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1. INTRODUCAO

A utilizacdo da cultura de tecidos para a propagacao clonal de
plantas tem sido aceita como tecnologia para a produgdo de plantas
matrizes, segundo DEBERGH (3) e DEBERGH e READ (4), e propagagdo
assexuada de plantas ornamentais economicamente importantes (1, 9, 10,
11, 12, 17). A propagagdo in vitro do crisantemo é realizada quando se
deseja propagacdo rapida de plantas, facilitando a introdugdo de novos
cultivares, indexacdo de plantas para viroses ou a produgio de plantas
livres de virus e patogenos (/, 3, 10, 11).

A adequacdo da solidificagdo do meio de cultura (sélido ou liquido)
¢ importante no desenvolvimento de protocolos eficientes de propagagao
in vitro segundo GEORGE (6). Os meios liquidos tém a vantagem de
serem preparados com maior rapidez e menor custo do que 0s mei1os
solidos, e ainda apresentam maior homogeneidade, segundo CALDAS et
al. (2).

O agar é o agente solidificante mais utilizado em preparo de meios
solidos e semi-solidos, segundo GEORGE e¢ SHERRINGTON (7) e
PIERIK (/6), variando a concentragao entre 0,6 e 0,8%, de acordo com
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PIERIK (/6). A solidez de meio com agar € dependente, alem da
concentracdo utilizada ¢ do pH do meio. Em pH levemente acido,
comumente utilizado em cultura de tecidos, e concentragdo de agar entre
0,5-1,0% , tem-se um meio semi-solido, segundo GEORGE (6) e
GEORGE e SHERRINGTON (7). Em pH baixo - de 4,5 a 4,8 - 0 meio nao
solidifica, de acordo com MURASHIGE (/2) e PIERIK (/6). De acordo
com SINGHA (19), o processo de autoclavagem afeta o pH e a redugao do
seu valor depende do valor aferido inicialmente, e essas mudancas ocorrem
com maior intensidade em metos com pH entre 5,2 ¢ 5,8.

O presente trabalho teve como objetivo determinar o valor de pH,
assim como a concentracao de agar, adequados ao meio de cultura no
cultivo in vitro de crisantemo.

2. MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se plantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora cv.
Orange Reagen) ja estabelecidas in vitro e submetidas a uniformizacio no
meio de MURASHIGE e SKOOG (/3) modificado para crisantemo,
segundo OLIVEIRA ef al. (I4), e solidificado com 0,7% de agar e pH
ajustado em 5,8. No experimento, utilizou-se 0 mesmo meio modificado
para crisantemo, acrescido dos tratamentos estabelecidos por concentragoes
de agar - 0,0; 0,35; 0,7 ¢ 1,05% - combinadas com pH ajustado em 4,6; 5,0;
5,4; 5,8; 6,2; 6,6 ¢ 7,0; formando um fatorial 4 x 7, com trés tubos por
parcela e quatro repetigOes, em delineamento inteiramente casualizado.

Nos tratamentos que nao continham solidificante (meio liquido),
utilizaram-se pontes de Heller para sustentacdo dos explantes. O ajuste de
pH foi realizado utilizando-se NaOH ou HCI antes da adi¢do de agar. O
meio foi esterilizado por autoclavagem a 121°C, com pressido de 1 atm,
por 20 minutos.

Em cada tubo de ensaio (25 x 150 mm) com 15 mL de meio de
cultura moculou-se uma microestaca contendo duas gemas, retirada da
parte mediana do broto. O experimento foi conduzido em sala de
crescimento com temperatura de 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e
intensidade luminosa de 30 pmol.m™s™.

