MELHORAMENTO DE CRISANTEMO (DENDRATHEMA GRANDIFOLIA TZVELEV.)

CV. REPIN ROSA, ATRAVES DA INDUGAO DE MUTAGAO IN VITRO!
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RESUMO - Objetivou-se adaptar ¢ utilizar o método de indugdo de mutagio in vitro no melhoramento
de crisintemo, mediante a irradiagdo de pedicelos de botdes florais imaturos da cultivar Repin rosa,
com raios-gama. Ap6s a determinagio do melhor meio de cultura para a regeneragio e enraizamento
dos pedicelos, € a determinagio da sensitividade, realizou-se a irradiagdo com 8 Gy de raios-gama. As
plantas regeneradas foram avaliadas no campo, durante a época de florescimento. No controle nio
apareceram mutantes, € nas plantas provenientes do tratamento foram selecionados 46 mutantes de
coloragdo da inflorescéncia (cores bronze, champanhe, rosa-escuro e rosa mais claro que o controle) e
um mutante com folhas variegadas. Todos os mutantes de coloragdo apresentaram um Gnico tipo de
cor de inflorescéncia, o que evidencia que o método ¢ eficiente para a produgdo de mutantes periclinais
ou sélidos, em crisdntemo.

Termos para indexagdo: pedicelos, mutantes, cultura de tecidos, irradiagao.

IN VITRO MUTATION BREEDING OF CHRYSANTHEMUM
(DENDRATHEMA GRANDIFOLIA TZVELEV.) CV. PINK REPIN

ABSTRACT - This study aimed to adapt and utilize in vitro mutagenesis technology for genetic
improvement of chrysanthemum. Pedicels were obtained from immature floral buds of chrysanthe-
mum cv. pink Repin, and sensitivity to gamma radiation was determined. Pedicels were then irradiated
at a dose of 8 Gy of gamma-rays. The irradiated and non-irradiated control pedicels were cultured
under previously determined organogenesis culture medium. Plants regenerated were grown in the
greenhouse and the evaluation was done during the flowering period. Forty six mutants for flower
colour were selected from the irradiated pedicels (colours: bronze, champagne, dark pink and pale
pink), and another mutant showed variegated leaves. Each colour mutant developed inflorescences
with a single colour, indicating that the method is efficient for the obtention of periclinal or solid

mutants, in chrysanthemum.

Index terms: tissue culture, irradiation, mutagenesis, mutant, pedicels.

INTRODUCAO

Dentre as plantas ornamentais, as cultivares de
crisdntemo (Dendrathema grandifolia Tzvelev.) se
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apresentam com uma porcentagem expressiva na
demanda mundial de flores de corte, importancia esta
também constatada no Brasil (Kampf et al., 1990).

As técnicas de mutagénese induzida, nesta espé-
cie, tém possibilitado a ampliagdo do ntimero de
cultivares disponiveis ao consumidor. Segundo
Micke et al. (1990), das 409 novas cultivares de plan-
tas ornamentais obtidas por indugio de mutagdes,
169 (41,3%) eram de crisantemo, o que demonstra
a utilidade deste método no melhoramento desta
cultura. De fato, métodos de indugdo de mutagdes
Ja sdo rotineiramente aplicados nesta planta orna-
mental em diversos paises, e uma das razdes para
isto € que a detecgdo dos mutantes pode ser facil-
mente visualizada em caracteres tais como cor, for-
ma e tamanho da inflorescéncia.
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A cultura de tecidos pode ser vantajosamente as-
sociada a indug&o de mutagdes em plantas ornamen-
tais, como tem sido verificado em vérios exemplos
(Tulmann Neto et al., 1990). No caso de crisante-
mo, uma das vantagens ¢ a possibilidade de regene-
ragdo de mutantes s6lidos, através de gemas adven-
ticias in vitro, evitando, assim, a formagdo de seto-
res quiméricos nos meristemas multicelulares, apés
a irradia¢do. Além disto, mutantes com novas colo-
ragdes de inflorescéncia podem ser obtidos num tem-
po relativamente curto, através de sele¢do no pri-
meiro ciclo de florescimento (Broertjes et al., 1976,
Broertjes, 1982) .

