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RESUMO

Na micropropagagdo a manutencéo das salas de crescimento torna a técnica onerosa, aumentando assim, a necessidade de
conduzir estudos envolvendo a manipulacdo e o controle das condi¢des de cultivo para otimizar o crescimentoin vitro. A qualidade
de luz pode alterar a morfogénese das plantas por meio de uma série de processos mediados por receptores, que absorvem aluz na
regido do vermelho e azul do espectro, sendo, portanto, uma maneiravidvel de aumentar a qualidade das mudas micropropagadas.
Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito da qualidade de luz, na morfofisiologia de crisdntemo [Dendranthema grandiflorum
(Ramat.) Kitam] micropropagadas. Os explantes constituiram-se de segmentos nodais cultivados in vitro contendo uma gema. Foi
utilizado o meio MS acrescido de 15¢.L* de sacarose e as condi¢Bes de incubagdo foram: (SC) sala de crescimento, sendo este o
tratamento controle; (CV) casa-de-vegetacdo luz natural e casa-de-vegetacdo com sombrite 50% nas cores: preto, vermelho e azul. A
avaliagdo foi efetuada 60 dias apds aimplantagdo do ensaio. Para nimero de folhas, SC mostrou-se a forma mais efetiva de incubagdo,
com maior nimero médio de folhas. O mesmo ocorreu com ndmero de raizes, brotagdes e comprimento médio de raizes. Para
comprimento de parte aérea, SC e CV com protegdo de sombrite: azul, preto e vermelho foram mais eficientes. Quanto aos aspectos
anatdmicos, para densidade estomética 0 maior nimero de estdmatos/mm?foi observado em CV sem sombrite e CV com sombrite
vermelho. Para didmetros polar e equatorial dos estdmatos, CV sem sombrite, seguidos de CV azul, vermelho, apresentaram maiores
didmetros. Com os resultados apresentados, € possivel recomendar a utilizagdo de luz natura no cultivoin vitro de crisantemo, porém
ndo é recomendado a manipulacdo da qualidade espectral.

Termos paraindexagao: Micropropagagao, luz natural, qualidade espectral e crisantemo, Dendranthema grandiflorum.

ABSTRACT

In micropropagation, the maintenance of the growth rooms is labor-consuming and expensive, which increases the necessity
of studies involving the manipulation and control of the culture conditions to optimize thein vitro growth. The quality of light may
modify the morphogenesis of the plants through many processes mediated by receivers, which absorb the light in the blue and red
region of the spectrum, being therefore, a viable way to increase the quality of the micropopagated plants. This work aimed at
evaluating the effect of the spectral alteration under conditions of natural light on the morphophysiology of micropropagated
chrysanthemum [Dendranthema grandiflorum (Ramat.) Kitam] plants. Nodal segments with one bud cultivated in vitro were used
as explants. The medium used was MS with half of its salts concentration supplemented with 15g.L* sucrose. The incubation
conditions were growth room (GR), this being the control treatment, greenhouse (GH) without shadow protection and greenhouse
with 50% shadow in the colors black, blue, and red. The eval uation was done 60 days after the implantation of the assay. For the |eaf
number, GR showed to be the most effective incubation form, with a higher number of leafs. The same occurred with the number of
roots and shoots and the average length of roots. For the aerial part length, GR and GH with shadow protection in all three colors were
more efficient. Considering the anatomical aspects for stomatal density, a greater number of stomatal/mm? was observed in GH
without shadow protection and in GH with red shadow protection. For the polar and equatorial diameters of the stomata, GR
without shadow protection, followed by GR with shadow protection in the colors blue and red, presented a bigger stomatal diameter.
With the presented results, it is possible to recommend the use of natural light for the in vitro cultivation of chrysanthemum,
however, the manipulation of the spectral quality is not recommended.