Apos um periodo de 30 dias, efetuou-se a avaliagao do experimento,
por meio dos seguintes parametros: numero e tamanho (cm) de brotos,
numero de folhas, peso da maténa seca (g) da parte aerea e nimero médio
de raizes. O peso da materia seca da parte aerea fol efetuado em balanga
analitica, apos secagem do material em estufa (60°C, 72 horas). O pH foi
medido apos a adigao de agar, a autoclavagem e 30 dias de cultivo dos

explantes. Nos meios sohidos, realizou-se agitacao destes antes da medicao
de pH.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nivels de agar e pH testados ndo apresentaram efeitos
significativos quanto ao numero e tamanho dos brotos formados e numero
de folhas (Quadro 1). A variedade Orange Reagen apresentou boa
adaptacdo a meios com diferentes consisténcias, desenvolvendo bem tanto
em meio liquido, semi-solido (0,35% de agar) ou solido (0,7 ou 1,05% de agar).
| QUADRO 1 - Resumo das analises de varidncia de nimero de brotos, tamanho (cm) de

brotos, nimero de folhas, peso da matéria seca (g) da parte aérea
(PMSpa) e nimero de raizes em diferentes niveis de agar ¢ pH no meio

de cultura
Causas da GL Quadrados médios ¢ significincia
Vﬂfiﬁ?ﬁﬁ - }
Numero Tamanho de Numero de P‘I\/IE:?.]:'::Ii Nimero de |
de Brotos'  Brotos' Folhas’ | Raizes’
Agar 3 0,000416 0,036766 0,054410 ** 0 000056 ** 0,007007
pH 6 0,000607 0,004845 0,010178 0,000013 ** 0,009592
AgarxpH 18 0,001488 0,018280 0,011736 0,000007 *+ 0,044020
¥

Residuo 84 0001488 0.,014620 0,015835 0,000002 0,023060
C.V. (%) 1,56 459 3,56 0,07 5,07

! Dados transformados em Vx+10.

? Dados transformados em Vx+S5.
* Significativo a 5% de probabilidade.
** Significativo a 1% de probabilidade.

L i R L N i

Em todos os niveis de pH ou concentragoes de agar observou-se a
formagao de apenas um broto, em media, proveniente do desenvolvimento
de uma das gemas da microestaca. Os fatores testados também
influenciaram o tamanho dos brotos e namero de folhas. SHORT et al
(18), ao contrario, registraram maior crescimento das plantas de crisantemo
cultivadas em meilo liquido. Estes diferentes resultados podem ser
atribuidos as diferentes variedades utilizadas nestes experimentos.

Os meilos liquidos apresentam como limitacao, no entanto, a
necessidade de utilizagao de pontes de Heller para sustentacdo do explante,
processo este inviavel em produgdes comerciais, devido ao tempo ¢ mao-
de-obra necessarios. Nos metos semi-sélidos ocorreram problemas com a
sustentagdo dos explantes, que ficaram inclinados ou sobrenadantes,
ocasionando a formacao de brotos invertidos. Este problema acentuou-se

quando estes meios foram ajustados em pH mais baixo, pois a solidificacao
fo1 menor ainda. Em concentracdo mais elevada de agar (1,05%), o meio
apresentou-se bastante rigido, dificultando a penetracdo do explante,
embora nao tenha afetado o desenvolvimento dos brotos. SHORT er al
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(/8), ao contrario, observaram que a elevagao na concentracao de agar
produziu brotos com menor tamanho ¢ menor numero de folhas em
crisantemo.

O peso da matéria seca da parte aérea foi afetado significativamente
pela interagdo entre concentragdes de agar e pH. Utilizando-se 0,35% de
agar, o peso diminuiu a medida que se elevou o pH (Figura 1). Em outras
concentragoes de agar, este parametro foi pouco afetado pelas variagdes de
pH. Resposta semelhante também foi1 observada por GHASHGHAIE ef al.
(8), propagando roseira em meios com 0,4% de agar. De acordo com
SINGHA (/9), o aumento da absor¢ao de nutnentes é favorecido pela
concentracao de agar e pelo incremento da disponibilidade de agua.

PMSpa (g)

FIGURA 1 - Peso da maténia seca da parte aérea em diferentes
concentragoes de agar e niveis de pH no meio de
cultura.