No Brasil, ndo existem ainda exemplos de
mutantes induzidos em plantas ornamentais.

Diante da importancia do crisantemo e do suces-
so desta técnica, resolveu-se realizar este trabalho,
com o objetivo de adaptar e otimizar o método de
indug¢do de mutagdes in vitro, para o melhoramento
da cor da inflorescéncia de crisdntemo cv. Repin
rosa, para que possa ser utilizada pelos floriculto-
res.

MATERIAL E METODOS

A cultivar Repin apresenta cor de inflorescéncia rosa-
-claro e foi escolhida pela sua excelente aceitagdo comer-
cial e por apresentar boas caracteristicas agronémicas (pro-
dutividade, conservag3o pds-colheita, etc.). Tal cultivar,
entretanto, apresenta um limitado espectro de coloragdo
de inflorescéncia (rosa, bronze e champanhe), sendo, por-
tanto, de interesse a obtengdo de outras coloragdes.Para o
cultivo in vitro, foram escolhidos, como explantes,
pedicelos de botdes florais imaturos, ¢ como agente
mutagénico, raios-gama da fonte de Cobalto (%°Co) do
CENA. Virios experimentos foram realizados com vistas
a determinar as condigdes para a regeneragdo dos
pedicelos, a sensibilidade a raios-gama, e a irradiagdo dos
pedicelos para selegdo de mutantes.

Regeneragio de pedicelos

Utilizou-se o pedicelo floral, pois tem sido relatado
como o explante de maior facilidade de regeneragio in
vitro € que permite a organogénese somdtica direta em
crisintemo (Roest & Bokelmann, 1975). Os pedicelos de
flores jovens (botdes florais cheios mas sem formagao de
cor) foram retirados de plantas cultivadas sob condi¢des
de fotoperiodo curto (nove horas de luz/quinze horas de
escuro), na Fazenda Holambra (Jaguariuna, SP).
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A assepsia foi realizada com a imersdo dos pedicelos
ainda com o botdo, em solugdo de alcool etilico (75%),
por 1 minuto, €, em seguida, imersdo em solugdo com-
posta por 3:1 de 4gua destilada e 4gua sanitaria comercial
(hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo), por 10 mi-
nutos.

Em cdmara asséptica, os pedicelos foram lavados trés
vezes, em agua destilada autoclavada. A porgdo do
pedicelo mais préxima do botdo floral, com o tamanho
aproximado de 0,5 cm de comprimento, foi retirada, cor-
tada longitudinalmente ao meio e colocada em contato
com o meio de cultura (parte cortada para baixo).

Os meios de cultivo testados eram formados por sais
minerais € vitaminas do meio MS (Murashigue & Skoog,
1962) adicionado de 1 g/l de caseina hidrolisada, 30 g/t
de sacarose e suplementado com reguladores de cresci-
mento em diferentes concentragdes. Foram testadas todas
as combinagdes de 0,1; 0,5; 1,0 mg/1 de acido indol acético
(AlIA) e 1,0; 2,0; 3,0 mg/l de 6-benzil aminopurina (BAP),
totalizando nove meios de cultura diferentes, além do meio
sem reguladores de crescimento.

Os meios tiveram o seu pH ajustados para 5,7 e depois
foram solidificados com a adigdo de 7 g/l de 4gar. A este-
rilizag3o foi realizada em autoclave a 120°C por 15 minu-
tos. Utilizou-se, para subcultivo, o tempo médio de duas
semanas. As plantas foram mantidas em fotoperiodo de
dezesseis horas de luz, intensidade luminosa de 16 W/m?2,
e temperatura média de 27°C.

O delineamento experimental usado foi o inteiramen-
te casualizado, com dez tratamentos e vinte repetigoes,
sendo, cada repeti¢do, composta por um tubo de ensaio
contendo um pedicelo.

