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Diferentes concentracoes de sais do meio MS e de sacarose na
multiplicacao in vitro de Zantedeschia aethiopica L. Spreng. (copo-de-
leite)!

Different salt concentrations of MS environment and sucrose on the in vitro
multiplication of Zantedeschia aethiopica L. Spreng. (Calla lily)

Maircia de Nazaré Oliveira Ribeiro?, Moacir Pasqual’, Adriano Bortolotti da Silva* e Vantuil Antonio Rodrigues®

Resumo - O objetivo deste trabalho foi determinar a concentragdo dos sais do meio MS e de sacarose que favoreca
o melhor desenvolvimento in vitro de copo-de-leite. Explantes foram excisados e inoculados em concentragdes de
meio MS (0; 50; 100; 150 € 200%) e sacarose (0; 15; 30; 45 e 60 g L'). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, utilizando-se quatro repeticdes. O pH do meio foi ajustado para 5,8, antes da adi¢do de 5,5 gL' de dgar
e daautoclavagem, a 121 °C e 1 atm, por 20 minutos. Apds a inoculagado, os explantes foram mantidos por 60 dias em
sala de crescimento, a 27+1 °C, irradiincia de 35 wmol m~? s~' e fotoperiodo de 16 horas, avaliando-se ndimero de
brotos, folhas e raizes, comprimento dos brotos e das raizes, massa fresca da parte aérea e das raizes. Obtém-se
maior ndmero (3,5) e comprimento de brotos (3,4 cm) com 30 g L' de sacarose e 125% de sais do meio MS (2,14
brotos), sem haver interacdo significativa entre os fatores sacarose e meio MS. Para as demais varidveis analisadas,
nimero de folhas (4,13) e massa fresca da parte aérea (0,9 g), melhores resultados foram obtidos em meio MS 100%
associado a 30 e 60 g L' de sacarose, respectivamente.

Palavras-chave: Micropropagagdo. Crescimento in vitro. Planta ornamental.

Abstract - This work aimed to determine the salts of MS environment and sucrose concentrations to increase the
efficiency of the in vitro multiplication of calla lily species. Explants were removed from the plant and inoculated in
different concentrations of MS environment (0; 50; 100; 150 and 200%) and sucrose (0; 15; 30; 45 and 60 g L'!). It
was used a completely randomized block design with four replications. The medium pH was adjusted to 5.8 and
solidified with 5.5 g L' of agar before sterilization at 121 °C and 1 atm for 20 minutes. After inoculation, the tubes
were transferred to growth room adjusted to 27+1 °C, irradiance of 35 umol m s™'and photoperiod of 16 hours. After
60 days, the length of the aerial part and roots, the number of sprouts, roots and leaves, fresh mass of the aerial part
and roots of seedlings were evaluated. There was higher number (3.5) and length (3.4 cm) of sprouting with 30 g L
of sucrose and 125% of salt in the MS environment (2.14 sprouts), without significant interaction between sucrose
and MS environment. For the variables, number of leaves (4.13) and fresh mass of the aerial part (0.9 g), the best
result was obtained in MS environment 100% associated to 30 and 60 g L' of sucrose, respectively.
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Introducao

A floricultura abrange o cultivo de plantas orna-
mentais, desde flores de corte e plantas envasadas, até a
producao de sementes, bulbos e mudas de arvores de gran-
de porte. A producdo de flores e plantas ornamentais € um
setor altamente competitivo, exigente em tecnologias avan-
cadas, profundo conhecimento técnico por parte do pro-
dutor, e sistema eficiente de distribuicdo e comercializagdo
(ROCHA, 1999).

O mercado de plantas ornamentais estd crescendo,
no Brasil e no mundo, o que traz a necessidade da melhoria
da qualidade de mudas. Esse incremento de qualidade pode
ser obtido por meio da micropropagacdo, que gera mudas
isentas de fitopatégenos, com genétipo e fendtipo homo-
géneos (SEGEREN et al., 2003). As técnicas de cultivo in
vitro sdo muito importantes para espécies que tém alto
valor comercial como é o caso das ornamentais (TORRES
etal., 1998; DONINI, 2004). O meio de cultura deve suprir
tecidos e drgdos com nutrientes necessarios ao crescimen-
to e, basicamente, fornece macro e micronutrientes, € um
carboidrato para substituir o carbono que a planta fixa da
atmosfera, pela fotossintese. Para promover maior cresci-
mento, normalmente, incluem-se certos componentes or-
ganicos, como vitaminas, aminodcidos e reguladores de
crescimento (PASQUAL, 2001).

