras (ESAL), em Lavras, MNinas
Gerais.

Utilizou-se a cultivar Orange Reagen, que j& se
encontrava estabelecida "in vitro”. As plantas foram submetidas &
uniformizagc@io em meio contendo 75% do MS, 6% de sacarose e 0,7%
édar, para se evitar que eventuais residuos pudessem estar
presentes e influir nos resultados.

Conduziram-se dois experimentos para avaliar o
efeito de BAP x QNA e cinetina x ANA, ambos em fatorial 7 x 4,

delineamento inteiramente casualizado, em 4 repeticdey « 9 tubos
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por parcela. As concentracdes testadas de BAP foram 0,0; 1,5;
3,1; 6,2; 12,4; 24,8 e 49,7 uM e de cinetina, 0,0; 1,6; 3,2; 6,5;
13,0; 25,0; 52,0 uM. Em ambos os experimentos, combinaram-se as
citocininas com 0,0; 0,075; 0,075 e 7,5 uM de ANA.

O meio de cultura bésico utilizado foi 75% do MS, 6%
de sacarose, 0,7% de dgar e pH ajustado em 5,8, utilizando NaOH
e HCl. Distribuiu-se o meio em tubos de ensaio de dimens#&io 25 x
150 mm, colocando-se 15 ml em cada. Procedeu-se ent#o a
autoclavagem por 20 minutos, & temperatura de 121°C e 1 atm de
presséo.

A inoculag#io dos tubos foi realizada em sala
asséptica, em clmaras de fluxo laminar, utilizando como explante
segmentos nodais com duas gemas, retirados da regido mediana,
sendo colocado um segmento por tubo de ensaio.

O experimento foi conduzido em sala de crescimento,
com temperatura 26:+1°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 2500
lux de intensidade luminosa.

Apés 30 dias, efetuou-se a avaliac#io do experimento,
analisando-se nimero e tamanho (cm) de brotos, nimero de folhas,
numerd de raizes, peso (g) da matéria seca de parte aérea e dsas

raizes, peso (g) da matéria fresca dos calos.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os reguladores de crescimento BAP e ANA apresentaram

efeito significativo no desenvolvimento das plantas como pode ser
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observado na Tabela 5. A interag#o de BAP e ANA afetou o numero
e tamanho dos brotos formados, nimero de folhas, PHSraizes e
PMFcalos. O nimero de raizes n#o foi afetado pela interacgd#o
desses dois reguladores de crescimento. O nimero de raizes foi

influenciado apenas por concentracdes de BAP.

TABELA 5. Resumo das andlises de varifincia para nimero e tamanho
de brotos, nimero de folhas, peso da matéria seca da
parte aérea e de raigzes, numero de raizes e peso da
matéria fresca dos calos em func¥io de diferentes

concentracdes de BAP e ANA no‘meio de cultura. ESAL,

Lavras/MG, 1894.

Suadrados sédios e significdncia
Causas da

Variaglo 6L

M. Brotos  Tas.Brotos N.Folhas PNSpa N. Rajzes PMSralzes PMFcalos
BAP 6 0700348080 0.2705805%%  1.7993995%%  0.0000866%%  1.0234221%%  0.0000050%%  0.0455850%%
ANA 3 159317258 0.0334351%  0.3348714%%  0.0004718%%  0.0089947  0.0000000  0.012695:%

BAP x ANA 18 0,1036726"%  0.0082790%%  0.1008343%  0.0000202%  0.0141477  0.0000003%%  0.003498;8

Residuo 84  0.0263539 0.0035353 0.0573175 0.0000098 0.0108613 0.0000004 0.0047295

tvix) 9.92 2.3% 8.70 0.09¢ 3.04 0.009 1.267

1/Transformagdo raiz(x+0,5)  log(x+10) log(x+0.5) raiz(x+¢10)  raiz(x+10) raiz(x¢10}  raiz(x+10)

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
*% Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
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Utilizando-se cinetina e ANA, apenas o numero de
raizes e n#o apresentou diferences ocasionadas pelo uso combinado
destes dois reguladores de crescimento, entretanto houve efeito
qQuando utilizados isoladamente. A Tabela 6 apresenta a anélise de

varifincia deste experimento.

TABELA 6. Resumo des andlises de varifincia para niimero e tamanho
de brotos, nimero de folhas, peso da matéria seca da
parte @aérea e de raizes, nimero de raizes e peso da
matéria fresca dos ‘calos em fungfio dos niveis de

cinetina e ANA no meio de cultura. ESAL, Lavras/MG,

1994,

Causas da Quadrados sédios e significancia
Variagdo 6L

N.Brotos!/ Tas.Brotos?/ N.Folhas!/ PHSpal’ N.Rafzess/ PHSraizesS/ PHFcalos 3/

Cinetina 6 0.0566886%" 0.5682177%" 0,2993290%% 0000070438 1.5571704%% 0.0000026%% 0.0139403%"
ANA 3 0.1165291%% 3.7001231%% 1.4922434%% 0.0006865%% 0.1952389%% 0.0000000  0.0202850°
CinetinaxANA 18 0.0068253%% 0.1295097%% 0.0820007%% 0.0000303%% 0.0309857  ©.0000063%" 0.0019050%%

Residuo B4 0,0025169  0.0829399  0.0296763  0.000609%  0.0225435  0.0000001  ©.0005442

Vi) 1.958 12.686 4.845 0.438 .84 0.015 1.006

1/ Dados transformados segundo raiz(x+5)
2/ Dados transformados segundo raiz(x+0)
3/ Dados transformados segundo raiz(x+10)
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
¥k Significativo a0 nivel de 1% de probabilidade
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As citocininas wutilizadas n#o foram efetivas na
formacéo de brotos, como pode ser observado nas Figuras 17 e 18,
Mesmo utilizando concentragcles elevadas, o -nimero de brotos
formados foi pequeno (variando de 1 a 5 brotos/explante),
principalmente comparando-se &ao que Roest e Bokelmann (1875);
Donato e Perucco (1883); Prasad e Chaturvedi (1888); Bhattacharya
et al. (1980); Lu, Nugent e Wardley (19890) e Fujii e Shimizu