A avaliagdo do melhor meio de cultivo foi realizada
aos trinta dias da inoculagdo, em fun¢do do nimero mé-
dio de plantas regeneradas transferiveis (com tamanho
minimo de 0,4 cm) no total de pedicelos avaliados.

Enraizamento e desenvolvimento das plantas in vitro

As mudas que apresentaram o tamanho minimo foram
individualizadas e colocadas em meio de enraizamento e
desenvolvimento.

O meio utilizado para este teste foi composto de sais
minerais € vitaminas do meio MS, adicionado de 1 g/l de
caseina hidrolisada, 30 g/l de sacarose, ¢ suplementado
com a auxina AIA nos niveis de 0; 0,1; 0,5; 1,0 e
1,5 mg/l.

Os meios tiveram o pH ajustado para 5,7 e depois fo-
ram solidificados com a adi¢do de 7 g/l de agar. A este-
rilizagdo foi realizada em autoclave a 120°C, por 15 mi-
nutos.
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As plantas foram mantidas em fotoperiodo de dezesseis
horas de luz, intensidade luminosa de 27 W/m?, ¢ tempe-
ratura média de 27°C.

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e quinze repetigdes,
sendo, cada repeti¢do, composta por um tubo de ensaio
contendo uma planta.

A avaliagdo foi feita aos trinta dias apds a repicagem,
medindo-se a altura, o peso fresco e a porcentagem de
sobrevivéncia das plantas, associado a algumas observa-
¢Oes sobre o enraizamento e modificagdes morfologicas.

Para a anélise estatistica, os dados da variavel porcen-
tagem de sobrevivéncia foram transformados pela equa-
¢do arco seno da raiz quadrada de (X/100). Os dados das
variéveis altura de planta e peso fresco ndo sofreram trans-
formago.

Teste de radiossensitividade de pedicelos

Este teste foi realizado com o objetivo de se determi-
nar a sensibilidade, in vitro, dos pedicelos da cultivar Repin
rosa a radiagdo gama, visando escolher a melhor dose para
a etapa seguinte da pesquisa.

O experimento foi instalado num delineamento intei-
ramente casualizado, com seis tratamentos e trinta repeti-
¢des, com cada repeti¢do constituida de um tubo de vidro
contendo um pedicelo de, aproximadamente, 0,5 cm de
comprimento ¢ dividido longitudinalmente em duas par-
tes iguais.

As doses escolhidas para este teste foram de 0, 2, 4, 6,
8, 10 ¢ 12 Gy de raios-gama, com taxa de dose de
170 Gy/h. Os pedicelos sofreram assepsia de maneira se-
melhante & descrita no experimento de regeneragio. A
seguir, por¢des dos pedicelos foram extraidas e inocula-
das no meio em que se obteve o melhor resultado no ex-
perimento realizado com este objetivo (composto por sais
e vitaminas de MS acrescido de 1,0 g/l de caseina
hidrolisada, 30 g/l de sacarose e 7 g/l de agar, ¢
suplementado com 0,5 mg/l de AIA e 2,0 mg/I de BAP).

Ap6s quinze dias de inoculagdo dos pedicelos, foi
realizada a troca de meio de cultura, utilizando-se o mes-
mo meio.

A avaliagdo foi realizada aos trinta dias ap6s a irradia-
¢do e inoculagdo, com a contagem do niimero médio de
plantas regeneradas transferiveis (com tamanho minimo
de 0,4 cm) no total de pedicelos avaliados.

Irradiaciio de pedicelos visando a selecio de mutantes

Este experimento foi realizado com o objetivo de sele-
cionar mutantes de cor de inflorescéncia de crisantemo,
obtidos através da irradiagdo de pedicelos com raios-gama,
seguido de cultivo in vitro.
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O experimento foi composto por 200 pedicelos florais
jovens, irradiados com a dose de 8 Gy de raios-gama (taxa
de dose entre 170 € 210 Gy/h), além de 20 pedicelos nio-
-irradiados, na forma de quatro repetigdes, perfazendo um
total de 800 pedicelos irradiados e 80 pedicelos nio-irra-
diados (controle).