Index terms: Micropropagation, natural ligth, spectral quality and chrysanthemum, Dendranthema grandiflorum.
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INTRODUCAO

As plantas utilizam sinalizadores para promover
determinados padrdes de crescimento e estes respondem a
qualidade de luz, crescendo sob uma regido limitada no espectro
visivel e exibindo morfologia e fisiologia determinadas pelas
variagdes ocorridas neste espectro (ALMEIDA &
MUNDSTOCK, 2001; ESKINS & BEREMAND, 1990). A
dependéncia das plantas a luz é um processo complexo que
envolve a acdo combinada de fotorreceptores que controlam
estédios variados no desenvolvimento.

Salas de crescimento, geralmente, sdo equipadas com
I&mpadas fluorescentes que emitem luz branca de similaridade
espectral entre as bandas. A irradiancia fornecida
primariamente na sala de crescimento afeta o
desenvolvimento das plantas, principalmente por meio de
dteragBes fotomorfogénicas, ateracdes estas observadas,
principalmente, naformag&o dos tecidos do mesofilo e na
ineficiéncia do mecanismo de abertura e fechamento dos
estématos, afetando sua funcionalidade (REZENDE, et al.
2008). As salas de crescimento também representam um dos
maiores custo na producdo de mudas micropropagadas,
tornando a técnica bastante onerosa.

Estudos da qualidade de luz na micropropagacéo
ainda s80 escassos e também néo sdo claros os efeitos do
espectro e de niveis de irradiancia no crescimento de
pléntulas durante o cultivo in vitro. Alguns estudos
revelam que, com avariagdo na qualidade daluz, pode-se
manipular o crescimento in vitro de diversas espécies, de
maneira aternativa a adi¢&o de reguladores de crescimento
a0 meio de cultura. A qualidade espectral afeta também
estruturalmente a anatomia das fol has, parecendo exercer
maiores efeitos durante a expansdo foliar, exibindo alto
grau de plasticidade tanto anatdbmico como fisiolégico
(SAEBO et d., 1995; SCHUERGER et a., 1997; SIMS &
PEARCY, 1992; DOUSSEAU, et al. 2008), como germinagao,
inibicdo de alongamento do hipocdétilo, expansdo dos
cotilédones e das folhas, enverdecimento e biossintese de
pigmentos, alongamento do caule e indugédo ao
florescimento em plantas propagadas convencional mente
(SAITOU et d., 2004; TAIZ & ZEIGER, 2004; TSEGAY et
a., 2005). Neste contexto, poucos sdo os estudos do uso
de alteracdo na qualidade espectral utilizando luz natural
na propagacdo in vitro.

A complexidade e a variabilidade da radiag&o natural,
e as reagles de multiplas respostas das plantas ao ambiente
de cultivo, tornam dificil dizer como determinada manipulagéo
naradiacdo natural afetard uma resposta da planta.

Diante do exposto, objetivou-se, com o presente
trabalho, estudar a qualidade da luz na propagagéo in vitro

de Dendranthema grandliflorum (Ramat.) Kitam cv. Rage,
nas caracteristicas fitotécnicas, anatdmicas e fisiol ogicas.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal consistiu-se de segmentos
nodais de crisntemo (Dendranthema grandiflorum) cv.
RAGE. Os segmentos foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) acrescido de 15 g.L 1 de
sacarose, 6g.L* de agar e teve seu pH gustado para 5,8
antes da autoclavagem a 121°C 1,2 atm, durante 20
minutos. Quinze m.L* do meio foi vertido em tubos de
ensaio.

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacao,
sendo os tubos, apos ainoculagdo, fechados com tampas
de polipropileno e vedados com pléstico do tipo parafilme.
O materia foi colocado diretamente sobre as bancadas
(casa-de-vegetacdo sem protecdo de sombrite-CV) ou sob
malhas especiais que, segundo o fabricante, alteram o
espectro de luz solar ou, ainda, sob protecéo adicional de
sombrite 50% preto (CV SP). As malhas coloridas utilizadas
foram fornecidas pela empresa Polysac Plastic Industries®.
Utilizou-se a malha ChromatiNet Vermelha 50% (CVSV),
produzida com a finalidade de aterar espectro da luz,
reduzindo as ondas azuis, verdes e amarelas e acrescentando
as ondas na faixa espectral do vermelho e vermelho-distante.
Outro tratamento foi feito com amalha ChromatiNet Azul
50% (CV SA) que, segundo o fabricante, muda o espectro
daluz, reduzindo as ondas na faixa do vermelho e vermelho
distante e acrescentando as ondas azuis.

