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RESUMO

7z

O género Anthurium, pertencente a familia Araceae € origindrio das Américas do Sul e
Central. A espécie que possui maior importancia comercial € Anthurium andraeanum Linden.
Atualmente sua propagacdo comercial ocorre por meio da organogénese indireta, o que
possibilita a obtencdo de mudas que possuem variacdo somaclonal. Tal fendmeno ¢é
indesejdvel para producdo comercial. O trabalho teve como objetivo o estudo da taxa de
multiplicacdo in vitro de duas cultivares de A. andraeanum (Eidibel e Astral) por meio da
organogénese direta, isto é, a partir do desenvolvimento das gemas axilares presentes nos
segmentos nodais, para desenvolvimento de um protocolo de multiplicacdo dessas cultivares.
Foram utilizados como explantes, segmentos nodais contendo dois nés cada, oriundos de
mudas cultivadas in vitro. Foram avaliados o nimero de mudas regeneradas por explante,
presenca de raiz e presenga de calo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado composto por sete tratamentos: T1: Pierik 2 (P2) sem a adicdo de regulador de
crescimento; T2: P2 + 0,25 mg L' de BAP de 6-benzilaminopurina (BAP); T3: P2 + 0,50 mg
L' de BAP; T4: P2 + 0,75 mg L™ de BAP; T5: P2 + 1,00 mg L"'de BAP; T6: P2 + 1,25 mg L
"'de BAP e T7: P2 + 1,50 mg L"' de BAP com cinco repeticdes de oito tubos de ensaio,
contendo um explante cada. De um modo geral para as cvs. Eidibel e Astral observou-se
aumento do nimero de brotos regenerados por explante, elevacdo do percentual de calo e
reducdo da presenca de raiz. A concentracdo 1,00 mg L' de BAP mostrou-se ideal para
producdo de antdrio Eidibel e cv. Astral a concentragdo ideal de BAP adicionado ao meio de
cultura é de 0,50 mg L™, pois, apresentou maior média de nimero de brotos regenerados por
explante e menor percentual de calo.

Palavras-chave: organogénese, cultura de tecidos, floricultura.



ABSTRACT
The genre Anthurium, belonging to the family Aracnae is originary from the South and
Central America. The most important species on a commercial level is the Anthurium
andraeanum Linden. Currently your propagation is by an indirect organogenesis mean, which
allows obtaining plants having somaclonal variation. That phenomenal is unwanted for the
commercial production. This work has with objective a study for the multiplication tax in
vitro from two cultivars of A. andraeanum (Eidibel e Astral) by a direct orgoanogenesis
mean, that is to say, from development of axillary buds present in the nodal, for a
multiplication protocol development for that cultivars. They were used as explants, nodal
segments with two nodes each, derived from plants grown in vitro. We evaluated the number
of regenerated seedlings per explant, presence of root and the presence of callus. The

experimental design was completely randomized composed of seven treatments: T1: Pierik 2
(P2) with any grow up regulator addiction; T2: P2 + 0,25 mg L'l of BAP to 6-
benzilaminopurina (BAP); T3: P2 + 0,50 mg Ll of BAP; T4: P2 + 0,75 mg L1 of BAP; T5:
P2 + 1,00 mg L' of BAP; T6: P2 + 1,25 mg L-! of BAP and T7: P2 + 1,50 mg L~! of BAP

with five replicates of eight test tubes, each containing an explant. In general for cvs. Eidibel

Astral and there was an increase in the number of shoots regenerated per explant, raising the

percentage of callus and reducing the presence of root. The 1,00 mg L'l of BAP
concentration It proved to be ideal for the production of anthurium Eidibel and cv. Astral the
ideal concentration of BAP added to the culture medium is 0.50 mg L-1, therefore, showed

higher mean number of regenerated shoots per explant and lower percentage of callus.