O experimento foi dividido em quatro repeti¢des, com
o0 objetivo de reduzir o tempo entre a irradiagdo e a
inoculagdo dos pedicelos, e assim, evitar o aumento das
perdas por desidratagdo ou pela agdo da radiagdo no
explante. A manipulagio, num curto periodo de tempo,
de um grande nimero de explantes vindos do campo, oca-
sionava também uma elevagdo nos niveis de contamina-
¢do.

Os métodos de desinfecgdo, inoculagdo e cultivo in
vitro dos pedicelos foram semelhantes aos descritos no
experimento anterior. Aos trinta dias da inoculagdo, as
mudas que apresentavam o tamanho minimo de 0,4 cm
foram individualizadas e colocadas em meio para
enraizamento ¢ desenvolvimento.

O meio utilizado foi o que apresentou melhores resul-
tados no teste de enraizamento e desenvolvimento, sendo
composto por sais minerais ¢ vitaminas do meio MS adi-
cionado de 1 g/l de caseina hidrolisada, 30 g/l de sacarose,
7 g/l de agar e sem a presenga de reguladores de cresci-
mento.

As plantas foram mantidas em fotoperiodo de dezesseis
horas de luz, intensidade luminosa de 27 W/m2 e a uma
temperatura média de 27°C.

Ap6s trinta dias, as plantas se desenvolveram sufi-
cientemente para passar pela fase de readaptagdo ao am-
biente externo € ao solo (tamanho minimo de 4 cm).

A adaptagdo ao solo foi realizada com a utilizagio de
bandejas de isopor ¢ solo autoclavado (estéril).

As plantas foram retiradas dos tubos de ensaio e tive-
ram suas raizes lavadas, para se retirar o excesso de meio
de cultura. O plantio foi realizado com o colo da planta na
mesma altura do solo. As bandejas foram mantidas numa
estufa, com a presenga de um umidificador de arabientes.
Ap6s trinta dias, as plantas foram levadas para uma estufa
bem sombreada, com o objetivo de completar a fase de
readaptago.

As plantas foram transplantadas no solo, em estufas,
sob condig¢des de fotoperiodo longo (dezesseis horas de
luz/oito horas de escuro), para realizar o crescimento
vegetativo. Quando as plantas apresentavam um tamanho
médio de 30 cm de altura, modificou-se a estufa para a
condiggo de fotoperiodo curto (nove horas de luz/quinze
horas de escuro), com o objetivo de induzir ao
florescimento.

A avaliagio dos mutantes foi feita no periodo do
florescimento, com a contagem das plantas mutantes com
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setores de uma Unica cor, mutantes com setores de mais
de uma cor, e mutantes de forma da inflorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Regeneraciio de pedicelos

Como se observa na Tabela 1, com excegdo do
controle, todos os meios utilizados permitiram a re-
generagdo de plantas através de pedicelos. A rege-
neragfo se deu por forma direta, sem passar pela
fase de calos.

Roest & Bokelmann (1975) usaram o meio bési-
co de MS, ligeiramente modificado, e adicionado
de reguladores de crescimento, obtendo
organogénese direta em varias cultivares. Para a
cultivar Super yellow, o methor nivel de regulado-
res foi de 1,0 mg/l de BAP e 0,01 mg/l de AIA, e
para a cultivar Bravo, o melhor nivel foi de
1,0 mg/l de BAP e 1,0 mg/l de AIA. No primeiro
caso, obtiveram, em média, 11,3 mudas por pedicelo
inoculado, € no segundo, 2,6 mudas; a avaliaggo foi
efetuada aos 80 dias. Ja Broertjes et al. (1976), utili-
zando a cultivar Bravo, obtiveram médias maiores,

TABELA 1. Efeitos de diferentes niveis de 6-benzil
aminopurina (BAP) e 4cido indol acético
(AIA), na regeneragfio de plantas (mu-
das maiores que 0,4 cm) da cv. Repin
rosa, a partir do cultivo in vitro de
pedicelos florais. Avaliaciio efetuada aos
30 dias apés a inoculacéo.