Os tubo também foram incubados em sala de
crescimento (SC), com fotoperiodo de 16 horas, temperatura
de 25+2°C, com radiagéo de 52 W.m2s? (L1-200SA; Li-cor,
Lincoln, Nevasca, USA), fornecida por |ampadas brancas
fluorescentes, para servirem como tratamento controle.

A intensidade da radiacdo foi mensurada
diariamente por meio de trés sensores de radiagdo
acoplados aum sistema de registro (L1 1400; Licor. Neb).

Apds 60 dias de cultivo, o experimento foi avaliado
através de:

- Caracteristicas Fitotécnicas. nimero de brotacoes,
numero de folhas e raizes por planta, comprimento da parte
aérea e comprimento médio das raizes.

- Caracteristicas Anatdbmicas: As plantas foram
fixadas em dcool etilico 70% GL. O nimero de estbmatos
foi determinado de acordo com a metodologia de Laboriau
et a. (1961). Foram utilizados quatro campos de cinco
propagulos por tratamento, para a determinacdo da
densidade estomética. As determinagdes dos didmetros
polar e equatorial dos estdmatos foram realizadas,
utilizando-se uma ocular micrométrica acoplada em
microscopio 6ptico, com objetiva com aumento de 40x.
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Delineamento Experimental e Andlise Estatistica: O
experimento foi montado em delineamento inteiramente
casualizado, com vinte repetices. Cada repeticéo foi
composta por um tubo contendo um segmento nodal. As
meédias foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Caracterizacgo do ambiente: Os val ores médios de
radiacdo recebidos no ambiente de casa-de-vegetacdo
estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Radiactes observadas nos microambientes em
casa-de-vegetacdo. CVSS: casa-de-vegetacdo sem
sombrite; CVSV: casa-de-vegetagdo com sombrite
vermelho; CV SA: casa-de-vegetacdo com sombrite azul;
CVSP: casa-de-vegetacdo com sombrite preto e sala de
crescimento SC.

Ambiente Radiacgo (MJ.m?.dia’)
CVSS 2,56
Ccvsv 2,53
CVSA 2,45
CVSsP 1,98
sC 52

Caracterigticas fitotécnicas: Sala de crescimento foi
superior para nimero de folhas, raizes e comprimento de
raizes, para numero de brotos os tratamentos néo
apresentaram diferencas significativas (Tabela 2).
Trabalhando com Cattleya walkeriana Gardner, cultivadas
in vitro em diferentes ambientes (qualidade de luz), Dignart
(2006) verificou resultados semelhantes para nimero de
folhas, tendo as plantulas cultivadas em sala de
crescimento proporcionado maiores valores comparados
com as de casa-de-vegetacdo. O mesmo autor também
observou que a utilizacdo de malhas col oridas em casa-de-
vegetacdo ndo resultou em diferencas significativas.

Araljjo (2007) também obteve maior nimero de
folhas em pléntulas de Cattleya loddigesii Lindl.
cultivadas em sala de crescimento.

Para comprimento de parte aérea, o tratamento casa-
de-vegetacdo, apresentou resultados inferiores aos
observados nos demais tratamentos. Resultados
semelhantes foram obtidos por Radmann et al. (2001),
quando, ao cultivarem Gypsophila paniculata L., sob
diferentes intensidades luminosas, observaram que todas
as plantulas mantidas em casa-de-vegetacao desenvolveram
menor comprimento de parte aérea, comparadas a plantulas
mantidas em sala de crescimento. O mesmo foi observado

Tabela 2 — Valores médios para nimero de folhas (NF),
comprimento de parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CR) e nimero de brotacdes
(NB) de plantulas de crisdtemo cv. Rage, cultivadas em
diferentes ambientes com coberturas coloridas (CV = casa-
de-vegetacdo).