(1890) obtiveram com outras variedades de crisfintemo.

v‘:zmm-omm: Aemo
s — A zmw.nzzm‘ dewse
¥,o 297508 - 1291500 Aot
Iy Y2 3300 0021542 + 7450281X - 482 121170808x Ao 100
¥ 2 3665 19968253 « 1521 740097 - 905 Se0e16700x He w0
o Y2 5096 . 16036082 + 1183 7021 - 784 97303TR0x e 100

NUMERO DE BROTOS
<«

CONCENTRACOES DE ANA (uM)

*0.01.5—3.] %62 %124 ¥#24.8 +49.7
CONCENTRACOE_S DE BAP (uM)

FIGURA 17 - Nimero de brotos obtidos em diferentes
concentracdes de BAP € ANA no meio de culturs.

ESAL, Lavras/MG, 1984.
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FIGURA 18 - Numero de brotos obtidos em diferentes

concentracdes de cinetina e ANA no meio de

cultura. ESAL, Lavras/MG, 1894.

N&o foi observada a formac@o de rosetas nos cortes da
estaca, estrutura caracteristica de organogénese dos brotos. Os

brotos formados originaram-se de brotacdes das gemas e 4s vezes

da base da estacsa.

Maior nimero de brotos foi | obtido utilizando
concentracdes mininas ou nula de ANA. Aumentando-se o nivel desta
auxina no meio de cultura, houve tend&ncia de diminuir o numero
de brotos formados. Por outro lado, este efeito ndo foi observado
na auséncia de citocininas no meio de cultura. Observa-se nas
Figuras 17 e 18 que ocorreu a producéio de apenas um broto e foi
constante, independente da conq?ntracio de ANA utilizada.

A cultivar Burbal Sahni estudada por Prasad e



74

Chaturvedi (1888) ao contrério, n#o apresentou brotacdes em meios
sem citocinina, mesmo na& presenca de ANA, indicando a
essencialidade dos reguladores de crescimento para esta
variedade, porém este efeito n#o ocorre pare a variedade testada
no presente experimento.

Na Figura 17, observa-se que a produci#o de brotos foi
superior a trés por explante somente quando se utilizou acima de
6,2 ud de BAP e 0,0 de ANA.

A cinetina foi menos efetiva do que o BAP na
proliferacdio de brotacdes (Figura 18), efeito este, j& observado
por Prasad e Chaturvedi (1988). Ocorreu uma produgdo média
préxima de dois brotos por explante para todos o0s niveis
utilizados, & excecdo dos meios sem este regulador de
crescimento.

O wuso de concentragdes elevadas de reguladores de
crescimento ndo proporcionou acréscimo no nimero de brotos
obtidos, principalmente considerando-se que dois dos brotos
produzidos, eram provenientes das gemas presentes no segmento
nodal.

A inducdo de brotagdes “in vitro" ocorre pelo
desequilibrio hormonal induzido por uma concentrac#o adequada e
balanceada de reguladores de crescimento adicionados ao meio. A
resposta & este processo depende de fatores inerentes & planta.
Blakesley e Constantine (1892) j& haviam observado que 0
crisﬁntemo tem pequena absorg#io de BAP "in vitro”.

A ac3o de reguladores de crescimento depende Aa

presenca de receptores especificos a nivel celular. Um receptor
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crescimento, por exemplo), gerando respostas consequentes destas
ligacdes (Napier e Venis, 1880; Taiz e Zeiger, 1881). A CBP -
Cytokinin-binding protein = proteina ligante de citocinina
(Brinegar, Stevens e Fox, 1885) ou também denominada de CBF -
Cytokinin-binding factor = fator de ligac8o de proteina (Taiz e
Zeiger, 1991) atua como receptor especifico para citocininas.
Brinegar, Stevens e Fox (1885) discutem a CBP n&o como um
receptor, mas como uma proteina sequestradora de citocininss,
regulando assim a concentrag8o de citocininas.

Somente conhecendo-se a fung#io das proteinas ligantes
poderéd se dizer se elas si#o ou nio receptores. Napier e Venis
(1880) recomendam a utilizac#io dos termos "sitios 1ligantes" ou
"proteinas ligantes" ao invés de receptores.

A eficiéncia das citocininas é dependente ent#o da
presenca destas "proteinas ligantes" em quantidade e
especificidade satisfatérias para provocar respostas desejaveis,
Isto sugere que a auséncia de respostas para a cultivar Orange
Reagen, mediante a inducg#io de citocininas pode ser devido &
auséncia destas "proteinas ligantes” especificas ou & presenca
destas em quantidades limitantes para proporcionar respostas
desejéveis, como & proliferagéio de brotos.

Nas Figuras 19 e 20 observa-se que o tamanho de
brotos foi influenciado pelas concentracdes elevadas de
citocininas e de ANA. Brotos de maior tamanho foram obtidos em
meios sem reguladores de crescimento. Em segmentos nodais que
produziram maior numeroc de bgptos, estes ocorreram em menor.

tamanho, ao contrario, onde obteve-se a formacio de apenas um



broto, com

concentracdes de ANA utilizadas.
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cultura. ESAL, Lavras/MG, 1994.

0 nimero de folhas observadas nos brotos foi maior nas
concentracSes mais baixas de BAP (0,0 a 12,4 uM) ou cinetina (0,0
ou 1,86 uM) (Figuras 21 e 23). Os brotos produzidos nestas
concentragSes foram os de maior tamanho, como j& observado nas
figuras 19 e 20. Em meios com menor concentracio de citocininas,
ocorre menor brotagsio, entretanto, o tamanho dos brotos
proporciona a obtencéio de maior nimero de segmentos nodais, e
consequentemente, mais explantes. Em brotos com tamanho préximo a
3 cm, pode-se obter em média 7 novos explantes por repicagen.