Tratamento Numero médio de mudas
(mg/l) por pedicelo!
BAP 0,0 + AIA 0,0 0,00b
BAP 1,0 + AIA 0,1 0,30 ab
BAP 2,0 + AIA 0,1 0,44 ab
BAP 3,0+ AIA 0,1 0,21.ab
BAP 1,0 + AIA 0,5 0,37 ab
BAP 2,0+ AIA 0,5 1,22 a
BAP 3,0 + AIA 0,5 0,68 ab
BAP 1,0 + AIA 1,0 0,70 ab
BAP 2,0+ AIA 1,0 0,42 ab
BAP 3,0 + ATIA 1,0 0,42 ab

F 2,34 *
CV(%) 39,50

| Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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em torno de 30,5 mudas em cada pedicelo que apre-
sentava regeneragdo, com avaliagdo aos sessenta e
noventa dias. Estes trabalhos indicaram que além
do meio de cultura, a regeneragdo depende do
gendtipo utilizado, existindo gendtipos que ndo se
regeneram.

Levando-se em conta os dados observados na
Tabela 1 € os objetivos desta pesquisa, considerou-se
que o meio composto por 2,0 mg/l de BAP ¢
0,5 mg/l de AIA, que possibilitou a obtengéo de 1,22
mudas por pedicelo, poderia ser utilizado para a con-
tinuagdo desta pesquisa. O niimero médio de mudas
obtidas foi bem menor do que nos trabalhos citados,
mas deve-se levar em conta que naqueles casos as
avalia¢des foram efetuadas entre sessenta € noventa
dias ap6s a inoculag@o e ndo apenas com trinta dias
como neste experimento.

Enraizamento e desenvolvimento de plantas in vitro

Os resultados obtidos com a utilizag&o de cinco
niveis da auxina AlA, no enraizamento de mudas,
de acordo com o método descrito anteriormente,
encontram-se na Tabela 2. Ndo se observou dife-
renga estatisticamente significativa entre os diferen-
tes meios de cultura no tocante aos dois pardmetros
utilizados.

Na literatura, existem relatos (Roest &
Bokelmann, 1975; De Jong & Custers, 1986) em
que o uso de AIA produziu um bom enraizamento

TABELA 2. Efeito de diferentes niveis de 4cido indol
acético (AJA), na altura e peso fresco de
plantas in vitro, da cv. Repin rosa, a par-
tir do subcultivo de mudas de 0,4 cm de
altura. Avaliacdo efetuada aos 30 dias
apés a inoculacio.

Tratamento Altura Peso fresco
(mg/1) de plantas de plantas
(cm) (®)

AlA 0,0 3,42 1,15
AIA 0,i 3,74 0,93
AIA 0,5 3,84 1,24
AIA 1,0 3,58 1,30
AlIA 1,5 3,50 1,33

F 0,10ns 1,31ns
CV(%) 56,45 45,40
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em crisdntemo. Entretanto, no presente trabalho,
apesar da auséncia de diferengas para os parametros
utilizados, notou-se que o tratamento controle (sem
presenca de AIA) foi o que apresentou plantas de
melhor aspecto visual. Tais plantas apresentavam
menor nimero de raizes, com maior vigor. Os trata-
mentos com os niveis mais elevados de AIA apre-
sentavam plantas raquiticas, com elevado numero
de raizes pequenas e finas que se originavam de uma
calosidade na base da planta. Esta calosidade possi-
velmente foi o fator responséavel pelo peso fresco
semelhante ao das plantas-controle.

Levando-se em conta o melhor aspecto visual das
plantas do controle com raizes de maior vigor e au-
séncia de calosidades, resolveu-se utilizar o meio
sem a presenga de reguladores de crescimento para
o enraizamento das mudas regeneradas.