Key words: Organogenesis, Tissue Culture, Floriculture.
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1.INTRODUCAO

O Brasil atualmente conta com cerca de 8 mil produtores de flores e plantas
ornamentais, juntos cultivam mais de 350 espécies com aproximadamente trés mil variedades.
Portanto, o mercado de flores é muito importante para o crescimento da economia brasileira, o
qual gera 215.818 empregos diretos, desses 36,37% relativos a producdo, 3,9% relativos a
distribuicao, 55,87% no varejo, 3,8% nas demais funcgdes (JUNIOR et al., 2015).

A producio brasileira possui categorias como as flores de corte, flores de vaso,
sementes, plantas de interiores, plantas de paisagismo e folhagens (BUAINAIN; BATALHA,
2007).

A produgdo de flores é desenvolvida em todas as regides brasileiras, sendo que a
producdo de flores de clima temperado estd mais concentrada nas Regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste e as de clima tropical nas Regides Norte e Nordeste (CAMPOS, 2014). O
anturio por ser uma planta de origem tropical adaptou-se bem as condi¢Oes de temperatura
que predominam em grande parte da extensdo do territério brasileiro (NOMURA, et al.,
2012).

Os anturios s3o plantas do gé€nero Anthurium, inseridas na familia Araceae,
ordem Alismatales, classe Liliopsida, caracterizadas por espécies com inflorescéncias em
espadice, protegidas por uma espata (CASTRO et al., 2012). O antirio pode ter propagacao
tanto sexuada (sementes) como assexuada. A propagacdo sexuada é lenta, o tempo de
florescimento é maior, levando trés anos para florescer e cinco anos para atingir a maxima
producdo, além disso, as progénies obtidas sdo desuniformes (TOMBOLATO et al., 2004).

A propagacdo vegetativa € feita convencionalmente por divisdo de touceira ou por
estaquia. Essas técnicas tétm como desvantagem o baixo nimero de mudas produzidas e a
possibilidade de disseminacdo de pragas e doencas (HAMIDAH et al., 1997; MARTIN et al.,
2003; TOMBOLATO et al., 2004; VIEGAS et al., 2007)

Uma das técnicas de propagacdo assexuada que vem sendo utilizada é a
micropropagacdo, também conhecida como propagacdo in vitro. Este método propicia a
obtencdo de mudas geneticamente idénticas a planta matriz a partir da propagacao do explante
(CARVALHO et al., 2013).

Na micropropagacdo os antdrios sdo comumente propagados por organogénese
indireta a partir de fontes variadas de explante, como por exemplo, folha, peciolo, gema

axilar, fruto, semente, antera ou meristema. Destes, o limbo da folha jovem € o explante



tradicionalmente utilizado. Porém, esse método de propagacdo proporciona baixa taxa de
multiplicacdo e provdvel ocorréncia de variacdo somaclonal (TOMBOLATO; QUIRINO,
1966; TOMBOLATO et al., 1998).

A vantagem da organogenése direta ¢ a menor variabilidade fenotipica, sendo
assim, obtém-se maior uniformidade das mudas produzidas, devido a auséncia da formagao de
calos. J4 a organogénese indireta proporciona taxa de multiplicacio baixa com provavel
varia¢do somaclonal nas mudas obtidas (TE-CHATO et al., 2006; BAUTISTA et al., 2008).

Objetiva-se com este trabalho desenvolver um protocolo de produgdo in vitro de
duas cultivares de Anthurium andraeanum (Eidibel e Astral), por meio da organogénese, a
partir do desenvolvimento das gemas axilares presentes nos segmentos nodais, visando o

aumento da producdo evitando a obten¢do de plantas com variagdes fenotipicas.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1Floricultura no Brasil

Para Costa (2003), a floricultura é uma atividade de producao de flores e inclui
vdrias categorias, como a producdo de flores de corte, flores secas, flores e plantas em vaso,
folhagens, mudas, plantas ornamentais, bulbos, tubérculos, rizomas, estacas e sementes.