Tem sido relatada a possibilidade de reduzir a con-
centracdo de sais do meio MS, para diversas espécies, vi-
sando melhorar o desenvolvimento das plantas e a redu-
c¢do nos custos (GEORGE; SHERRINGTON, 1984). Paiva et
al. (1997) utilizaram 50% dos sais do meio MS, obtendo um
bom desenvolvimento in vitro de gloxinia. Concentracdes
de sais no meio basico MS, reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4,
possibilitaram melhor enraizamento in vitro de amoreira-
preta, cultivar ‘Caiguangue’ (DANTAS et al., 2000). A con-
centracdo de sacarose também € um fator determinante no
crescimento e € dependente do tipo de explante (CALDAS
etal., 1998). Além disso, afeta a producdo de metabdlitos
secunddrios de grande importincia nos processos meta-
bolicos e na composicdo da parede celular (PASQUAL,
2001). Estudos comprovaram que 75% a 85% do aumento
da biomassa se devem a incorporacdo de carbono pela
adicdo de sacarose (DE RIEK et al., 1997). A concentracio
mais utilizada no preparo do meio de culturaMS € 30 g L',
entretanto, modificacdes nesse nimero podem beneficiar
o cultivo in vitro. (PASQUAL, 2001). A sacarose mesmo
sendo essencial ao crescimento das culturas in vitro, o
seu excesso pode ser prejudicial, pois inibe a sintese de
clorofila, reduzindo a capacidade fotossintética das cultu-

ras, mesmo sendo essencial ao crescimento (YAMADA;
SATO, 1978). Embora o agticar ndo seja o componente de
maior custo no preparo do meio de cultura, a redugdo de
sua concentragdo pode ser economicamente favordvel,
especialmente para a produc¢do comercial de mudas
(HOFFMANN, 1999).

O copo-de-leite € uma cultura largamente utilizada
como planta ornamental, muito apreciado pela beleza e ver-
satilidade, utilizado na composi¢do de jardins e em diver-
sos arranjos florais. Suas inflorescéncias simbolizam a pu-
reza e, por isso, é bastante utilizado em casamentos
(ALMEIDA; PAIVA, 2004). Para a rapida multiplicacio de
plantas selecionadas, estdo sendo utilizadas técnicas de
micropropagacdo e esses hibridos estdo sendo produzi-
dos por todo o mundo para flor de corte (BROOKING;
COHEN, 2002). Por meio do melhoramento genético, obti-
veram-se variedades que proporcionaram grande diversi-
dade de colorag¢des em suas flores. Algumas dessas varie-
dades estdo sendo micropropagadas por empresas com a
finalidade de produzir e comercializar tubérculos matrizes
de qualidade (LISCHKA, 2005). Objetivou-se avaliar as
concentracdes dos sais (macro e micronutrientes) do meio
MS e de sacarose, para se obter maior multiplicacio in
vitro de copo-de-leite.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais, localizado no Departamento de Agri-
cultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.
Plantulas de copo-de-leite branco, Zantedeschia
aethiopica, foram obtidas a partir do estabelecimento in
vitro de gemas em meio contendo os sais do meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L' de
sacarose e com pH ajustado para 5,8. Os explantes foram
mantidos em sala de crescimento, por 60 dias, com lampa-
das brancas frias proporcionando 35 pmol m2s!, com 16
horas de fotoperiodo, a 27 + 1 °C.

Os tratamentos foram constituidos de diferentes con-
centracdes de sais (macro e micronutrientes) do meio MS (0;
50; 100; 150 € 200 %) e sacarose (0; 15;30;45e 60 g L"), nas
combinagdes possiveis para as concentracdes testadas.
Ao meio adicionaram-se 5 mg L"'de BAP e o mesmo foi
solidificado com 5,5 g L' de 4gar, o pH ajustado para 5,8,
antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm, por 20 minutos.
Posteriormente a inoculacdo, os tubos foram transferidos
para sala de crescimento, a 27 + 1 °C, irradiancia de 35 pmol
m2 s7!e fotoperiodo de 16 horas. Apds 60 dias de cultivo,
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foram realizadas avaliacdes quanto as varidveis: nimero e
comprimento de brotos, nimero de folhas e massa fresca
da parte aérea.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, constando de quatro repeticdes de trés tu-
bos cada, totalizando doze tubos por tratamento em es-
quema fatorial 5x5. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia, utilizando-se o software Sisvar
(Ferreira, 2000), com regressao polinomial para concen-
tragdes de MS e sacarose.