As concentragSes de ANA tiveram pequena influncia
sobre o nimero de folhas, como pode ser observado nas figuras 22

e 23, apresentando pequenas variagdes entre as concentragdes de

ANA utilizadas.
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FIGURA 23 - Numero de folhas formadas em diferentes

concentracdes de cinetina e ANA no meio de

cultura. ESAL, Lavras/MG, 1994.
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O PMSpa decresceu linearmente & medida que se elevou
o nivel de ANA no meio (Figuras 24 e 25). Em meios sem
citocininas, no entanto, o PMSpa apresentou valores constantes,

n8o sendo influenciado pelos niveis de ANA.

Y2 0084026 -00400178X A= p40S
. Y 20008157 - 004563 'a 010
v"‘-ooazm - 00301882 a.'- 2038
Y 00015000218k A= 0058
Y 20071001 -0048431x W' 078
Y = 005126 - 00311008

0.08

3

PMSpa (g)

o
2

0.02

CONCENTRACOES DE ANA (uM)

k0~ 1.5 73,1 %6.2 %124 %248 + 40.7/
CONCENTRACOES DE BAP (uM)

FIGURA 24 - Peso da matéria seca da parte aérea obtido em
diferentes concentracdes de BAP e ANA no meio de

cultura. ESAL, Lavras/MG, 1994.
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FIGURA 25 - Peso da matéris seca da parte aérea obtida em
diferentes concentractes de cinetina e ANA no

meio de cultura. ESAL, Lavras/MG, 1994.

Nas Figuras 26 e 27 nota-se que 0 s8sumento da
concentracéio de BAP ou de ANA afetou o numero de raizes formadas.
Acima de 6,2 uM de BAP, a formac#io de rajzes nos segmentos nodais
€ minima, sendo que maior nimero de raizes foi obtido quando na
auséncia deste regulador. Também em meios sem ANA, obteve-se
maior nimero de raizes, ocorrendo pequeno decréscimo a medida que
se aumentou as concentragdes desta no meioc de cultura, sem
contudo ocorrer inibic#o. Este resultado concorda com as
observacSes de Hasegawa (1979), Pierik (1887) e Lane (1878), que
observaram menor formacdo de raizes ou inibigc#io em meios com

elevadas concentracSes de suxinss.
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Em meios com cinetina em concentracdes superiores a
26,0 uM (Figura 28), ocorreu também inibic#o da <formac#io de
raizes , sendo maior nimero de raizes observado em meios onde ni#o

se utilizou a cinetina ou em baixa concentracsio (1,6 uM).

o Yo 355474 10800080 ¢ oot0ussx’ e emie

NUMERO DE RAIZES

CONCENTRACOES DE CINETINA (uM)

FIGURA 28 - Nomero de raizes formadas em diferentes

concentragdes de cinetina no meio de cultura.

ESAL, Lavras/MG, 1994.



84

Ao contrario do que se observou em meios com BAP e
ANA, nos meios com cinetina e ANA, o nimero de raizes n#o foi
afetado pela elevacdo dos niveis de ANA (Figur; 28). O nuimero de
raizes sapresentou-se constante apesar de ter ocorrido uma 'menor

formac3o em meios com 7,5 uM.
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FIGURA 29 - Ndmero de raizes formadas em diferentes

concentracdes de ANA no meio de cultura. ESAL,

Lavras/MG, 1994.



Donato e Perucco (1883) e Prasad e Chaturvedi (1888)
registraram como boas concentragdes para enraizamento de
crisfintemo, 2,68 e 0,53 uM de ANA, respeﬁtivamente. Como
observado neste experimento, concentragdes mais baixas de ANA
(0,0 a 0,75 uM) proporcionaram maior formacio de raizes. 0
nimero de raizes formadas pode ser conseqiiéncia das combinacdes
de reguladores de crescimento ou da adaptac#io e estabilizac#o dos
explantes no meio de cultivo, conforme j& observado por McCown
(1988).

Nas figuras 30, 31 e 32 est#io representados os
resultados observados para peso da matéria seca das raizes. Enm
meios sem BAP observa-se que houve influ8ncia dos niveis de ANA,
ao contrério, quando se utilizou BAP, n&o houve efeito da auxina.
Pelo nidmero de raizes obtidas, observa-se que foi pequena a
formac@io de raizes em concentracdes elevadas de citocininas, o
que Jjustifica o menor peso obtido nestes niveis. A cinetina ni#o
mostrou interagfio com ANA para o PMSraizes observado. Observa-se

na Figura 32 que em concentracdes elevadas de ANA obteve-se

maiores valores.
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FIGURA 32 - Peso da matéria seca das raizes obtidas em
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cultura. ESAL, Lavras/MG, 1994.

Observou-se nestes experimentos a formag#io de calos na
base das estacas sendo a presengca de BAP ou cinetina no meio de
cultura fundamental como pode ser observado nas Figuras 33 e 34.
Em meios sem citocininas, observou-se formac#io de pequenos calos

na presenca de 7,5 uM de ANA ou mais.
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Na formac#io de calos houve pequena influéncia das
concentragdes de ANA testadas, ao contrdrio do que Hasegawa

(1879) e Pierik (1987) sugeriram, atribuindo a formac#o de calos

a elevadas concentracdes de auxinas.

A formac8o de raizes também nEo foi inibida pels
presenca de calos na base da estaca, como j& observado por Lane
(1878). O numero de raizes foi influenciado principalmente pelas

concentragcdes de ANA e citocininas e ocorreram em estacas com

calos, embora em menor nimero.