Apbs trinta dias, as plantas que se desenvolve-
ram com altura minima de 4 cm, foram selecionadas
para a aclimatagdo. As mudas enraizadas foram
mantidas em casa de vegetagdo por uma semana, na
presen¢a de um umidificador de ambientes, e de-
pois foram colocadas em condig¢des de sombrea-
mento, obtendo-se uma porcentagem de sobrevivén-
cia de 80%.

Teste de radiossensitividade de pedicelos

Os dados da sensibilidade dos pedicelos a
raios-gama, baseados no numero médio de mudas
obtidas, por pedicelo, estdo apresentados na
Tabela 3. Observa-se uma tendéncia geral de redu-
¢do no nimero de mudas obtidas e no numero de
pedicelos que regeneram em fungdo do aumento das
doses. Pode-se notar, por exemplo, que a dose de
10 Gy reduziu em 81,5% o nimero de mudas pro-
duzidas por pedicelo, em relagdo ao controle. A ra-
diagdo ocasionou também a perda da capacidade de
regeneragdo em alguns pedicelos; a mesma dose de
10 Gy, por exemplo, reduziu em 45% o niimero de
pedicelos com capacidade de organogénese.

O critério utilizado para a escolha da dose foi o
da redugio, em torno de 50%, do niimero de mudas
regeneradas, por pedicelo, escolhendo-se, entdo, de
acordo com os resultados da Tabela 3, a dose de
8 Gy de raios-gama.

Broertjes (1982) e De Jong & Custers (1986) usa-
ram dose semelhante a recomendada neste trabalho,
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em torno de 8 Gy de raios-gama, mas com raios-X
como mutagénico. Ahloowalia (1992) relatou ter
usado uma dose bem maior, em torno de 20 Gy de
raios-gama na irradiagdo de meristemas in vitro,
numa série de cultivares, obtendo um grande nume-
ro de mutantes.

Irradiacéo de pedicelos visando a sele¢3o de mutantes

A Tabela 4 foi obtida com os dados das quatro
repeti¢cdes, e foi montada com o objetivo de
monitorar este experimento, comparando-o0 ao ex-
perimento anterior, de radiossensitividade.

Os dados demonstram, portanto, que a
repetibilidade foi apenas parcialmente alcangada. O
numero médio de mudas obtidas pelo controle neste
experimento foi de 2,22 mudas por pedicelo inocu-
lado, bem abaixo do obtido no experimento inicial
de radiossensitividade, que foi de 7,52 mudas por

TABELA 3. Efeito da radiaciio gama na regeneracio
in vitro, de plantas da cv. Repin rosa,
obtidas através do cultivo de pedicelos
florais. Avaliacdo efetuada 30 dias apés
a inoculagdo.

Doses Nuamero médio de mudas  Pedicelos com

(Gy) por pedicelo! regeneragio
Observada (%) (%)

0 7,52 a (100) 100,0

6,0 6,00 ab (79,8) 91,1

8,0 4,16 bc (55,3) 82,3

10,0 1,39d (18.,5) 55,5

12,0 3,09¢ 41,1) 82,0

F 24,96 **

CV(%) 35,21

'Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 4. Regeneragio in vitro, de plantas da cv.
Repin rosa, obtidas através da irradia-
¢io de pedicelos florais, com 8 Gy de
raios-gama. Avaliacido efetuada 30 dias
apés a inoculagiio, médias de 4 repeticdes.

Numero médio de mudas

Tratamento por pedicelo
Observada (%)

Controle 2,22 (100)

8 Gy 1,21 (54.5)
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pedicelo inoculado (Tabela 3). Este resultado pode
ser explicado, em parte, pelas dificuldades de se tra-
balhar com uma grande quantidade de materiais,
num curto periodo de tempo.

O tratamento de 8 Gy de raios-gama também
apresentou situagdo semelhante com apenas 1,21
muda obtida por pedicelo, em comparagdo com a
média de 4,16 mudas, no experimento de
radiossensitividade.

