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RESUMO

O estabel ecimento do crisdntemo in vitro e a micropropagacdo sdo dependentes de diversos fatores, dentre eles a
composicdo do meio de cultura. Com o objetivo de aprimorar técnicas de micropropagacdo, segmentos nodais com
cerca2 cm eduas gemas axilares, oriundos de plantas pré estabel ecidasin vitro, foram excisados e inoculados em meio
Knudson, contendo 15 mL do meio de cultura. Os tratamentos consistiram de diferentes concentracdes de fosfato de
potéssio (0, 250, 500 e 1000 mg L) edecloreto de potéssio (0, 125, 250, 500 e 1.000 mg L-1). O pH foi gjustado para5,8
antesdaadicdo de 6 g L de &gar e da autoclavagem a121°C e 1 atm por 20 minutos. Ap0s ainocul acdo, os explantes
foram transferidos para sala de crescimento a27 + 1 °C, irradianciade 35 umol m~ s e fotoperiodo de 16 horas, onde
permaneceram por 90 dias. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado, fatorial 5x 5, utilizando-
se quatro repeti¢des constituidas de trés tubos contendo um explante cada O meio Knudson constituido de 1.000 mg
L-* de fosfato de potassio combinado com 250 mg L1 de KCI proporcionou maior comprimento da parte aérea, do
numero de raizes e do peso da matéria fresca da parte aérea. Maior peso da matéria fresca das raizes de plantul as foi
obtido com 1.000 mg L* defosfato de potassio.

Palavr as chave: Cloreto de potéssio, fosfato de potassio, Knudson.

ABSTRACT

I nfluenceof potassium on in vitro chrysanthemum multiplication

Establishment of in vitro chrysanthemum and micropropagation are dependent of several factors, including culture
medium composition. Aiming to improve the techniques of chrysanthemum micropropagation, 2cm-long nodal segments
and 2 axillary buds, from in vitro plants were excised and inoculated in 15 mL of Knudson medium. The treatments
consisted of different concentrations of potassium phosphate (0, 250, 500, 1000 mg L) and KCI (0, 125, 250, 500 and
1000 mg L1). The pH was adjusted to 5.8 before the addition of 6 g L* agar and the sterilization at 121°C and 1 atm during
20 minutes. After the inoculation, the explants were transferred to a growth room at a 27 + 1°C, with 35 mol m? s*?
irradiance (PFFD) and a 16 hours photoperiod for 90 days. The experiment was arranged in a complete randomized
factorial 5x5 design, using four repetitions of three tubeswith one explant each. The Knudson medium containing 1000
mg L of potassium phosphate combined with 250 mg L* of KCI provided higher aerial part, larger number of rootsand
higher fresh weight of aerial part. Higher fresh weight of plantlet roots was obtained with 1000 mg L of potassium
phosphate.

K ey wor ds: Potassium chloride, potassium phosphate, Knudson.
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INTRODUCAO

O crisntemo (Dendranthema morifolium (Ramat.)
Tzvelev.) éumaplantaornamental cultivadaemtodo o mun-
do e comercialmente valiosa por possuir indmeros hibri-
dos, bastante apreciados pela sua inflorescéncia rica em
diversidadede cores, formasedurabilidade (Dowrick, 1953).
Sua propagagédo vem sendo realizada por meio de estacas,
mas o cultivo in vitro tem sido um método aternativo, pela
rapidez e homogeneidade na obtenc&o de mudas.

Recentes pesquisas foram publicadas em relago a
micropropagacdo do crisantemo e ao emprego de meios
utilizados, como, por exemplo, o MS (Rout et al. 2006;
TeixeiradaSilva, 2003). A utilizag8o de segmentosnodais
como explante paraamicropropagacdo € umadas manei-
ras de se viabilizar a produgdo in vitro (Oliveira, 1994).
Bhojwani (1990) sugere a utilizag8o de segmentos com
apenas umagemaparaapropagacao de crisantemo. Prasad
& Chaturvedi (1988) obtiveram brotagdes de crisantemo
apenas em apices e segmentos nodais.

Embora o meio M Stenhafavorecido o crescimento e
desenvolvimento de vérias espécies, autilizacao de com-
posi¢des mais diluidas, como o meio Knudson, paraalgu-
mas espéci es ornamentai s tem fornecido melhores resul -
tados (Grattapaglia& Machado, 1998). A maioriadasdes-
crigdes de meios de cultura aternativos ndo demonstra
de maneira comparativa se 0 novo meio é ou ndo melhor
do que aquele de suaorigem. O meio deve ser seleciona-
do em funcdo da espécie e do tipo de cultivo ou do esté-
dio cultural que esta sendo efetivado (Pasqual, 2001).