3.3 CONCLUSXO

N&o houve efeito satisfatério das citocininas na

proliferaciio de brotos. O BAP apresenta a tendéncia de maior

efetividade do que & cinetins. Apesar do pequeno efeito dos
reguladores de crescimento, pode-se recomendar a utilizac8o de

6,2 ou 12,4 uM de BAP no meio de cultura, e n8o se utilizar ANA,

para manter a produc#oc de brotos média em dois/explante e o

enraizamento destes.
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4 EXPERIMENTO C: EFEITO DO ACIDO GIBERBLICO (GA3) SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS DE CRISANTEMO CULTIVADAS “IN VITRO"

OBJETIVO

Objetivou-se incrementar o crescimento de brotos
através da adigc#io do GA3, objetivando-se assim = producéo de

maior nimero de microestacas/planta.

4.1 MATERIAL E MRTODOS

Desenvolveu-se o experimento no Laboratério de Cultura
de Tecidos do Departamento de Agricultura da Escola Superior de
Agricultura de Lavras (ESAL), em Lavras, Minas Gerais.

Para o ensaio foi utilizada a cultivar de crisfntemo
Orange Reagen, Jj& estabelecida "in vitro" e submetida &
uniformizacio em meio com 75% do MS, 6% de sacarose. O
experimento foi instalado utilizando delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeti¢cdes e 3 tubos por parcela,

0 meio bésico constituiu-se de 75% do MS, 6% de
sacarose, 0,7% de agar, 6,2 uM de BAP, acrescido de 0,0; 1,37;
2,75; 5,5; 11,0; 22,0 e 44,0 uM de GA3. Ajustou-se o pH para 5,8
antes do processo de autoclavagem, realizado a 121°C e 1 atm, por

20 minutos. . ' -

Os explantes (segmentos nodais com duas gemas) foram
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inoculados em c@mara de fluxo laminar, colocando-se um por tubo
de ensaio contendo 15 ml de meio de cultuga. Conduziu-se o
experimento em sala de crescimento, com temperatura 26+ 1°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 2500
lux.

Trinta dias ap6s a instalaclio do experimento
efetuou-se a avaliag#io, analisando-se os seguintes parfimetros:
nimero e tamanho (cm) de brotos formados, nimero de folhas,
nimero de ralizes primarias, peso (g) da matéria seca da parte

aérea e das raizes e peso (g) da matéria fresca dos calos.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSKO

Un dos objetivos de se utilizar GA3 em meio de
cultura, é g obtenc#o de plantas de- maior tamanho. Para a
cultivar estudada no entanto, o GA3 n#o influenciou o tamanho dos

brotos produzidos, assim como o nimero de brotos obtidos por

explante. Observa-se na Tabelsa 7 que apenas o nimero de folhas e

0 peso da matéria seca da parte aérea apresentaram diferencas nas

concentracles variadas de GA3.
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TABELA 7. Resumo das analises de varifincia para nimero e tamanho
de brotos, nimero de folhas, peso da matéria seca da
parte aérea em funcdo de diferentes concentractes de

édcido giberélico (GA3). ESAL, Lavras/MG,1994.

Guadrados addios e significdncia 1

Causas da Variago 6L

N.Brotos Tan.Brotos N.Folhas _PiSpa
6A3 [ 0.0130969 0.0287335 0.12216b1 83 0.0002130 83
Residuo 21 0.0214778 0.0117474 0.0§57438 0.0000336
cv (%) 8.93 B.43 3.4 0.79

1/ Dados transformados segundo raiz(x+0.5)
* Significativo so nivel de 5% de probabilidade
¥k Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Observa-se que n#o houve producio significativa de
brotos, sendo que os brotos formados originaram da brotacédo
simples das gemas presentes no segmento nodal.

N&o houve diferencga no tamanho dos brotos ocasionada
pela utilizacdio de GAS3 no meio de cultura, com tendé&ncia de
ocorrer brotos maiores quando n#o se utilizou este regulador de
crescimento Observou-se também que o nimero de folhas formadas
ndo foi influenciado pelos diferentes niveis de GA3 utilizados.

0 nimero de folhas ja& havia sido demonstrado por
Earle e Langhans {1974) que fora incrementado com a utilizag#io de

GA3. Na variedade testada nesse experimento, no entanto, o nimero .
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de brotos também ndo apresentou respostas satisfatérias com as
observadas por estes autores.
As concentracdes de GA3 n&o influenciaram o pesoc da

matéria seca (PMSpa) da parte aérea, porém este apresentou

maiores valores em meios sem GA3.

Ndo se observou inibic#o da formac#io de parte aérea
como j& descrito por George e Sherrington (1884), mas a formac#o
de raizes foi totalmente inibida pela adic#io de GA3 ao meio de
cultura. O GA3 nd3o teve efeito no alongamento dos brotos, como se
esperava observar nesse experimento. A inefetividade do GA3 pode
ser atribuida & ausé&ncia de receptores especificos para este
regulador de crescimento, assim como j& discutido por Brinegar,
Stevens e Fox (1985) e Napier e Venis (1990) para @& agd#io de
citocininas. N&o foi observado formagéio de calos, apesar de ter-
se usado no meio de cultura BAP, e este ter proporcionado a
formac&o de calos, como observado no experimento anterior. O GA3

pode ter efeito inibitério neste processo.

4.3 CONCLUSAO

A adigc#o de GA3 ao meio de cultura n#&o proporcionou
incremento no tamanho e nimero dos brotos formados, e ainda

causou a inibic8o da formac#io de raizes.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem
concluir que a cultivar de cris@ntemo Orange Reagen apresents
comportamento diferenciado no cultivo "in vitro". Esta cultivar
nao apresentou respostas satisfatériaes em presenca de
reguladores de crescimento, n#io emitindo brotos, como normalmente
ocorre com outras cultivares e espécies.