Resultados e Discussao

De acordo com a andlise de variadncia, houve
interagdo significativa entre os fatores sacarose e meio
MS, para nimero de folhas (NF) e massa fresca da parte
aérea (MFPA). Para as diferentes concentracdes de
sacarose houve diferenca significativa para todas as vari-
aveis analisadas, e para as concentragdes do meio MS houve
diferenca significativa para niimero de folhas (NF), nimero
de brotos (NB) e massa fresca da parte aérea (MFPA). O
numero de brotos foi estimulado pelo aumento da concen-
tracdo de sais do meio MS e de sacarose (Figura 1), porém,
nao houve interagdo entre esses dois fatores. Maior niime-
ro de brotos (3,5) foi observado em 30 g L' de sacarose, na
presenca de 5 mg L' de BAP. Concentracdes maiores de
sacarose promoveram diminuicao no nimero de brotos (Fi-
gura 1A), podendo estar relacionado ao fato de que con-
centracdes acima de 4% de sacarose promovem excessivo
potencial osmoético do meio e deterioracdo das culturas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Nicoloso et al. (2003), compararam quatro concen-
tragdes de cinco fontes de carbono e a sacarose, nas con-
centracoes de 30; 45 e 60 g L', foi a melhor fonte de
carboidrato para niimero e altura das brotacdes, média da
altura de brotacdes e nimero total de segmentos nodais
em ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata). A concentracio
de 125% de sais do meio MS proporcionou maior nimero
de brotos (2,14) em copo-de-leite (Figura 1B). Em crisante-
mo (Dendranthema grandiflora), Paiva et al. (1996), ob-
servaram melhor desenvolvimento de brotos com concen-
tracdes entre 50% e 150% de sais do meio MS, combinados
com 6% de sacarose. Na concentragdo de 50% do MS, o
tamanho dos brotos obtidos nao foi satisfatério. Pessoa et
al. (2004) verificaram que cultivares de samambaia
(Nephrolepis exaltata), nao houve diferenca quanto ao
numero de brotos, que variou entre 2,0 e 2,2, apds 30; 60 ou
75 dias de cultivo, sob diferentes concentragdes (25; 50 e
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Figura 1 - Efeito das concentragdes de sacarose (A) e dos sais do
meio MS (B), no nimero de brotos copo-de-leite, apds 60 dias
de cultivo in vitro, em meio acrescido de 5 mg L' de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2007

100%) de sais do meio MS. Em amoreira-preta (Rubus sp.)
cultivar Ebano o niimero de brotos foi estimulado pelo au-
mento da concentragdo de sais do MS e maior niimero de
brotos (3,9) foi observado em meio MS com 150% dos sais
(VILLA etal., 2005). Naves (2001) verificou um aumento no
tamanho dos brotos de bromélia-imperial (Alcantarea
imperialis), até a concentracdo de 100% dos sais do meio
MS. Com café ‘Catuai’ (Coffea arabica), objetivando deter-
minar o efeito de diferentes propor¢des dos sais inorganicos
e componentes organicos do meio MS, Forni e Pasqual (1996)
observaram que o aumento dos niveis dos sais do meio MS
proporcionou maior nimero de brotos, nimero de folhas e
peso da matéria seca. Resultados contraditérios foram ob-
tidos por Chang et al. (2003), com a espécie Zantedeschia
albomaculata (copo-de-leite) que apresentou maior nd-
mero de brotos (2,0) em meio MS com 50% dos sais.
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Maior comprimento de brotos (3,42) foi observado
na presenca de 30 g L' de sacarose (Figura 2). De acordo
com Grattapaglia e Machado (1998), a sacarose € a princi-
pal fonte de carbono no meio de cultura, sendo responsa-
vel pelo fornecimento de energia para o crescimento in
vitro, a regulacdo do potencial hidrico e o componente
utilizado em maior concentracdo do meio de cultura.
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Figura 2 - Efeito de diferentes concentracdes de sacarose, no
comprimento de brotos de copo-de-leite, apds 60 dias de cultivo
in vitro e meio acrescido de 5 mg L' de BAP. UFLA, Lavras,
MG, 2007

