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Multiplicacéo in vitro de copo-de-leite: espectros de luz e sacarose

Calla lily in vitro multiplication: spectrum of light and sucrose

Marcia de Nazaré Oliveira Ribeiro' Moacir Pasqual" Adriano Bortolotti da Silva"
Vantuil Antdnio Rodrigues"

RESUMO

O espectro luminoso pode alterar a morfogénese
das plantas por meio de uma série de processos mediados por
receptores de luz, principalmente na regido do vermelho e
azul. O objetivo deste trabalho foi determinar um possivel tipo
de luz mais ativo que a luz branca, de forma a aumentar a
eficiéncia da multiplicacéo in vitro de copo-de-leite e obter
um nivel 6timo de sacarose. Para isso, os tratamentos
consistiram em quatro diferentes tipos de luz, sob os quais os
explantes cresceram (branca, vermelha, azul e verde),
fornecidos pelo espectro luminoso das lampadas fluorescentes
coloridas T8 20W Ecolume 05/1 e sacarose (0; 15; 30; 45 e
60g L*). O meio de cultura constituiu-se dos sais e das vitaminas
de MS, adicionado de 5mg L* de BAP e 5,5g L* de agar. O tipo
de luz néo influencia a multiplicacéo in vitro de copo-de-leite,
e 0 maior nimero de brotos (2,0) é obtido em 45g L*de
sacarose. Observou-se maior nimero de folhas em luz branca
(3,8) e azul (2,9), com 15 e 60g L* de sacarose,
respectivamente. Maior comprimento dos brotos (3,7cm) foi
observado em 60g L* de sacarose, e maior fitomassa fresca da
parte aérea (1,07g) foi observada com a utilizagio de 60g L*
de sacarose.

Palavras-chave: cultura de tecidos, tipos de luz, sacarose,
Zantedeschia aethiopica.

ABSTRACT

Light spectrum can modify plant morphogenesis
through a number of processes mediated by light receptors,
mainly in the red and blue region. The aim of this work was to
determine a possible light type more active than the white light,
and an optimized sucrose concentration, in order to increase
the efficiency of the calla lily in vitro multiplication . To that
end, the treatments consisted of four different light types (white,
red, blue and green), under which the explants grew, supplied

by colored T8 20W Ecolume 05/1 fluorescent lamps and various
sucrose concentrations (0; 15; 30; 45 and 60g L*). The culture
medium contained MS salts and vitamins, added of 5mg L*
BAP and 5.5g L™ agar. The light type did not influence in vitro
propagation of calla lily and there were a higher number of
sprouts (2.0) in 45g L of sucrose. There was higher number of
leaves in white (3.8) and in blue light (2.9) with 15 and 60g L*
of sucrose, respectively. Higher length of sprouts (3.7cm) was
observed in 60g L* of sucrose and higher fresh weight of the
aerial part (1.07g) in 60g L* of sucrose.

Key words: tissue culture, light type, sucrose, Zantedeschia
aethiopica.

INTRODUCAO

Existem varios fatores determinantes do
crescimento e do desenvolvimento na maioria dos
sistemas de cultivo in vitro. Dentre eles, estdo as
condi¢des de luz as quais as culturas estdo expostas.
Os processos fotossintéticos e fotomorfogenéticos sdo
influenciados pela luz incidente, principalmente em
relagdo a qualidade (comprimento de onda), quantidade
(fluxo de fotons) e duracgdo (fotoperiodo). Os
componentes comprimento de onda e densidade de
fluxo luminoso podem ter efeitos positivos e ou
negativos no cultivo in vitro (KODYM & ZAPATA-
ARIAS, 1998).

A luz é um fator fundamental para as plantas
pela agdo direta ou indireta na regulagdo de seu
crescimento e desenvolvimento (MORINI & MULEO,
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2003). As respostas da planta ndo dependem apenas
de auséncia ou presenga de luz, mas também da
variagdo em qualidade luminosa (FELIPPE, 1986). Para
otimizar a captacdo da energia luminosa para a
fotossintese, as plantas desenvolveram uma série de
fotorreceptores que regulam seu crescimento e
desenvolvimento em relagdo a presenga, quantidade,
diregdo, duragdo e qualidade da radiagdo luminosa
incidente (MORINI & MULEOQ, 2003).

As lampadas fluorescentes, bastante
comuns em salas de crescimento de laboratérios, sdo
citadas como a principal fonte de luz utilizada em 90%
dos trabalhos sobre pesquisas em cultura de tecidos.
O custo referente a iluminagdo em sala de crescimento
pode atingir 65% do total de gastos com energia elétrica
na producdo de mudas em laboratério, sendo superado
apenas pelos gastos com mao-de-obra (STANDAERT-
DE-METSANAERE, 1991).