Observou-se ainda & insensibilidade desta cultivar &
variacdes de pH e concentracdes do agar adicionado ao meio. No
entanto, apresentou bom desenvolvimento em meios com menor
concentracéo de nutrientes em relacio ao MS (75%), inclusive
quanto ao nivel de nitrogénio. Este meio proporcionou ﬁelhor
resultado quando combinado com 6% de sacarose.

A partir dos resultados obtidos pode-se sugerir o
seguinte meio de cultivo "in vitro" para a cultivar Orange
Reagen: 75% do MS, 6% de sacarose, 0,7% de dgar, 6,2 ud de BAP e
pH ajustado em 5,8,

A micropropagacéio comercial desta variedade s6 devers
ser sugerida para produc@io de plantas matrizes, pois o PEQUEno

nimero de brotos obtidos eleva os custos de producdo.
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BIBLIOTECA CENTRAL @ E SAL

TABELA 1A. Meio MS (Murashige & Skoog, 1862)

Componentes Concentracdes(mM)
NH4NO3 20.60
KNO3 18.80
CaCl2.2H20 2.99
MgS04.7H20 1.50
KH2P04 1.25
MnS04,4H20 0.1000
ZnS04.7H20 0.0299
H3BO3 0.1000
K1 0.0050
NaZMo04.2H20 0.0010
CuS04.5H20 0.0001
CoC12.6H20 0.0001
Na2 . EDTA.2H20 0.1000
FeS04,7H20 © 0.1000
Glicina 0.0266
Acido Nicotinico 0.0040
Piridoxina HC1 0.0024
Tiamina HC1 0.0003
MioInositol 0.55

Sacarose 87.60
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TABELA 2A. Concentrec¢des dos componentes do meio MS
utilizadas segundo as porcentagens requeridas
para os tratamentos. ESAL, Lavras/MG, 1894.
TRATAMENTOS (%)
Componentes o 25 50 75 100 125 150
MACRONUTRIENTES (mM)
NH4NO3 0 5.150 10.30 15.45 20.80 25.75 30.90
KNO3 0 4.700 9.40 14.10 18.80 23.50 35.25~
CaCl.2H20 0 0.747 1.48 2.242 2.88 3.73 5.59%
MgS04.7H20 0 0.375 0.7 1.125 1.50 1.87 2.80°
KH2P04 0 0.312 0.62 0.837 1.25 1.56 2.34
MnS04.4H20 0 0.025 0.06 0.075 0.10 B8.12 0.15
MICRONUTRIENTES (uM)
ZnS04.7H20 0 7.475 14.95 22.425 28.9 37.375 44.85
H3BO0O3 0 25 50 75 100 125 150
KI 0 1.25 2.5 3.75 5.0 6.25 7.5
Na2Mo.2H20 0 0.25 0.50 0.75 1.0 1.25 1.5
CuS04.5H20 0 0.025 0.050 0.075 0.10 0.125 0.150
CoC12.6H20 0 0.025 0.050 0.075 0.10 0.125 0.150
NaZ2EDTA.2H20 0 25 50 75 100 125 150
FeS04.7H20 < 0 25 50 75 100 125 150
AMINOACIDO (uM)
Glicina 0 6.65 13.3 18.85 26.86 33.25 39.9
VITAMINAS (uM)
Acido nicotinico 0 1.0 2.5 3.0 4.0 5.0 6.0
Piridoxina HC1 0 0.6 1.2 1.8 2.4 3.0 3.8
Tiamina HC1 0 0.075 0.15 0.225 0.3 0.375 0.45
0 137.5 275.0 412.5 550.0 687.5 825.0

MIOINOSITOL (uM)
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TABELA 3A. Concentragdes (mM) de nitrogénio total utilizado, em
funcéio dos tratamentos. ESAL, Lavras/MG, 1894.

TRATAMENTOS (X)
NITROGENIO

0 25 50 75 100 125 150

NH4NO3 6 5,15 10,30 15,45 20,80 25,75 30,80
KNO3 0 4,70 8,40 14,10 18,80 23,50 28,20
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TABELA 1. Andlise de varifincia e regresséio para nimero e

tamanho de

brotos, niumero de folhas, peso da

matéria seca da parte aérea e das raizes em

funcfio de concentracdes de meio MS e sacarose.

ESAL, Lavras/MG, 1894.

Quadrados addios e significancia

Causas da Variagdo 6t
N.Brotos Tan.Brotos N.Folhas PKSpa PHS raiz
Satarose: NS 0 ) (5)
linear 1 0.0002937 0.0020301 0.0962394 0.0000000 0.0000006
quadratica | 0.0002588 0.0000201 0.0365345 0.06000000 0.0000000
cibica 1 0.000117} 0.0000067 0.0097870 0.0000000 0. 0000000
desvios regresso 2 0.0001432 0.0012730 0.0294737 0.0000000 0.06000000
Sacarose: NS 25% {3}
linear 1 0.0000006 0.0328864 83 0.0131332 0.0000030 ¢ 0,0000010 8¢
quadrética 1 0.0003838 0.2103205 8¢ 0.9175441 83 0.0000032 8  0.0000004
tobica | 0.0034744 8 0,1473080 8¢ 0.1966969 88 0.0000007 0.0000001
desvios regressio 2 0.0009671 0.0414791 88 0.0825090 88  0.0000000 0.0000000
Sacarpse: BS 501 (3)
linear 1 0.0039905 ¢ 0.0007150 0.035342¢9 0.0000139 88 0.0000052 83
quadrética 1 0.0024511 0.1043478 81 0.4517306 88 0.0000009 0.0000005
cibica | 0.0001304 0.0877857 83  0.1057457 88 0.0000000 0.0000001
desvios regressio 2 0.000§365 0.0162924 §8  0,0314040 0.0000001 0.0000000
Sacarose: MS 751 {5)
linear 1 0.0106662 88 0.0340292 83 0.0550999 ¢  0.0000248 88 0.0000012 &8
quadratica 1 0.0015028 0.2069351 83 0.9863525 88 0.0000021 §  0.0000002
cubica i 0.0012692 0.0034139 0.0118158 0.0000005 0.0000002
desvios regressio 2 0.0005124 0.0268457 88 0.0264653 0.0000003 0.0000001
Sacarose: MS 100% (5)
linear 1 0.0034882 ¢ 0.0289943 85 0.1514544 88 0.0000130 81 0.0000008
quadrética 1 0.0001962 0.0856739 88 0.5380341 83  0.0000019 0.0000000
cibica 1 0.0000126 0.0484237 8¢ 0,3451243 88 0.0000000 0.0000000
desvios regressio 2 0.0004748 0.0092523 8 0.1104462 83 0.0000001 0.0000000
Bacarose: NS 125% (5)
linear 1 0.0000000 0.0636970 ¢¢  0.5068750 $2  0.0000001 0.0000000
quadratica 1 0.0000000 0.0566315 88 0.5077830 85  0.0000042 88 0.0000001
cibica 1 0. 0000000 0.0292126 88 0.1918654 88  0.0000010 0.0000000
desvios regressio 2 0.0000000 0.0152364 85 0.0368816 ¢ 0.0000000 0.0000000