Luz NF CPA NR CR NB
(cm) (cm)

Casade 228b 35b 44b 53b 1,2a
vegetacdo

CV azul 245b 54a 45b 55b 1,4a
CV preto 254b 55a 49 59b 1,5a
CVvemedho 259b 58a 49 6,2b 1,5a
Salade 36,6a 6,5a 10,7a 9,8a 1,8a
crescimento

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott, p<0,05.

por Dignart (2006) que obteve resultados semelhantes,
sendo o ambiente sala de crescimento mais eficiente no
crescimento de parte aérea em pléantulas de orquideas
cultivadas in vitro. Estes resultados podem ser explicados
pela baixa luminosidade da sala de crescimento em relagéo a
luz natural, caracterizando um crescimento estiolado dessas
plantulas.

Poucos trabalhos tém sido realizados com o objetivo
de verificar os efeitos da qualidade de luz ou, mesmo, de
diferentes niveis de irradidncia no crescimento e no
desenvolvimento de espécies cultivadasin vitro. A maioria
das pesquisas é realizada com o objetivo de obter protocolos
para meios nutritivos, principal mente com o foco direcionado
a dteragBes nas concentracdes desses meios, bem como as
concentragBes dos reguladores de crescimento adicionados
ao meio (MARKS & SIMPSON, 1999).

De modo geral, como ja observado em alguns
estudos com qualidade espectral, a radiacdo vermelha
promove a ongamento da parte aérea (APPELGREN, 1991;
MARKS & SIMPSON, 1999; SILVA & DEBERG, 1997).
Porém, essa caracteristica ndo € geral e muitos autores
citam que a influéncia da qualidade espectral sobre o
crescimento e o desenvolvimento de plantas esta associada
aespécie vegetal (ANTONOPOLOU et d., 2004; HUNTER
& BURRIT, 2001; SCHUERGER ¢t al., 1997).

No presente estudo, verificou-se que o
comprimento de parte aérea foi influenciado tanto pela
intensidade luminosa deficiente na sala de crescimento
quanto pela qualidade espectral e intensidade luminosa
na casa-de-vegetacdo nos ambientes com as malhas, uma
vez que ndo houve diferenca significativa entre os
ambientes. Lee (2000), ao trabalhar com duas espécies de
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Hopea, observou que a intensidade de luz foi mais
significativa no desenvolvimento do que a variacdo da
qualidade espectral.

Natabela 2, observa-se que 0o maior nimero (10,7) e
comprimento das raizes (9,8cm) ocorreu em ambiente de
cultivo sala de crescimento quando comparado ao de casa-
de-vegetacdo. Dignart (2006), em seu trabalho com
Cattleya, ndo observou diferenca entre os tratamentos
com qualidade espectral para comprimento de raizes,
porém, quanto ao nimero de raizes, foi verificado que em
sala de crescimento com sombrite azul, proporcionou média
inferior & dos demais tratamentos. O mesmo foi observado
em traba ho realizado com Pinus propagadosin vitro, onde
ndo houve diferenca significativa no enraizamento dessa
espécie sob diferentes espectros de luz (NIEMI et al., 2005).
Em trabalho realizado com ameixeira, Magal haes Junior &
Peters (1991) observaram que intensidade luminosa mais
baixa aumentou o nimero de raizes por broto, no entanto,
a percentagem de brotos com raizes secundarias € 0
comprimento das raizes foram beneficiados pelo aumento
daintensidade luminosa na sala de crescimento. Segundo

Tricoli et a. (1985), o0 estimulo dado ao enraizamento in
vitro é resultado da soma do AIA (&cido indol acético)
enddgeno dos brotos, com possiveis adicoes de auxinas
a0 meio. Sendo assim, pode-se supor que os resultados
obtidos por meio de uma possivel degradacéo das auxinas
pelas atas intensidades luminosas, uma vez que esse
fitormonio ou regulador é fotoxidativo (HESS, 1975).