Maiores nimeros de folhas foram obtidos em meio
MS com 150% (4,13) e 100% dos sais (3,98) associados a
30 g L' de sacarose. Concentragdes superiores, tanto de
meio MS quanto de sacarose, diminuiram o nimero de fo-
lhas. Esses resultados ndo diferiram estatisticamente, pelo
teste de médias. Portanto, visando a redug@o de custos, a
melhor porcentagem de meio a ser utilizada € a de 100%
dos sais de MS, para esta varidvel (Figura 3). Tanto o cres-
cimento quanto a morfogénese em culturas in vitro sao
sensivelmente influenciados pela disponibilidade de N e a
forma em que o mesmo € apresentado. Pasqual e Lopes
(1991) afirmam que o meio de cultura MS possui uma con-
centracdo de sais (macro e micronutrientes) considerada
elevada, tornando-se, inclusive, prejudicial ao enraizamento
de brotos em algumas espécies.

Resultados semelhantes em rela¢do as concentra-
¢oes de sais do meio MS foram encontrados nos estudos
de Villa et al. (2005) em que maior nimero de folhas (7,89)
em amoreira-preta (Rubus sp.), cultivar Ebano, foi obtido
em MS 150% associadoa 1 mg L' BAP.

Esses resultados discordam dos obtidos por Pes-
soa et al. (2004), que encontraram 2,9 folhas/explante na
cultivar Bostoniensis de samambaia (Nephrolepis exaltata),
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Figura 3 - Efeito das diferentes concentracdes de sais do meio
MS e sacarose, no nimero de folhas de copo-de-leite, apés 60
dias de cultivo in vitro, em meio acrescido de 5 mg L' de BAP.
UFLA, Lavras, MG, 2007

em 100% de sais do meio MS, apds 30 dias de cultivo.
Ribeiro et al. (2006) encontraram 1,32 folha/explante em
copo-de-leite, com 37,33 g L' de sacarose. Concentra¢des
de sacarose de 3% para 5%, no meio de cultivo, promove-
ram aumento de massa, em folhas de rosa (Rosa sp.)
micropropagadas, sob condi¢des heterotréficas ou
mixotrdficas (CAPELLADES et al.,1991). Maior quantidade
de massa fresca da parte aérea (0,9 g) foi observada na
presencga de 60 g L' de sacarose e 100% dos sais do meio
MS (Figura 4). A variacdo nas dosagens de sacarose influ-
enciou claramente a produgdo de biomassa, tanto na parte
aérea como no sistema da raiz, mas, na sua auséncia, nao
houve formacao de raiz, em morango (CALVETE et al, 2002).
Dados semelhantes foram obtidos em morangueiro, bata-
ta, menta e videira, por Riquelme et al. (1991), em rosa por
Capellades et al. (1991) e Dorion et al. (1991) e em aspargo,
por Conner et al. (1992).

Villa et al. (2005) observaram maior massa fresca da
parte aérea (1,52 g) de amoreira-preta (Rubus sp.) cultivar
Ebano com 150% dos sais do meio MS. E importante res-
saltar que o meio MS possui alta concentracao de sais em
sua composi¢do, comparado a outros meios de cultura
(SAKUTA, 1987). Dessa forma, os efeitos negativos causa-
dos por concentra¢des maiores do meio MS, provavelmente
devem-se a uma elevagao ainda maior do que a normalmente
presente na composicdo original, tornando-se inadequada
ao processo morfogénico (PASQUAL et al., 2002).
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Figura - 4 - Efeito de diferentes concentragdes de sais do meio
MS e de sacarose, com 5 mg L' de BAP, na massa fresca da parte
aérea de copo-de-leite ap6s 60 dias de cultivo in vitro. UFLA,
Lavras, MG, 2007

Conclusoes

1. Nao houve interagdo significativa entre os fatores
(sacarose x concentragdo de sais);

2. Maior nimero de brotos (3,5) foi quando se acrescentou
30 g L' de sacarose e quando a concentragio de sais foi
de 125% do meio MS (2,14);

3. Observa-se maior comprimento de brotos (3,4 cm) em 30
g L' de sacarose; e

4. Para as variaveis: nimero de folhas (4,13) e massa fresca
da parte aérea (0,9 g), os melhores resultados foram obti-
dos utilizando-se a concentragdo de 100% do meio MS
acrescido de 30 e 60 g L' de sacarose, respectivamente.
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