O potéssio é um elemento essencia tanto paraas plan-
tas quanto para os animais (Maavolta, 1996). Elementos
como cloro podem entrar nacomposi¢ao de meios nutriti-
vos em concentragdes muito variavels como ion acompa:
nhante de algum elemento essencial, por exemplo, quando
o cloro é utilizado como ion acompanhante do potéssio e
este esti presente em concentrages altas em determina-
das composi coes experimentaisde meios. Jao fésforo, nos
meios de cultura, é fornecido como fosfato de sodio sol -
vel ou fosfato de potéssio mono e dihidrogenado. Altas
concentragdes de fosfato dissolvido no meio podem dimi-
nuir o crescimento do explante, possivelmente porque o
calcio e alguns micronutrientes sao precipitados da solu-
¢40 ou sua absorcao é reduzida (Pasqual, 2001).

Ofosfato de sodio (NaH,PO,.H,0) €um componentedo
meio White (1943) eB5 (Gamborget al., 1968). O cloreto de
potéssio (KCl) éencontrado somenteno meio White. O meio
M Spossui baixas concentragdes de sddio ede cloro. Contu-
do, estudos com a micropropagacéo de orquideas demons-
traram a necessidade de se adicionarem ao meio de cultura
concentragdes maiores desses sais (Chen et al ., 2000).

Objetivou-se determinar a melhor concentragdo de
cloreto e fosfato de potassio na multiplicagdo in vitro de
criséntemo (Dendranthema morifolium (Ramat.) Tzvelev.),
cv. White Polaris.
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MATERIAL EMETODOS

Segmentos nodais de crisdntemo (Dendranthema
morifolium (Ramat.) Tzvelev.), cv. White Polaris, com cer-
cade 2 cm de comprimento e duas gemas axilares, foram
excisados de plantas preestabelecidas in vitro, oriundos
detrés subcultivos, em meio Knudson (1946) (Tabela1).
Esses foram inoculados em tubos de ensaio contendo
15mL do mesmo meio Knudson de cultura, suplementados
com diferentes concentragdes de fosfato de potéssio
(NaH,PO,.H,0-0, 250, 500, 750, 1000 mg L *) edecloreto
depotéssio (KCI - 0, 125, 250, 500 e 1000 mg L1). O meio
foi acrescidode25gL*desacarosee4,0mgL1deBAPe
solidificado com 6 g L-*de &gar (Merck®), eo pH foi gjus-
tado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C e 1 atm por
20 minutos. Posteriormente ainoculagdo, as culturas fo-
ram transferidas para sala de crescimento a 25 + 2 °C,
irradianciade 35 umol m2s*fornecida por tubosfluores-
centesde 20 W (Osram®), luz do diaespecial efotoperiodo
de 16 horas didrias, permanecendo nessas condig¢des por
90 dias. O delineamento experimental utilizado foi inteira-
mente casualisado, utilizando-se de quatro repeticdes, com
12 plantas cada. O experimento foi avaliado pelo compri-
mento da parte aérea e das raizes, de nimero de raizes e
folhas, peso da matéria fresca e seca da parte aérea e do
sistemaradicular. Os dadosforam analisados por meio do
software Sisvar (Ferreira, 2000), utilizando-se regressio
polinomial para as concentragdes dos sais.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre as concentracdes
de sais para nimero de folhas, comprimento da parte aé-
reae deraizes, nUmero deraizes e peso da matériafresca
daparte aérea. Paraasdemaisvaridveis, apenaso fosfato
de potéssio apresentou significancia a 5% de probabili-
dade. O nimero de folhas aumentou a medida que foram
aumentadas as concentragdes de cloreto de potassio (Fi-
gural). Maior numero defolhas (30,17) foi obtido naau-

Y, = 0,00001% 2+ 0,0096x + 8,19 R * =099
35 1 Y25 = 0,000002x * +0,0172x + 6,37 R * =092
30 Y 25 = 0,000003x * +0,017x + 782 R 0,73
Y gy = 0,000007x ~ +0,013x + 6,22 R - =094
25 4 Y s = 0.00001x * +0,0057x + 7,05 R * =097

A

Numero de folhas

0 250 500 750
KCI (mg LY

A 250

1000

*0 . |25 =500 ® 1000

Figura1- Numero defolhasem plantulasde crisantemo, em funcéo
de diferentes concentragBes de cloreto e de fosfato de potassio.
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Tabela 1 - Composi¢éo do meio de cultura Knudson (1946)

Concent. da solugao

Volume da sol.