Apesar da redug@o no nimero médio de mudas
produzidas, observou-se que esta redugdo foi pro-
porcional para o tratamento irradiado e para o con-
trole. Ao se comparar a média do nimero de mudas
obtidas no tratamento (1,21 muda por pedicelo), em
relagdo a média de mudas produzidas no controle
(2,22 mudas por pedicelo), observa-se que houve
uma redugdo aproximada de 45%, semelhante a ob-
tida no experimento de radiossensitividade.

O esperado, portanto, ¢ que, independentemente
da capacidade de regeneragdo do explante, a dose
de 8 Gy de raios-gama tenha a capacidade de redu-
zir em torno 45%, o nimero médio de mudas rege-
neradas in vitro de plantas da cultivar Repin rosa.

Foram avaliadas, no campo, 690 plantas, obtidas
a partir da regenerag@o in vitro de pedicelos irradia-
dos, além de 105 plantas do controle. Na
Tabela 5 estdo apresentados os dados do nimero e
freqiiéncia de mutantes observados nas 795 plantas
avaliadas. O tratamento com 8 Gy de raios-gama
apresentou uma freqiiéncia de 6,52% de mutantes
de cor, e 0,14% de mutantes de clorofila, no total de
plantas avaliadas. Portanto, a porcentagem de
mutantes de cor ficou em torno de 97,7% do total de
mutantes observados.

As plantas do controle ndo apresentaram mutantes
quanto a coloragdo de inflorescéncia. Pode-se, en-
tdo, afirmar que a passagem das mudas pelo proces-
so de regeneragdo in vitro n3o causou variagdo
somaclonal, quanto a este carater em questao.

Broertjes et al. (1976), trabalhando com a culti-
var Bravo, obtiveram freqiiéncia de 21% de mutantes
de cor de inflorescéncia, irradiando pedicelos flo-
rais com dose de 8 Gy de raios-X. Destes, aproxi-
madamente 90% eram aparentemente mutantes s6-
lidos (com flores de apenas uma cor).

De Jong & Custers (1986) obtiveram freqiiénci-
as de mutac¢do de cor bem menores, entre 0 € 7,2%
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TABELA 5. Nuamero e freqiiéncia de mutantes em
plantas da cv. Repin rosa, provenientes
da regeneracdo in vitro de pedicelos irra-
diados, com 8 Gy de raios-gama. Avalia-
¢ao efetuada no florescimento.

Tratamento Plantas Mutantes observados  Total de
avaliadas quanto a mutantes
cor da flor  clorofila
No % Ne % Ne %
Controle 105 0 0 0 0 00
8 Gy 690 45 6,52 11 0,14 46 6,67

! Planta com folhas variegadas.

de mutantes, trabalhando com dose de 8 Gy de
raios-X na cultivar Spider branco, que, pela cor ini-
cial, possui maior dificuldade de produzir mutantes
de cor.

A Tabela 6 apresenta a freqiiéncia e os tipos de
mutantes de cor para a inflorescéncia. O mutante de
cor bronze foi o que apareceu com maior freqiién-
cia, em torno de 64,4% do total. Segundo Stewart &
Dermen (1970), partindo de uma cultivar rosa e su-
pondo a ocorréncia da mutagdo na camada LI da
planta, o mutante de cor bronze é o mais facil de ser
obtido. O mutante de cor rosa-escuro somente apa-
receu nas repetigdes de numero 2 e 3, enquanto o
mutante de cor rosa-claro (mais claro que a cultivar
original), somente na repeti¢do namero 2.