A alta irradiancia pode afetar diretamente o
desenvolvimento das plantas in vitro, apresentando
efeito sobre a 1dmina foliar e modificando caracteristicas,
tais como espessura foliar, diferenciagdo do mesofilo,
divis@o celular e desenvolvimento dos estdmatos. O
fator luz também influencia a fotossintese, a
concentracdo de clorofila e a estrutura dos cloroplastos
em plantas cultivadas in vitro (LEE et al., 1988).

Além dos reguladores de crescimento, a luz
também influencia a taxa de multiplicagdo e o
crescimento dos explantes in vitro. Maior nimero de
brotos por explantes de bananeira foi obtido em casa
de vegetagdo (KODYM & ZAPATA-ARIAS, 1998).
Uma provavel explicacdo para essa elevada taxa de
multiplica¢do seria que a alta intensidade luminosa
poderia estar reduzindo as concentragdes de auxinas
endégenas das gemas pela fotoxidagdo, provocando
um desbalanceamento hormonal favoravel as
citocininas (RADMANN et al., 2001;
SOONTOUNCHAINAKSAENG etal., 2001).

As  Zantedeschias sdo plantas
economicamente importantes, e as plantas oriundas
de cultura de tecidos sdo uma alternativa de material
para plantio, principalmente para a produg@o de rizomas
ou flores de corte (CLEMENS & WELSH, 1993).
Contudo, existem poucas informagdes disponiveis
sobre 0 modo como a qualidade da luz influencia o
crescimento de Zantedeschia in vitro. Em
consequéncia disso, o presente trabalho teve como
objetivo verificar a influéncia de diferentes espectros
de luz e de concentragdes de sacarose sobre a
multiplicagdo in vitro de copo-de-leite.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, localizado no
Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras, em Lavras, Minas Gerais (MG). Plantas de
copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.)
foram obtidas a partir do estabelecimento in vitro de
gemas em meio contendo os sais do meio MS
(MURASHIGE & SKOOG; 1962), acrescido de 30g L™!
de sacarose e com pH ajustado para 5,8. Os cultivos
foram mantidos em sala de crescimento, por 60 dias,
com lampadas brancas frias proporcionando 35umol
m?s!, com 16 horas de fotoperiodo, a 27+1°C.

Plantas produzidas na etapa anterior com,
aproximadamente, 1,0cm de comprimento foram
utilizadas em meio MS. Os tratamentos foram
constituidos de diferentes espectros de luz (branca,
vermelha, azul e verde), fornecidos por lampadas
fluorescentes coloridas tubulares Ecolume 05/08 T8/
20W, fabricadas na China, e concentrag¢des de sacarose
(0; 15; 30; 45 e 60g L") em todas as combinagdes
possiveis. O meio foi acrescido de 5Smg L' de BAP,
sendo o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a
121°C e latm, por 20 minutos. Apos a inoculagdo dos
explantes, os tubos de ensaio foram transferidos para
sala de crescimento, a 27+1°C, irradiancia de 35pumol m
s'e fotoperiodo de 16 horas. A irradidncia, ao nivel
dos explantes, foi igual para todos os tratamentos de luz.

Apds 60 dias de cultivo, foram realizadas
avaliagdes nas seguintes variaveis: numero (NB) e
comprimento de brotos (CB), nimero de folhas (NF) e
fitomassa fresca da parte aérea (FFPA). A variavel CB
foi medida em centimetros e em régua milimetrada, a
variavel MFPA foi medida em gramas e seu peso foi
observado em balanca AB204 Mettler Toledo.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em um fatorial 4x5
combinando luz (branca, vermelha, azul e verde) e
concentragdes de sacarose (0; 15; 30; 45 e 60mg L),
com quatro repetigdes de trés explantes cada. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o software Sisvar (FERREIRA, 2000),
sendo as médias produzidas sob os diferentes tipos de
luz comparadas pelo teste de Scott & Knott. Para o
fator concentragdes de sacarose, foi efetuada analise
de regressao, a 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A andlise de variancia mostrou interagao

significativa entre os fatores espectros de luz e as
concentragdes de sacarose apenas para numero de
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folhas (NF). A sacarose foi significativa para niimero
de folhas (NF), nimero de brotos (NB) e fitomassa
fresca da parte aérea (FFPA). O tipo de luz foi
significativo para numero de folhas (NF) e nimero de
brotos (NB).