O comércio de flores e plantas ornamentais no Brasil vem apresentando aumento
de 12% a 15% ao ano, acima da média da economia nacional. A floricultura esta se tornando
um setor cada vez mais importante, principalmente devido ao crescimento da comercializagdo
de flores e folhagens de corte, flores envasadas e mudas de plantas destinadas ao paisagismo e
jardinagem (SEBRAE, 2015). A floricultura empresarial praticada no Brasil desde as dltimas
décadas vem mantendo o comércio de curta, média e longa distincia, permitindo assim, o
fornecimento de flores e plantas ornamentais em praticamente todas as capitais do pais
(ALONSO et al. 2010).

A producgdo de flores e plantas ornamentais do Brasil é destinada principalmente
para o mercado interno, colocando os brasileiros como principais consumidores das plantas
ornamentais produzidas no pais. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), é possivel calcular na populacdo brasileira o consumo médio per capta
com flores e plantas ornamentais, obtendo uma base do faturamento desse setor. Em 2012 o
consumo per capta foi de R$ 23,00, ja em 2013 passou para R$ 25,83 e atingiu o valor de R$
26,68 em 2014, resultando numa taxa de crescimento média anual de 7,71%. Considerando
valores estaduais, (Figural) em 2014 o estado de Sdo Paulo apresentou o maior consumo
médio per capta do Brasil, com R$ 44,86, seguido pelo Distrito Federal com R$ 43,85 e Rio
Grande do Sul com R$ 38,39 (JUNIOR et al., 2015).



Figura 1: Consumo per capta, em reais, de flores e plantas ornamentais
nos estados brasileiros no ano de 2014.
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Fonte: Elaborado por Junior et al. (2015) a partir de dados de IBGE e IBRAFLOR.

O consumo de flores e plantas ornamentais no Brasil estd se desenvolvendo de
varias formas. Com as mudancas na urbanizacdo, o aumento de prédios e condominios, 0s
projetos paisagisticos t€ém sido cada vez mais demandados. No mercado de decoragdo, o
crescimento na disponibilidade de renda da populacdo influenciou na quantidade e nos gastos
médios com eventos e nos valores voltados as flores e plantas ornamentais. Dados do Sebrae
(2015), apontam que 95% dos noivos contratam servicos de decoragdo, fazendo com que os
casamentos sejam um dos eventos principais para o consumo de flores e plantas ornamentais

(JUNIOR et al., 2015).

2.2 Mercado de exportacoes de flores do Brasil

Analisando o destino das exportacdes do Brasil, temos como principal
consumidor dos produtos brasileiros, do setor de floricultura, a Holanda, com cerca de 53%,
seguidos por Estados Unidos com 21% e Itdlia com 10% (Figura 2). Considerando os dois
principais compradores do Brasil, a Holanda e os Estados Unidos somam 74% das

exportacdes brasileiras (JUNIOR et al., 2015).

Fi ura 2: Importag()es brasileiras por pais de origem.
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Fonte: Elaborado por Junior et al. (2015) a partir de SECEX/MDIC (2015)



2.3 Floricultura no Ceara

A maior parte da producdo do estado do Ceard € destinada para o mercado de
Fortaleza e outros estados da regido Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil. A regido
também se destaca por exportar parte da sua producdo de rosas, bulbos, flores tropicas e
plantas ornamentais com destaque nas exportacdes de bulbos de Amaryllis, cana indica e
Caladium para outros paises (JUNIOR, et al., 2015).

Regides cearenses como o Maci¢o de Baturité, Chapada de Ibiapaba, Cariri, Baixo
Jaguaribe e regido Metropolitana de Fortaleza se destacam pelo desenvolvimento de produgdo
de flores e plantas tropicais (SEBRAE, 2015). Dentre essas regides, o Macico de Baturité se
destaca na producdo de antirios e flores tropicais (PINHEIRO et al., 2010). Os antirios
destacam-se no mercado brasileiro como uma das principais espécies de flores tropicais de

interesse econdmico (CARVALHO et al., 2012; RIKKEN, 2010).