"Continua..."
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“TABELA 1, Cont."

Sacarose: NS 1501 {5)
Finear 1 0.0000000 0.1124223 8¢ 0.2062510 88  0.0000085 0.0000002
quadrética 1 0.0000000 0.0439397 ¢ 0,5521783 88 0.0000002 0.0000001
tbbica | 0.0000000 0.0165540 ¢ 0,23395625 81 0.0000001 0.6000000
desvios regressio 2 0.0000000 0.0023066 0.0689502 §3  0.0000213 88 0.0000022 88
Residuo 126 0.0006734 0.0028060 0.0107724 0.0000005 0.0000001

TABELA 2. Resumo das andlises de variéncia e
regressio para nuimero de raizes para

niveis de sacarose e de meio MS. ESAL,

Lavras/MG, 1894.

Quadrados médios e

significfincia
Causas da Variag&io GL
N.Raizes
Sacarose (5)
linear 1 2.8826232 xx
quadrética 1 2.1288375 *xx
cibica 1 0.8785709 *x
desvios regress&o 2 0.4366685 *x
Residuo 0.01982679
MS (6)
linear 1 0.0604281
quadrética 1 0.4366141 *x
ctibica 1 0.1528261 *x
desvios regressio 3 0.0567988 x
Residuo 0.0192678

*k Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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TABELA 3. Andlise de varifincia e regress#o para

nimero e tamanho de brotos, nuimero de

folhas, peso da matéria seca da parte

aérea e das raizes em diferentes niveis de
sacarose e nitrogénio no meio de cultura.

ESAL, Lavras/MG, 1894.

Quadrados eédios e significdncia

Causas da Variagdo 58
N.Brotos Tan.Brotos N.Folhas PSraiz
Sacarose:Nitrogénio 0 X (5)
linear t 0.1862128 83 0,0133713 11,4939272 8¢ 0.0000000
quadratica | 0.0401689 88 0,0012600 1.98560838 8¢ 0.0000000
tobica | 0.0034894 0.0000007 0.0948743 0.0000000
gesvios regressdo 2 0.0007948 0.0001141 0.0020172 0, 0000000
SacarosesNitrogénio 251 (5)
linear 1 0.0040735 0.0060027 0.1156869 0.0000000
quadratica | 0.0154565 0.3844044 8¢ 1,3876701 88 0,0000000
tobica i 0.0686034 88 0.0309435 1.1894709 8¢ 0,000000]
desvios regressdo 2 0.0090464 0.0740154 83 0,6824496 88 0.0000001
Sacarose:Nitrogénio 50X  {5)
linear 1 0,0048247 0.0018526 1.6641220 88 0,0000001
quadratica f 0.0572371 8¢ 0.4727810 83 1,5859015 88 0.0000050 88
cobica i 0.0056347 0.2482926 88 1,4209189 83 0.0000003
desvios regressdo 2 0.012685¢ 8§  0,0393553 ¢ 0,2275658 0. 0000000
Sacarose:Nitrogénio 75X  (5)
Yinear { 0.0758927 8¢  0,0833457 8¢ 0,2534311 0.0000001
quadratica i 0.0138415 0.3254263 88 1.5606665 88  0,0000003
tibica i 0.0219454 & 0,1204237 88 1,6365726 88 0,0000002
desvios regressio 2 0.0442805 88 0.0055649 0.1060750 0.0000000
Sacarose:Nitrogénio 100% (5)
linear 1 0.0288967 88 0.0275826 0.4478018 §  0,0000002
quadratica i 0.0571681 8% 0.4597260 8¢ 1.5561074 88 0.0000024 $8
chbica 1 0.0018301 0.1195134 88 2.6170056 88 0.0000017 8
desvios regressso 2 0.0129552 ¢  0.0418952 ¢  0.4081091 88  0.0000001

“"Continua..."”
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Bacarose:Nitrogbnio 1251 ($5)

linear 1 0.0049838 0.0252178 0.5260520 88 0.0000004
quadratica 1 0.56B5015 88 0,5988509 88  1.5674124 ¢  0.0000003
ctibica 1 0.0056490 0.1343140 88 2,0185255 88 - 0.000000)
desvios regressdo 2 0.0057273 0,0336337 ¢ 1.8%00906 83 0,0000000
SacarosesNitrogénio 1501 (5)
linear { 0.0114788 0.0092989 1.1433297 8¢ 0.0000000
quadratica i 0.0611728 88 0.5B800969 8%  1.7156448 8¢ 0,0000000
todica 1 0.0054872 0.1092974 88  2.3551636 8¢ 0.0000000
desvios reqressdo 2 0.0170085 &  0,0088819 0.3070688 s  0.0000000
Residuo 126 0.0040857 0.0091707 0.0773393 0.000002

108
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TABELA 4. Resumo das andlises de varifincia e
regresséo de peso da matéria seca da
parte aérea, nimero de raizes para
diferentes niveis de sacarose &

nitrogénio no meio de cultura. ESAL,

Lavras/HG, 1894.