Concent. final

Sol. estoque Compostos estoque (mg L) est(;((q)une]e?gi(criﬁg’;\da (mgL)
Knudson Ca(NO,).4H,0 40.000 25 1.000
(NH4)_so, 25.000 20 500
H,BO, 11,2 14
MICRO | KH,PO, 50.000 5 250
Na,M00,.2H,0 52 0,026
MgS0,.7H,0 50.000 250
MICRO 2050, M0 o2 ° 607
CusO,.5H.0 124 0,062
KC FeSO,.7H,0 1250 20 25
Carvéo ativado 0,2% — — —
Acucar Sacarose (2%) — — 20.000
Agar (0,6%) — — — 6.000
pH = 5,8+0,1 — — — -

sénciado fosfato de potéassio, associado a1000 mg L de
KCI. Estes dados discordam de estudos de micropro-
pagacdo de crisdntemo, em que Jungueira et al. (2003)
verificaram que, com aadicdo de 1.000 mg L-* denitrato de
cdlcioemmeio MSenaausénciadecloreto depotassio, é
possivel obter maior nimero de folhas dessa ornamental.
A hiper-hidricidadefoi verificadanasfolhas dessaor-
namental e pode estar relacionada ao cloro. Como este
tem poucainfluénciado ponto de vista nutricional, estu-
dos tém sido realizados para reduzir sua concentragéo.
Analisando-se aFigura 2, pode-se observar que, para
0 comprimento da parte aérea, 0 comportamento do KCl
foi dependente do fosfato de sddio. Incrementos nas con-
centragdes de fosfato de potassio, adicionados ao meio

= A (] —

= = -

2 ‘g

I=BR3)

= 2

o @

o O

— —

£ 5

= ) )

£ 2 {0 =-0,0000008x * +0,0047x + 2,69 R * =094
s 5 ) ,

U a Y s = -0,000002x * + 0, 341 R *=093

Y 4q = -0,0000008x * +0,0043x + 351 R =057
Y o = -0,000002x * +0,0057x + 308 R > =091
Y oo = -0,0000006x * + 0,0044x + 3,70 R * =094
T T T 1
0 250 500 750 1000
KCI (mg LY
e0  ®mI125  A250 500 - 1000

Figura 2 - Comprimento da parte aérea em pléantulas de
crisantemo, em funcgéo de diferentes concentracoes de cloreto e
de fosfato de potéssio.
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Knudson, proporcionaram aumento de forma quadratica
no comprimento das plantulas. Menor comprimento das
plantasfoi observado naausénciade saisno meio emaior
(7,71 cm) foi constatado napresencade 250 mg L-*deKCl,
associado a 1.000 mg L de fosfato de potéssio, discor-
dando assim de Junqueira et al. (2003), que obtiveram
maior comprimento da parte aérea de plantul as de crisan-
temo com baixas concentracfes de nitrato de célcio com-
binadas com 1.000 mg L* de cloreto de potéssio.

Poddar et al. (1997) estudaram altas concentracBes de
nitrato de ambnio em Eleusine coracana e observaram
gue o nitrato pode funcionar como um regul ador de cres-
cimento, estimulando brotagdes. Araujo et a. (2005), es-
tudando as espécies de orquidea Cattleya nobilior x
Cattleya nobilior e Cattleya leopoldii, observou que o
nitrato de potéssio estimulou o crescimento de brotactes
até certo ponto, tornando-se téxico a partir desse, com o
aumento das concentragoes.

O comprimento das raizes se comportou de forma se-
melhante ao nimero de folhas e comprimento da parte
aérea(Figura3), em que melhoresresultadosforam verifi-
cados com aassociacdo de 500 mg L de KCl eatas con-
centracOes de fosfato de potéssio.

Observou-se reducéo de forma quadraticano nimero
de raizes com 0 aumento das concentracdes de fosfato de
potassio (Figura4). Maior nimerofoi verificado com 250
mg L-* de K CI combinado com 1.000 mg L * defosfato de
potassio.

Talvez as combinactes de concentracOes de tais sais
tenham interferido na absorc&o ou na translocacdo de
outros nutrientes essenciais ao aumento no nimero de
raizes/explante. V &riasinteragdes entre os ions estéo en-
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Y = 0,0000007x * +0,001x + 148 R * = 0,99

Y s = 0,0000009x <+ 0,0006x + 1,55 R ~ =095

4,0 q Y 5oy = -0,0000003x ° +0,0015x + 1,56 R * = 0,80
3.5 Y s =0,0000002x - 0,0002x + 148 R * =098

+0,001x + 1,52R ?

Y o0 = 0,0000007x *

Comprimento
de raizes (cm)

0,0 T T T 1
0 250 500 750 1000
KCI (mg LY
® 500

*( m |25 A 250 = 1000

Figura3- Comprimento dasraizesem plantulasde crisantemo, em
funcéo dediferentes concentragdesdecloreto edefosfato de potéssio.