2.4 O Antirio

O Anthurium andraeanum pertence a familia Araceae, género Anthurium, ordem
Alismatales, classe Liliopsida, possui inflorescéncia em espadice, protegida por uma espata
(CARVALHO et al., 2013). A familia abrange 106 géneros e aproximadamente 2.823
espécies e nela estdo presentes plantas perenes, herbaceas, terrestres ou epifitas.
(GOVAERTS et al., 2002). Estas plantas estdo distribuidas geralmente em &reas tropicais e
subtropicais das Américas, Asia e Africa, embora também exista em regides temperadas
(MAYO et al., 1997).

A principal espécie comercial é do gé€nero Anthurium andraeanum Linden,
utilizada principalmente como flor de corte e como planta de vaso. Essa espécie possui
plantas em geral com folhas cordiformes, pendentes e planas, de disposi¢do alternada,
geralmente protegida por estipula grande e persistente, sua haste foliar varia de 20 cm a 80
cm. O caule € ereto, aéreo, com internddios geralmente curtos e raizes adventicias (CASTRO;
TOMBOLATO, 2012).

No decorrer do ano, o antirio produz inflorescéncias terminais, em espadice mais
ou menos ereta, na qual estdo inseridas flores sem bracteas, pequenas e sésseis. A estrutura do
antirio conhecida popularmente como “flor” €, na realidade, composta por uma folha

modificada, colorida que tem denominagdo de espata e uma inflorescéncia do tipo espiga,



denominada espddice, formada por dezenas de flores pequenas (Figura 3) (CASTRO;

TOMBOLATO, 2012).

Figura 3: Detalhes da inflorescéncia de anturio.
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Fonte: Castro e Tombolato, 2012.

2.4.1 Cultivares estudadas

As variedades de anturios sdo bastante populares na América Central, Venezuela,
Guianas, Paraguai e Bacia Amazonica, porém menos conhecidas no leste do Brasil, regido
andina e oeste da América do Sul (TEMPONI, 2006). O antirio se propaga de forma sexuada
(sementes) e assexuadamente. A propagacdo tradicional do antirio € de forma vegetativa, por
divisdo de touceiras ou por estaquia, possibilitando a disseminacdo de pragas e doencas,
limitando a quantidade de mudas obtidas, o que compromete a comercializagdo do produto
final. A propagacdo de antdrio por sementes € um processo lento que gera plantas
desuniformes, com variacdo no vigor das mudas, tamanho, produtividade e inflorescéncias
com cores, formas e tamanhos variados (TOMBOLATO et.al., 2004). Dessa forma a
propagacdo in vitro tem sido bastante utilizada como método alternativo para tornar a
producdo do antdrio mais eficiente atendendo aos requisitos comerciais.

O A. andraeanum cv. FEidibel (Figura 4) € uma cultivar de flor de corte
selecionada para uso comercial. E altamente produtiva, possui caracteristicas comercialmente

aceitas e uma boa durabilidade pds-colheita. Sua cor vermelho intenso faz com que ela tenha



maior demanda entre as flores de corte, sendo por isso, a mais cultivada em todo o Brasil.
(LEME, 2004).

O programa de melhoramento do Instituto Agrondmico de Campinas, durante os
anos 50-60 selecionou e introduziu a sua colecdo a cultivar Astral (figura 4), que possui
espata coral e espddice branca. As plantas micropropagadas sdao cultivadas sob telado com
70% a 80% de sombra em canteiro com substrato organico. A produgdo de touceiras a cada
dois anos é em média de 7,5 flores, assim sua durabilidade comercial pds-colheita € de 20 dias

(TOMBOLATO et al., 2000).

Figura 4: Inflorescéncias de antirio (Anthurium andraeanum) cvs.
Astral e Eidibel.