Quadrados médios e

signific@ncia
Causas da Va:iacio GL
PHMSpa N.Raizes
Sacarose (5)
linear 1 0.0052261%x 0.0558800
quadrética 1 0.0227648x%x 1.3023837%xx
cubica 1 0.0021547 x 0.1121905 x
desvios regressgo 2 0.0005973 0.0185168
Residuo 126 0.0005170 0.0270563
Nitrogénio (6)
linear 1 0.0028604 % 0.0042740
Qquadrética 1 0.0045130%% 0.3432290%%
cubica 1 0.0013391 0.0000050
desvios regress#sioc 3 0.0003133 0.0273862
Residuo 126 0.0005170 0.0270563

* Significativo ao nivel de 5% de pirobabilidade
¥k Significativo aoc nivel de 1% de probabilidade
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Anédlise de varifincia e regressi#o para peso

da matéria seca da parte aérea e nimero de

raizes

dgar e pH. ESAL, Lavras/MG,

1984.

em fung@io de diferentes niveis de

Quadrados médios e

significlncia
Causas da Variacio GL
PMSpa N.Raizes

pH: Agar 0 X (5)

linear 1 0.0000024 0.06984247

guadréatica 1 0.0000030 0.0000351

cibica 1 0.0000001 0.0862285

desvios regresséo 2 0.0000001 0.0203828
pH: Agar 0.35% (5)

linear 1 0.0001379%% (0.0763992

quadrética 1 0.0000428%x%x 0.0007551

cibica 1 0.0000118 x (0.0028917

desvios 2 0.0000065 0.0531165
pH: Agar 0.7% (5)

linear 1 0.0000018 0.0058402

quadrética 1 0.0000004 0.0012640

cibica 1 0.0000000 0.0137366

desvios regresséo 2 0.0000001 0.0289138
pH: Agar 1.05% (5)

linear 1 0.0000008 0.0009694

quadratica 1 0.0000003 0.15198408%

cibica 1 0.0000002 0.0413363

desvios regress8o 2 0.0000007%xx (0.0306188
Residuo 84 0.0000025 0.0230608

* Significativo.ac nivel de 5% de probabilidade
¥ significativo ao nivel de 12 de probabilidade



TABELA 6. Andlise de

nimero de folhas em diferentes niveis de

varifincia

e regress#io para

dgar e pH. ESAL, Lavras/MG, 1984.

Quadrados médios e

signific8ncisa
Causas da Variag#io GL
N. Folhas
Agar (3)
linear 1 0.0000375
quadritica 1 0.0481886%
cibica 1 0.0681112x%
Residuo 84 0.0113343
pH (6)
linear 1 0.0014568
quadrética 1 0.0258689
cibica 1 0.0140007
desyios de regressé#o 3 0.0065811
Residuo 84 0.0158358

A

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

in
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TABELA 7. Andlise de varifincia e regress#o para nimero e

tamanho de brotos, numero de folhas. peso da

matéria seca da parte aéreas e das raizes e peso da

matéria fresca dos calos em funcéio de diferentes
concentracdes de BAP e ANA no meio de cultura.
ESAL, Lavras/NG, 1994.
Buadrados aédios e significancia
Cavsas da Variagdo 6L
N.Brotos Tan.Brotos  N.Folhas PHSpa PHSraizes PAFcalos
ANA:BAP O ul {3)
linear 1 0.0000442 0.02173588  0,0856923  0.0000004 0.000000838  0,0021616
quadratica | 0.0000810 0.0060185 0.0049502 0.0000000  0,00000048 0.0000488
cibica )| 0.0001773 0.024677688  0.0229545 0.0000000 0.0000000 0.0000000
ANASBAF 1.5 ul (3)
linear 1 0.471246788  0.0056872 0.0027455  0,000328388 0.0060000 0.0002004
quadrética 1 0.0§59848 0,0031456 0.0906429 0.0000125 0.0000000 0.0041230
cibica ] 0.0077373 0.0000156 0,02456522 0.0000079  0.0000000 0.0035053
ANA:BAP 3.1 uM (3)
linear i 0.6B2767788  0,0230579% 0.0002495 0.000172388  0,0000000 0.0019371
quadritica i ¢, 0400934 0.000854( 0.1020162 6. 0006005 0.000000¢ 0.0019532
tobica 1 0.0096986 0.0002736 0.002934} 0.0000050  0,0000000 0.00§2973
ANGBAF 6,21 uN 3)
linear | 0.797156188  0,061956288  0.577355788 0.0004317¢8  0.0000000 0.0054166
quadratica 1 0.0000324 0.0000202 0.0000630  0,0000049 0.0000000 0.0032284
cibica 1 0.16641788 0.00300462 0.31652378  0.0000232  0.0000000 0.0038912
ANASBAP 12,43 uN  (3)
linear | 0.709014288  0.047145588 0.737397888  0.000305688  0.0000000 0.08720261%
quadratica i 0.0001554 0.0013156 0.1988258 0.0000040 0.0000000 0.0000005
tdbica 1 0.23712928%  0.0008557 0.1558939  0.0000059 0.0000600 0.0000334
ANA:BAP 23.97 ub  (3)
linear )| 0.514854188  0,01556048 0.0199186  0.000321588 0.0000000 0.032310788
quadrética 1 0.0419538 0,0088950 0.25504658  0.0000005  0.0000000 0.0003859
cibica | 1.1§20650(l 0.0191099¢  0,1507437 0.0000002  0.0000000 0.00703598

"Continua..."
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ANA:BAP 49.73 WM (3) N

linear L 1,350703088 00054952 0.0128738  0.000133388 0.0000000  0.0012876
quadrdtica 1 0,0027034  0.0003467  0,0054161  0.0000000  0.0000000  0.01487243
cdbica 1 0.435678688  0.0001861  0.0727148  0.0000263  0,0000000  0.0003479

Residuo 84 0.0263559 0.0035353 0.0573175  0.0000098  0,0000001 0.0047295

* BSignificativo ao nivel de 5% de probabilidade
*¥ significativo 8o nivel de 1X de probabilidade

TABELA 8. Resumo das analises de varifincia e
regressfio para nimero de raizes em
diferentes concentragdes de BAP e ANA no

meio de cultura. ESAL, Lavras/MG, 1894.