N&o houve diferenca estatistica para nimero de
broto entre os ambientes de cultivo, tanto sala de
crescimento como casa-de-vegetacdo com variagdo da
qualidade espectral. A liberac8o da dominancia apical
resulta na formacgdo de brotos axilares, tanto pela
fotoxidagdo de auxinas em altas intensidades luminosas
como pela degradagdo desse regulador pelaluz azul (CHEE
& POOL, 1989).

Caracteristicas anatébmicas: As folhas de
Dendranthema grandliflorum cv. Rage cultivadas sob
diferentes espectros de luz, sdo hipoestométicas
apresentando estdbmatos apenas na fase abaxia dafolhae
seus estdmatos do tipo anomociticos e as células guardas
deformato dliptico (Figura 1).

Figura 1 — SecgOes paradérmicas na superficie abaxial de folhas de crisdntemo. SC = sala de crescimento; CVSS = casa-
de-vegetacdo sem sombrite; CVSV = casa-de-vegetagdo sombrite vermelho; CV SA = casa de vegetacdo sombrite azul e
CV SP = casa-de-vegetacdo sombrite preto. Barra= 30um. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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Para densidade de estébmatos, houve diferencas
significativas entre os tratamentos aplicados, com as
maiores densidades de estdmatos observadas no cultivo
em casa-de-vegetacdo sem protecdo de sombrite,
seguido de casa-de-vegetacdo com sombrite vermel ho,
0s quais nao diferiram entre si (Tabela 3). Resultados
inferiores foram registrados em sala de crescimento,
casa-de-vegetacdo sombrite azul e preto, corroborando
com os resultados obtidos por Dignart (2006) que,
trabalhando com Cattleya walkeriana, obteve maiores
densidades em casa-de-vegetacdo sem sombrite.
Rajapske & Kelly (1993), verificaram menor densidade
estomética, trabalhando também com crisantemo
cultivados sob filtros de CuSO,, que produz os mesmos
efeitosdefiltrosdeluz azul.

Quanto aos didmetros polar e equatorial, foram
observados maiores diametros em propéagulos de
crisantemo cultivadas em casa-de-vegetacdo sem
protecdo de sombrite, seguido dos tratamentos com
malhas coloridas, que ndo diferiram entre si
estatisticamente. Dignart (2006) observou que o
tratamento casa-de-vegetacdo com sombrite vermelho,
mostrou os maiores diametros polar e equatorial, em
estbmatos de folhas de Cattleya walkeriana cultivadas
in vitro. O formato eliptico resultaem umamaior relagéo
dos didmetros polar e equatoria tal caracteristicas sugere
uma maior funcionalidade desses estdbmatos (KHAN et
a., 2002). Segundo Rocha (2005), quanto maior for a
relacdo diametro polar/equatorial, mais elipsoide é o
formato do estbmato, portanto, maior funcionalidade ele
deve apresentar.

Tabela 3 — Densidade estomética, didmetro polar (DP),
diédmetro equatorial (DE) dos estématos para folhas de
plantulas cultivadas de crisantemo sob diferentes
ambientes de luz com telas coloridas. CV= casa-de-
vegetacdo sob diferentes qualidades de luz.

Densidade

Luz (mmd) DP(um)  DE (um)
Casa-de- 23242 586a 43a
vegetacio
CV azul 101,4b 52,90 41,50
CV preto 93.3b 53,6b 40,1b
CV Vermeho 165,1a 54,3b 40,5b
Sdade 87,20 42.8¢ 28,7¢
crescimento

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott, p<0,05.

CONCLUSOES

O ambiente de cultivo ndo promove alteractes
anatdmicas significativas em plantas de Dendranthema
grandiflorum cv. Rage cultivadasin vitro.

Recomenda-se o cultivo in vitro de crisdntemo em
casa-de-vegetacdo no intuito de reduzir os custos de
producéo de mudas.
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