Astral Eidibel

Fonte: David dos Santos Junior

2.5 Propagacao de antirio in vitro

2.5.1 Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos vegetais comecgou a se desenvolver no inicio do século XX e
seus maiores avancos foram percebidos a partir da segunda metade do século. Essa técnica
apresenta grande importincia para as dreas agricolas, florestal e de ciéncias bdsica, como
biologia de plantas, onde aparece como uma das metodologias mais utilizadas. Suas principais
aplicacdes sdo: micropropagacgdo, obtencdo de plantas livres de viroses (cultura de meristema,
microenxertia € termoterapia, testadas por indexacdo), melhoramento genético vegetal,
producdo de metabdlitos secundérios e como suporte técnico para bioquimica, fisiologia

vegetal, fitopatologia e citogenética (QUISEN; ANGELO, 2008).



Entende-se como cultura de tecidos (propagacdo in vitro), o conjunto de
metodologias que promovem o crescimento € a multiplicacdo de células, tecidos, 6rgios ou
partes de 6rgdos de uma planta (explante) inseridos em um meio nutritivo sob condi¢des
assépticas, submetidos a iluminac¢do e temperatura controladas. Essa técnica baseia-se na
totipoténcia das células vegetais na producdo de brotos e/ou raizes (organogénese) ou dos
embrides somaticos que regeneram uma planta em meio de cultivo favordvel (CARVALHO;
VIDAL, 2003,).

Inicialmente o cultivo do tecido in vitro pode ser feito com a utilizacdo de
qualquer parte da planta: gemas, raizes, folhas, células isoladas, protoplastos (célula sem
parede celular), sementes, embrides zigdticos, anteras etc. O explante é escolhido de acordo
com o objetivo desejado e a capacidade de resposta da espécie (CARVALHO; VIDAL, 2003).

Segundo Thorpe (1980), o controle da morfogénese € influenciado por fatores
internos inerentes ao explante, como por exemplo: gendtipo, condi¢oes fisioldgicas e relagdes
entre células e tecidos, fatores externos como meio de cultura, reguladores de crescimento e
condi¢des ambientais para gerar uma planta (temperatura, luz, O, e CO,).

Foi relatado que Pierik et al. (1974), realizou o primeiro trabalho de pesquisa com
cultura de tecidos de anturio. Sua pesquisa obteve sucesso na regeneracdo de plantas,
inicialmente, utilizando embrides zigdticos (por meio da germinacdo de sementes in vitro).
Porém, esse método de propagacdo teve pouca utilidade para o antdrio, porque os explantes
utilizados desenvolveram grande variabilidade genética decorrente do sistema de reproducgdo
dessa espécie (polinizacdo cruzada). Mesmo ndo obtendo bons resultados o trabalho pioneiro
de Pierik et al. (1974), serviu como base para o desenvolvimento da técnica de cultura in vitro
de antdrio, com a utiliza¢do de explantes de plantas adultas. Vérios trabalhos com Anthurium
vem sendo realizados com o objetivo de tornar a taxa de regeneracdo e multiplicacdo de
embrides somdticos mais eficientes, testando diferentes fontes de explante, concentragdes de

sacarose e de reguladores de crescimento (GANTAIT; MANDAL, 2010).

2.5.2 Micropropagaciao

A micropropagacdo é uma das aplicacdes da propagacdo vegetativa in vitro,
utilizada preferencialmente em plantas de dificil multiplicacdo pelos métodos convencionais,
garantindo a obtenc@o de grande numero de plantas sadias e uniformes, em menor tempo

(BAJAJ, 1993). Comercialmente a micropropagacgdo foi aplicada pela primeira vez por Morel



(1960), na multipli¢ao de orquideas por meio da cultura de dpices caulinares e regeneracdo de
protocormos (diminutas estruturas que se diferenciavam e davam origem a embrides)
(CARVALHO; VIDAL, 2003).