O fato de ter sido necessario subdividir os
pedicelos em grupo de 200 serviu também para rea-
firmar que em trabalhos com indug@o de mutagio
sempre se deve recomendar o uso de grandes popu-
lagdes. No presente trabalho, o uso de 800 pedicelos
iniciais possibilitou a selegdo de 46 mutantes, com
quatro tipos de cor, € um, com folha variegada. Se
apenas 200 pedicelos tivessem sido utilizados, da
repeti¢do nimero 1 por exemplo, apenas 8§ mutantes
de cor seriam obtidos. E sempre preferivel um ni-
mero maior de mutantes, da mesma cor, por exem-
plo, para se avaliar, pois pode-se escolher o melhor
dentre eles, supondo-se que tenham origens geneti-
camente diferentes.

Todas as plantas obtidas, incluindo o mutante
variegado, possufam coloragio de flor tinica, poden-
do ser consideradas, entio, como mutantes
periclinais ou sélidos. O mutante de folha variegada
apresentou-se com a inflorescéncia de cor rosa, se-
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TABELA 6. Espectro de mutagiio e freqiiéncia de mutantes na colorac¢iio de inflorescéncia das plantas da cv.
Repin rosa, provenientes da regeneracfo in vitro de pedicelos irradiados, com 8 Gy de raios-
-gama. Avaliagio efetuada no florescimento das 4 repeticdes.

Repetigio Plantas Tipos de coloragdes e freqiiéncias Total de
avaliadas Bronze Champanhe Rosa escuro Rosa claro mutantes

1 232 5 3 - - 8

2 196 6 2 2 4 14

3 122 8 2 2 - 12

4 140 10 1 - - 11

Total! 690 29(64,4) 8(17,7) 4(8.,8) 4(8.8) 45(100)

! Valores entre parénteses indicam a porcentagem de mutantes em relagdo ao total de mutantes avaliados.

melhante a cultivar original; entretanto, ndo pdde
ser chamado de mutante periclinal ou sélido.

Este resultado comprova relatos anteriores, que
afirmam que a indugdo de mutagdes in vitro, medi-
ante gemas adventicias em crisadntemo, obtidas a
partir de pedicelo floral, produzem somente mutantes
com um tnico tipo de coloragio (ndo quiméricos).

Uma dificuldade observada na aplicagdo deste
método, foi a falta de uniformizagido no
florescimento das plantas obtidas. Recomenda-se,
entdo, para trabalhos futuros, que se faga uma poda
no meristema apical de todas as plantas obtidas in
vitro, duas semanas apds o plantio no campo, ou
entdo, que se usem estas plantas como matrizes, re-
tirando-se, destas, mudas para serem avaliadas. Es-
tes procedimentos possibilitardo a uniformizagdo do
lote, com relagdo ao desenvolvimento e data de
florescimento.

Uma vantagem que se observou neste método in
vitro foi em relagdo ao tempo de duragio do experi-
mento. Da irradiagdo até a sele¢do dos mutantes no
florescimento, o tempo foi de 200 dias, enquanto
que se o experimento fosse realizado in vivo, com a
irradiagdo de mudas enraizadas e avango até a gera-
¢do recomendada para a seleg#o (geragdo M1V4), o
tempo seria de 280 dias.

Outra vantagem a ser destacada no método in
vitro esta relacionada & melhor utilizago de espago
fisico no campo, e a uma menor quantidade de tra-
tos culturais. Deve-se reconhecer, entretanto, os
maiores custos envolvidos em trabalhos em labora-
torio. Também deve-se dizer que na presente pes-
quisa, o gendtipo utilizado mostrou boa capacidade
de regeneragdo de plantas através de pedicelos, o

que pode ndo ocorrer com outros gendtipos. Todos
estes fatores devem ser levados em conta na reco-
mendagdo (ou ndo) do método in vitro, através de
gemas adventicias para a obten¢do de mutantes em
crisantemo.

CONCLUSAO

A irradiagdo com 8 Gy de raios-gama e o cultivo
invitro dos pedicelos possibilita a obtengio de 6,52%
de mutantes de cor de inflorescéncia no total de plan-
tas avaliadas, e se obtém diferentes tipos de mutantes,
como: bronze, champanhe, rosa-escuro e rosa mais
claro, com maior freqiiéncia para os de cor bronze.
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