Quanto ao numero de raizes formadas, verificou-se tambem interagao
entre as concentra¢do de agar e niveis de pH, porém houve varnagoes
significativas, sendo o numero de raizes formadas semelhantes nas
diferentes concentragoes de agar. HU e WANG (9), PIERIK (/6) SHORT
et al. (18) e GHASHGHAIE et al. (8) observaram menor intensidade de
formacdo de raizes em meios com concentragoes mais clevadas de agar
(superior a 0,7%), sendo este efeito atribuido a menor aeragio e difusdo de
metabolitos toxicos. A Figura 2 resume os resultados observados no
experimento.
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FIGURA 2. Efeito de diferentes niveis de pH e concentragGes de
agar (A-0; B-0,35; C-0,7; D-1,5 %) no meio de
cultura.

Como se observa na Figura 3, ao final do periodo de cultivo (30
dias), mdependentemente do pH micialmente ajustado, todos os
tratamentos apresentavam valores de pH muito acidos. Este efeito pode ser
atribuido a eliminagao de ions pela planta, para promover o equilibrio de
pH do meio. Nessa figura estao apresentadas, ainda, as alteragdes de pH em
razao das fases de preparo do meio. Nota-s¢ que ha grande influéncia da
adicao de agar, como ja demonstrado por PASQUAL er al. (15), ocorrendo
tendencia de elevagao do pH e também do processo de autoclavagem,
alterando o pH mnicialmente ajustado.
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FIGURA 3 — Vanacgoes observadas de pH em diferentes concentragoes
de agar e fases do preparo do meio de cultura e apos o |

cultivo. A. 0,0 agar; B. 0,35% agar; C. 0,7% agar; D. |
1,05% agar.
i

Apesar de n3o se observarem diferencas entre os tratamentos
testados, ¢ se notar adaptagido das plantas a diferentes meios, inclusive
equilibrando o pH do proprio meio, os resultados do experimento permitem
concluir que variagdo na concentragao de agar ¢ pH do meio de cuitura do
crisantemo nio traz beneficios, devendo-se utilizar 0,7% de agar e ajustar o
pH em 5.8 (antes da adicdo de agar), visando manter 0 meio em boa
consisténcia para o cultivo ¢ a inoculagdo dos explantes.

5. RESUMO

Avaliou-se o comportamento do cnsantemo (Dendranthema
grandiflora Tzvelev.) em diferentes niveis de pH e meios de cultura com
diferentes consisténcias. Utilizaram-se meios com 0,0; 0,35; 0,7 e 1,05% de
agar, combinados com pH ajustado em 4.,6; 5,0; 54; 5,8, 6,2; 6,6 ¢ 7,0. O
numero e tamanho de brotos e numero de folhas nao foram influenciados
pelos tratamentos. Ao contrario, o peso da matéria seca e numero de raizes
sofreram mfluencias dos diferentes tratamentos testados. Maiores pesos
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foram observados em meios semi-solidos com pH mais baixo. Apesar de
nao terem sido observadas diferencas quanto a numero e tamanho de
brotos, recomenda-se a utilizacao de 0,7% de agar com pH ajustado em
5,8, proporcionando adequada consisténcia do meio de cultura.
Observaram-se ainda vanacgoes do pH micialmente ajustado em razio das
diferentes etapas de preparo e da presenc¢a e desenvolvimento do explante.

6. SUMMARY

(EFFECT OF AGAR CONCENTRATIONS AND pH LEVELS ON IN
VITRO PROPAGATION OF CHRYSANTHEMUM)

In vitro propagation of chrysanthemum (Dendranthema grandiflora
Tzvelev.) using agar concentrations of 0.0, 0.35, 0.7, 1.05% and pH
adjusted to 4.6, 5.0, 5.4, 58, 6.2, 6.6, 7.0 was tested. Different agar
concentrations and pH levels did not affect "mm vitro" chrysanthemum
development. No differences were observed on shoot length and number of
shoots and leaves. Although we did not observe any differences in shoot
development, our results suggest that in order to obtain medium
consistency and make the explant moculation process more efficient, a
medium containing 0.7% agar and pH adjusted to 5.8 should be used. We
also observed a change in the pH level during the process of shoot
development. In all treatments, we observed pH close to 3.5 after 30 days
of in vitro culture.
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