Segundo Murashige (1974), as etapas padrdes para os sistemas de micropropa
gacdo sdo: selecdo de explantes, desinfestacdo e cultivo em meio nutritivo (sob condi¢des
assépticas); multiplicacdo dos propagulos através de sucessivos subcultivos (em meio proprio
para multiplicacdo); transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de cultura de
enraizamento e subsequente transplantio das mudas obtidas para substrato ou solo.

Tendo em vista que uma das limitagdes do cultivo de antdrio € a disponibilidade
de mudas em quantidade e qualidade, sua producdo em laboratério torna-se uma excelente
alternativa de cultivo (CARVALHO et al., 2013). Comercialmente a micropropagacdo vem
sendo utilizada para uma rapida propagacdo clonal e aumento na produ¢do de mudas de novas
variedades de antirios (MARTIN et al.,, 2003). Como muitas variedades de antirio sio
hibridos, a clonagem in vitro tem uniformizado caracteristicas como: época de floracao, cor,

tamanho, entre outras (FUZITANE; NOMURA, 2004).

2.5.3 Regeneraciao

A regeneragdo in vitro, pode ocorrer de forma direta ou indireta, por meio de
processos de organogénese e embriogénese somatica (BORGES, 2002).

Na organogénese direta ocorre o surgimento direto de gemas a partir de tecidos
(cambio vascular, base do peciolo em dicotiledoneas, base de folhas e escamas em bulbos de
monocotiledoneas, segmentos de raizes, entre outros), que manifestam o potencial
morfogenético na planta in vivo, porém em geral ndo se expressam. A organogénese indireta
ocorre quando o surgimento de gemas € precedido por formacao de calo (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998). Em anttirio o uso comercial da micropropagacdao obtém mudas por
meio de organogénese indireta (a partir da inducao de calos) utilizando-se comumente como
explante inicial, folhas, e posteriormente a regeneracdo de gemas adventicias (ATAK;
CELIK, 2009). Porém, esse método permite taxas de multiplicacdo baixas e inconsistentes,
podendo causar a variagao somaclonal nas mudas obtidas (BAUTISTA et al., 2008).

Na embriogénese somadtica, as células diferenciadas sdo primeiro
desdiferenciadas, para serem consideradas como células embriogénicas apds a divisdo celular.

A embriogénese somdtica consiste na formacdo de embrides somaticos (embridides) a partir
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de tecidos somaticos, formando embrido idéntico a da planta-mae, a ndo ser nos casos em que
ocorre a embriogénese por via indireta (com formacdo de calos) podendo ocorrer

variabilidade genética (PASQUAL et al., 1997).

2.5.4 Meios de Cultura

O meio usado para cultura de tecidos vegetais € constituido por sais minerais,
macronutrientes, micronutrientes, fonte de carbono (exemplos: sacarose, glicose e sorbitol), e
também por vitaminas e outros suplementos organicos (CID, 2001). A formulagdo do meio de
cultura € um fator muito importante, pois afeta diretamente a eficiéncia dos protocolos de
multiplicacdo de plantas in vitro (SILVA et al., 2010). Desde o inicio do desenvolvimento de
meios nutritivos para cultura de tecidos, houve a busca de formulacdes definidas, de
composi¢do conhecida e controlada, visando a possivel reproducdo dos resultados em
qualquer lugar e época (CALDAS, et al., 1998).

Das varias formulacdes utilizadas para meio de cultura, a mais utilizada € o meio
MS, idealizado por Murashige e Skoog (MURASHIGE e SKOOG 1962). O meio de cultura
possui: dgua (deionizada, destilada ou bidestilada), os macronutrientes (nitrogénio, fésforo,
potassio, enxofre, cdlcio e magnésio), os micronutrientes essenciais (manganés, zinco, boro,
cobre, cloro, ferro e molibdénio), fontes de carbono (sacarose, frutose ou glicose, em funcao
da deficiéncia energética luminosa e da baixa concentracido de CO,), vitaminas e aminodcidos
(tiamina, vitamina B1, niacina, vitamina B6, glicina, mio-inositol, dcido félico, riboflavina,
biotina e 4cido ascdrbico) e os reguladores de crescimento, extratos organicos e substincias
gelatinosas (4gar, amido, gelatina vegetal, gel polissacarideo produzido por bactérias e
vermiculita) (PINHEIRO, 2007; TOBOLATO, 1998).