Observou-se maior niimero de brotos (2,2)
com 45g L' de sacarose (Figura 1), com o aumento da
concentragdo diminuindo a média da variavel (Tabela
1). Para Zantedeschia sp., 50% de sais do meio MS
contendo 90g L' de sacarose aumentaram o
desenvolvimento de microrizomas (KUBO et al., 2005).
Concentragdes de 2% a 4% de sacarose sdo mais
utilizadas para o crescimento e a multiplica¢do in vitro.
Porém, altas concentragdes foram eficientes para a
multiplicagdo de Eucalyptus ficifolia. A concentragio
de sacarose afeta a assimilagdo de nutrientes ¢ o efeito
de reguladores de crescimento. Além disso, influencia
a produgdo de metabodlitos secundarios, de grande
importancia nos processos metabolicos e na
composicao da parede celular.

Resultados  contraditérios foram
encontrados em Zantedeschia albomaculata, em que
maior nimero de brotos (2,0) ocorreu em luz branca e
vermelha +azul (CHANG et al., 2003). Na multiplicagéo
in vitro do porta-enxerto de Prunus GF 677, MORINI
& MULEO (2003) obtiveram maior nimero de brotos
em luz branca. ERIG & SCHUCH (2006), estudando a

multiplicagdo in vitro de macieira, cultivares ‘Galaxy’ e
‘Mastergala’, observaram que maior numero de brotos
(2,04) foi obtido na cultivar ‘Mastergala’, em presenca
de 4,4uM de BAP, em luz branca e amarela.

Para framboesa (Rubus idaeus L.), maior
namero de brotos foi obtido com as luzes verde (3,55)
e vermelha (3,14) (ERIG & SCHUCH, 2005). Plantas
cultivadas sob luz azul podem resultar em altas taxas
de brotagdes laterais, em razao da quebra da dominancia
apical causada pela degradagdo de auxinas nessa faixa
do espectro (CHEE & POOL, 1989; SILVA & DEBERGH,
1997). No cultivo in vitro do porta-enxerto de macieira
MM106, a luz verde proporcionou a maior taxa de
proliferagio de brotos. MARKS & SIMPSON (1999),
trabalhando com o cultivo de Disanthus cercidifolius
e com cultivares de Rhododendron e Crataegus
oxyacantha, concluiram que a luz vermelha promoveu
amaior brotagdo. LUCA etal. (2001) verificaram que as
plantas de Alternanthera brasiliana L., cultivadas sob
luz verde, formaram até quatro brotos por explante,
enquanto, sob luzes vermelha e branca no escuro, o
numero de brotos foi de dois por explante. A luz
vermelha, em comparagdo com a luz branca, também
incrementou o numero de brotos axilares em culturas
in vitro de Rhododendron, Potentilla e Spiraea
(NORTON etal., 1988).

4 -
3,6 1 e
32 - T L
284 --==" """
2,4 4
2 i e ——
1,6 _/
1,2 1
0,8 _________.——-""
044 e e e =T
0 T T T :
0 15 30 45 60
Sacarose (g/L)
Numero de brotos
= = = .Comprimento de brotos (cm)
- = =l\assa fresca da parte aérea (g)
Y imero de brotos = 1,31 + 0,042 X — 0,0005 X° Rf =082
Y Comprimento de brotos = 2,78 + 0,015 X R =091

Y\fassa fesca da parte aérea = 0,266 — 0,001 X +0,00024 X* R*=0,92

Figura 1 - Numero de brotos, comprimento de brotos e fitomassa fresca da parte aérea de
copo-de-leite sob diferentes concentragdes de sacarose ao longo de 60 dias de
cultivo, em meio MS acrescido de 5Smg L' de BAP.
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Tabela 1 - Média do niimero de brotos (NB), comprimento de
brotos (CB) e fitomassa fresca da parte aérea (FFPA)
em funcao dos diferentes espectros luminosos.