Quadrados médios
e significlncia
Causas da Variacéo GL

N.Raizes
BAP (8)
linear 1 1.5530380 *x
guadrética 1 1.6407461 *x
cibica 1 1.8317629 *xx
desvios regress#o 3 0.4383344 xx
Residuo 0.0101613
ANA (3)
linear 1 0.0250530
quadrética 1 0.0010449
cibica 1 0.0008035
Residuo 0.0101613

* Significativo ao nivel de-sz de probabilidade
*% Significativo ao nivel de 1X de probabilidade



TABELA 8. Andlise de varifincia e regress#io para ntimero e

tamanho
matéria seca da parte aérea e das raizes,
da

diferentes de

matéria

fresca dos

cinetina

cultura. ESAL, Lavras/MG,

de brotos, nimero de folhas,

calos

e ANA
1894.

emn

peso da

peso

niveis

no meio de

Causas da Variagdo 6L

Buadrados médios e significancia

N.Brotos  Tas.Brotos  N.Folhas PNSpa PMSraizes  PMFcalos
ANA:CIN O uN (3)
linear 1 0.0000001  0.0043953  0.0016723  0.0000000  0.00000126¢ 0,0030720 8
quadratica 1 0.0000002  0.0062688  0.0004599  0,000005f  0.0000003  0.0007327
thbica 1 0.0000005  0.0000996  0.0002275  0.0000004  0.0000000  0.0023437 ¢
ANA:CIN 1,62 ul  ({3)
inear 1 0.045131088 2,32983B588  0.92832578% 0.000317988 0.000001388 0,0002337
quadratica 1 0.018397208  0.0152681  0,0565531  0.0000298  0.000000¢  0.009252488
thbica 1 0.0037824  0.1126786  0,0236758  0.000007§  0.0000001  0.0027165 §
ANA:CIN 3.25 ud  (3)
linear i 0.062804288  2,738031388 1.104936088 0.000327688 0.0000000  0.0054926 §
quadratica 1 0.019913688  0,0009327  0.0121258  0.0000223 0.0000000  0.0012524
cibica i 0.0071211  0,1142730  0.106203%  0.0000005  0.0000002  0.0033099 ¢
ANA:CIN 6,50 uk  (3)
linear | 0.077145188 1.27959278¢ 0.4863928838 0.00030B288 0.0000000  0.0033062 §
quadratica i 0.0013084  0.0349475  0.0138993  0.0000398 § 0.0000001  0.009871388
tibica 1 0.0010403  0,021139%  0,0005905  0.0000119  0.000000f  0.0010396
ANASCIN §3.01 uK  (3)
linear i 0.056439588 2811928588 0.998736B88 0.000435888 0.0000000  0.005167684
quadratica 1 0.0011097  0.0326032  0.0949175  0,000067988 0.0000000  0.014882288
tubica 1 0.0015738  0.0262174  0.1927415 ¢ 0,00000£0  0.0000000  0,0000479
ANA:CIN 25.09 ud  {3)
linear 1 0.136004088 1.4912251810 0.367436288 0.000583088 0.0000000  0.0001951
quadratica 1 0.0022643  0.0000368  0,0000024  0,0000056  0.0000000  0.020875188
cibica 1 0.0067206  0.0450444  0.0008358  0.00008438% 0.0000000  0.0002701

"Continua..."”
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ANA:CIN 52.04 uX  (3)
linear 1 0.027300088  2,5841372¢8 1,535191588 0.000325788 0.0000000  0.0009720
quadratica i 0.0000156  0.0196234  0.0268801  0.0000012  0.0000000  0,009225783
¢obica i 0.0044009  0.0048504  0.0016582  0.0000292  0,0000000  0.0008857
Resfduo 84 0.0025169  0.0429399  0.0296763  0.000009%  0,0000001  0.0005442

X Significativo aoc nivel de 5% de probabilidade
*x Significativo ao nivel de 1X de probabilidade

TABELA 10. Resumo das

regressio

diferentes niveis de cinetina e ANA no

meio de cultura. ESAL, Lavras/MG, 1894.

para

andlises

nlimero

de

varifincis

raizes

Quadrados médios e

signific@incia
Causas da Variacéo GL
N.Raizes
CIN (6
linear 1 6.1071810 *x
quadréatica 1 2.4054692 xx
cibica 1 0.1707702 *x
desvios regress#o 3 0.3325880 *xx
Residuo 0.0225435
ANA (3
linear 1 0.3991879 xx
Quadréatica 1 0.0615481
clibica 1 0.1249670 x
Residuo 0.0225435

¥ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
¥k Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
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TABELA 11. Resumo das andlises de vari8ncia e
regress8io de numero de folhaé em
diferentes concentracdes de acido
giberélico (GA3) no meio de cultura.

ESAL, Lavras/MG, 19884.

Quadrados médios e

significfincia
Causas da Variac#o GL
N.Folhas
GA3 (6)
linear 1 0.1111000 x
quadrética 1 0.3075003 x%xx
cibica 1 0.04498303
desvios regresséo 3 0.0888198 *x
Residuo 0.0157438

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
¥k Significativo ao nivel de 1% de probabilidade