Pierik e colaboradores (1979) testaram vdrias modificacdes na composi¢ao do
meio MS (alterando as concentracOes desses componentes para os diferentes estidgios da
micropropagacdo), a fim de tornar mais eficiente a inducdo de calos, regeneracgdo,
multiplicacdo, alongamento e enraizamento de mudas de antdrio. A metodologia proposta por
Tombolato, Quirino e Castro (1998) para multiplicacio de variedades do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), utiliza o meio Pierik (PIERIK, 1976). Trabalhos publicados
como os de Pierik et al. (1979), Schiavinato et al. (2008); Pinheiro et al. (2009) e Carvalho et
al. (2011), confirmam o meio Pierik (PIERIK, 1976) como ideal para a multiplicagdo do
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antdrio na cultura de tecidos, pois utiliza de forma eficiente menor quantidade dos cinco

macronutrientes (Figura 5).

Figura 5: Concentra¢des de macronutrientes (mg) e sacarose nos meios de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e Pierik (PIERIK, 1976) para estigios diferentes da
micropropagacdo de Anthurium andraeanum.

Componentes MS P1* pP2* P3*
NH,NO; Nitrato de amonio 1650 825 825 206
KNO; Nitrato de potdssio 1900 950 950 950
MgS0,4.4H,0 @ Sulfato de magnésio 370 370 185 185
KH,PO, Fosfato monobadsico de potdssio = 170 85 85 85
CaCL,.4H,0 Cloreto de célcio 440 440 220 220
C12H2,0yy Sacarose 30000 30000 20000 20000

*Formulag¢do do meio Pierik para inducdo de calo (P1), multiplicagdo (P2) e alongamento e enraizamento

(P3) das mudas. Fonte: Tombolato (2004).

2.5.5 Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento sdo fundamentais para o desenvolvimento da
planta. Os hormonios vegetais como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido
abscisico sdo os controladores quimicos das plantas (CARVALHO et al., 2006). A adi¢ao
destes fitorreguladores estimula algumas respostas como multiplicacdo da parte aérea ou
alongamento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Entretanto, dentre essas cinco classes de reguladores algumas promovem,
enquanto outras inibem vérios aspectos do desenvolvimento da planta, podendo atuar
sozinhos ou em conjunto. O estabelecimento de um balango hormonal adequado na planta é
indispensavel para que seu desenvolvimento seja uniforme e ordenado (LACERDA; FILHO;
PINHEIRO, 2007).

A principal classe de hormdnios vegetais é constituida pelas auxinas, que foram
descritas primeiro pelo cientista holandés Frits Went, e posteriormente isoladas por Kenneth
V. Thimann que determinou sua estrutura como dcido indol-acético (AIA) (SANTOS, 2013).
As auxinas promovem o alongamento celular diferencial, a regulacdo do crescimento vegetal,

o crescimento de raizes laterais, a inducao do crescimento de frutos partenocérpicos e inducao
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de formacdo de etileno (LIMA, 2010; BENSO et al, 2012; SANTOS, 2013).

As citocininas parecem influenciar vérios aspectos do desenvolvimento regulado
pela luz, incluindo a diferenciacdo dos cloroplastos, o desenvolvimento do metabolismo
autotréfico e o desenvolvimento de folhas e cotilédones (LACERDA; FILHO; PINHEIRO,
2007). A citocinina BAP (6-benzilaminopurina) e a citocinina CIN (6-furfurilaminopurina)
tém sido as mais utilizadas para a cultura de tecidos em vérias espécies (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998), pois participam do controle da divisao celular. (ASMAR et al., 2011).
Em viérios sistemas de micropropagacdo o BAP induz a formagdo de broto, aumentando assim
a taxa de multiplicagdo (SOUZA; JUNGHANS, 2006). Ja os reguladores giberelina e o dcido
abscisico sdo promotores de crescimento utilizados em menor frequéncia na cultura de tecidos

(PEREIRA, 2012).
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3.MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Embrapa Agroindustria Tropical, localizada em Fortaleza (CE) onde obteve-se mudas
propagadas por meio da organogénese.