4.5 1
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N
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o 2,5 ] Y, =-0,000001x * + 0,003x + 2,09 R * =097
5 2,07 Y 1o = -0,000003x  + 0,0043x + 243 R ? = 0,99
£ 154 Y 3 =-0,000002x © +0,0034x + 247 R 7 =0,93
z 1.0 Y o = -0,000005x * +0,0056x + 2,35 R * =099
0.5 - Y 00 = -0,000003x * +0,0037x + 2,66 R * = 0,94
0,0 T T T 1
0 250 500 750 1000
~ -1
KCI (mg L)
*0 m |25 4250 ® 500 = 1000

Figura4 - Nimero deraizesem plantul asde crisantemo, em funcéo
de diferentes concentragBes de cloreto e de fosfato de potassio.

volvidas com a absorcéo e utilizac8o deles pela planta,
como acompeticao, 0 sinergismo earelacdo cation-anion
(Marschner, 1986), sendo importante que 0s sais se en-
contrem nos substratos em propor¢des quantitativas equi-
libradas (Yamada& Sato, 1978; Ziegler, 1993).

O incremento das concentracGes de fosfato de sédio
adicionadas ao meio Knudson promoveu diminuigdo
namassa fresca das plantulas de forma quadrética, ob-
tendo-se maior massa fresca (0,789 g) na presenca de
250 mg L deK Cl combinadascom 1.000 mg L defosfato
de potéssio (Figura 5), discordando assim de Mhatre et
al. (2000) que, em estudos com cultivaresde Mtisvinifera,
observaram na auséncia de cloreto de potassio em meio
decultura’z2M S, aumento de mais de 80% namassafres-
ca das plantulas e no seu enraizamento.

Silvaet al. (2001), estudando fontes de nitrogénio no
desenvolvimento invitro do porta-enxerto ‘ Trifoliata’ em
meio MS, concluiram que melhores resultados sdo obti-
dos com 75% da composicéo dos sais da fonte KNO,
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Figura5 - Peso damatériafrescada parte aéreaem plantulasde
crisintemo, em funcéo de diferentes concentragdes de cloreto e
de fosfato de potassio.

associada a altas concentragdes de NH,NO, paraaturae
peso das brotacdes dos explantes.

N&o foi observadainteracdo significativa paraacon-
centragdo dos sais em rel agdo ao peso da matéria seca da
parte aérea e ao peso da matéria fresca e seca das raizes.
Aumento nas concentragdes de fosfato de potéssio pro-
moveu também aumento de forma quadrética no peso da
matériasecadaparte aéreaeraiz (Figuras6, 7 €8).

Concentragdes muito elevadas de cloro podem causar
amarel ecimento em folhas, enfraquecimento de hastes e
até mesmo morte de algumas plantas, conforme verifica-
do neste experimento, corroborando afirmacdes de
Pasqual (2001). Ingestad (1982) revelou que o fator
nutricional depende do fluxo de densidade ou da quanti-
dade de nutrientes utilizados por unidade de tempo e de
area. A absorcdo de nutrientes minerais é afetada pela
composi¢do do meio de cultura, composi¢éo do tecido da
plantae pelo ambiente dacultura (Willians, 1991), fatores
gue poderiam prognosticar e/ou predizer aadequada com-
posicdo do meio de culturacom base nas analises de teci-
do de plantas crescidas in vitro.

0,040 7
0,035 1
0,030 1
0,025 A
0,020 1
0,015 p
0,010 4
0,005 A
0,000

g)

Y = -0,00000002%° + 4E-05x + 0,013
R = 0,99

Peso da matéria seca
da parte acrea (

0 250 500 750 1000
KCI (mg L")

Figura 6 - Peso damatéria secada parte aéreaem plantulasde
crisantemo, em fungdo de diferentes concentracdes de cloreto e
de fosfato de potassio.
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Figura 7 - Peso da matéria fresca de raizes em plantulas de
crisdntemo, em funcdo de diferentes concentragdes de cloreto e
de fosfato de potassio.

0,08
0,07 - .
0,06 .
0,05
0,04
003: Y
0,02
0,01
0 r T T )
0 250 500 750 1000

-0,00000004x° + 0,00007x + 0,036
R =093

Peso da matéria
seca da raiz (g)

KCl(mgLh

Figura 8 - Peso da matéria seca de raizes em plantulas de
criséntemo, em funcdo de diferentes concentragdes de cloreto e
de fosfato de potassio.

CONCLUSOES

O meio Knudson contendo 1000 mg L de fosfato de
potéssio combinado com 250 mg L de cloreto de potassio
proporcionou maior comprimento da parte aérea, maior
ndmero de raizes e peso da matéria fresca da parte aérea
de plantul as de crisdntemo multiplicadas “in vitro”.

Maior peso da matéria fresca das raizes de plantulas
foi obtido com 1.000 mg L-* defosfato de potéssio.
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