Espectros Luminosos NB CB (cm) FFPA (g)
Azul 1,69 B 2,78 A 0,38 A
Verde 1,83 B 322A 0,40 A
Vermelha 1,93 B 334 A 0,39 A
Branca 223 A 336 A 041 A
CV (%) 21,15 17,70 41,26

Meédias ndo seguidas pela mesma letra na vertical diferem entre si
pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Maior comprimento de brotos (3,7) foi
observado em alta concentragdo de sacarose, 60mg L'
(Figura 1). Discordando desses resultados, LUCA et
al. (2001) demonstraram que explantes de
Alternanthera brasiliana desenvolvidos sob luz azul
e verde apresentaram crescimento por alongamento dos
brotos (4,0) mais acentuado. CHANG et al. (2003)
observaram maior comprimento de brotos sob luz
vermelha (9,76cm) e luz azul (9,34cm) em Zantedeschia
albomaculata. ERIG & SCHUCH (2006) observaram
que, na cultivar ‘Mastergala’, a luz amarela
proporcionou o melhor resultado para o comprimento
do broto mais desenvolvido (0,88cm) em macieira.
TURCHETTO et al. (2005) obtiveram, em Tagetes, o
crescimento dos brotos (90,9mm) sob luz azul em meio
MS e 50g L de sacarose.

A interagdo significativa para niimero de
folhas foi observada em luz branca (3,8), seguida de luz
azul (2,9), associadas a 15 ¢ 60g L' de sacarose,
respectivamente (Figura 2). A luz branca ¢ a mais
utilizada em cultura de tecidos e seus efeitos sobre a
morfogénese ja sdo conhecidos. A luz azul é importante
na formagdo da clorofila, no desenvolvimento do
cloroplasto, na abertura do estomato e na
fotomorfogénese (AKOYUNOGLOU & ANNI, 1984).
Resultados semelhantes ocorreram em Alternanthera
brasiliana, que apresentou maior niumero de folhas
por explante em presenga de luz azul, seguida pelas
folhas submetidas as luzes brancas e verdes (LUCA et
al.,2001).

Maior teor de sacarose no meio de cultivo
corresponde a maior concentragdo de carboidratos no
tecido foliar. Em consequéncia, as folhas tém
capacidade de permanecer mais tempo na planta
(CALVETE etal., 2002). O aumento na concentrago de
sacarose do meio de 3% para 5% promoveu aumento
de massa em folhas de rosa micropropagadas sob
condigdes heterotrotdoficas ou mixotroficas
(CAPELLADES etal.,1991).

Folhas irradiadas com luz branca absorvem
mais os comprimentos de ondas azul e vermelha e
grande parte do verde. Talvez esse fato justifique os
resultados deste trabalho, apesar de as luzes vermelha
e verde ndo terem proporcionado os melhores
resultados (SALISBURY & ROSS, 1992).

4 -
3,5 1 .- C
I

Numero de folhas

Sacaroese (g/L)

30 45 60

— == AZUl == = -Branca = == :Verde vermelha
Yagzur = 0,528 + 0,040 X . R‘: =83%
Yppanca = 2.78 + 0,14 X — 0,006 X~ + 0,00007 X° R*=88%
Y’\'ERDE =0,9606 + 0.018 X B =06%
Y vepyErna = 1,47 + 0,039X — 0,00037X° R =70%

Figura 2 - Namero de folhas de copo-de-leite em diferentes espectros de luz e sacarose apds
60 dias de cultivo em meio MS acrescido de 5mg L' de BAP.
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Geralmente, luz azul e vermelha sdo
fortemente atenuadas na parte superior da folha,
enquanto luz verde e vermelho-distante sdo
transmitidas mais profundamente dentro da folha (CUI
etal., 1991).

Maior fitomassa fresca da parte aérea (1,07)
foi observada em presenca de 60g L' de sacarose
(Figura 1). Foram obtidos resultados contrastantes em
Zantedeschia albomaculata, pois, para essa espécie,
maior fitomassa fresca da parte aérea (0,40) foi
observada em luz vermelha (CHANG et al., 2003).
Explantes desenvolvidos em meio com 60g L' de
sacarose podem ter o desenvolvimento da parte aérea
inibido. APPELGREN (1991) mostrou aumento
significativo na elongagdo do caule de explantes de
Pelargonium cultivado in vitro, e AKSENOVA et al.
(1994) afirmaram que plantulas de batata cultivadas in
vitro produziram caules mais longos e maiores taxas de
brotos e raizes sob luz vermelha.

CONCLUSOES

O tipo de luz ndo influencia a multiplicagdo
in vitro de copo-de-leite. Além disso, 0 maior numero
de brotos (2,0) é obtido em 45g L' de sacarose. Observa-
se maior numero de folhas em luz branca (3,8) e azul
(2,9), em 15 e 60g L' de sacarose, respectivamente.
Maior comprimento dos brotos (3,7cm) é observado
em 60g L' de sacarose, e maior fitomassa fresca da
parte aérea (1,07g) € observada em 60g L' de sacarose.
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