As mudas utilizadas para a realiza¢do do experimento foram de anturio (Eidibel e
Astral), cedidas pelo Instituto Agrondomico de Campinas e estavam sendo mantidas em meio

de multiplicagdo Pierik 2, incubadas na sala de crescimento do laboratério (Figura 6).

Figura 6: Sala de Crescimento do Laboratério de Cultura de
Tecidos da Embrapa Agroindustria tropical.

Ca

Fonte: Roberta Rodrigus Rocha V

Os instrumentos e materiais utilizados para manipulacdo do material vegetal
foram: pingas, placas de Petri, bisturis e papel (jornal), todos foram previamente esterilizados.
A 1noculagdo foi realizada em capela de fluxo laminar (Figura 7a), sendo as pingas e bisturis
flambados em bico de bunsen. Foram utilizados tubos de ensaio (Figura 7b) (150mm x
25mm) contendo 10ml do meio de cultura Pierik, solidificado com dgar e com adicdo do
regulador de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentracdes de 0,25 mg L™'; 0,50

mg L' 0,75mgL"; 1,00mg L™ 1,25 mg L' 1,50 mg L' e sem adicéo de regulador BAP.
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Figura 7: Capela de fluxo laminar (a); tubos com meio para inoculacdo (b).

Fonte: Roberta Rodrigues Rocha

As mudas foram desfolhadas e cortadas (Figura 8) em segmentos nodais (com
dois nds) para obter microestacas com tamanho aproximado de 2 cm. Para cada concentragao
testada foram utilizados 40 explantes, sendo colocado um por tubo, por cultivar. Apds a
inoculagdo, os explantes foram levados para sala de crescimento (Figura 9) e mantidos a 25+1

°C, com fotoperiodo de 16 horas ¢ intensidade luminosa de 30 pumol m™s™ por 60 dias.

Figura 8: Mudas desfolhadas e cortadas.

Fonte: Roberta Rodrigues Rocha

Figura 9: Explantes na sala de crescimento.

Fonte: Roberta Rodrigues Rocha
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Aos sessenta dias apds a inoculacdo dos explantes, todas as concentracdoes de BAP
foram analisadas por meio da contagem dos brotos formados e pela observagdao da presenca
ou nao de raiz e calo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
constituido por sete tratamentos, com cinco repeti¢des de oito tubos de ensaio.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e em razdo dos tratamentos
utilizados apresentarem natureza quantitativa envolvendo mais de trés concentragdes, foram
feitas andlises de regressdo. Para verificar a relacdo funcional entre as concentracdes de BAP
utilizadas e o nimero de mudas regeneradas por explante, e porcentual da presenca de raiz e
calo foi utilizado o programa estatistico SISVAR — Sistema de andlises de variincia para

dados balanceados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na regeneracdo de Anthurium andraeanum as cultivares IAC Eidibel e Astral
diferiram estatisticamente para todas as caracteristicas estudadas: nimero de brotos, presenca

ou nao de raiz e calo em relacao a variacao de concentracao de BAP no meio.

4.1 Numero de Brotos

As andlises de regressdo para a caracteristica niimero de brotos para as cultivares
de antdrio Eidibel (Figura 11) e Astral (Figura 13), respectivamente. As linhas de tendéncia
indicam a forma que cada cultivar se comportou com relagdo ao nudmero de brotos
regenerados por explante de acordo com cada concentragdo de BAP presente no meio de
cultura (PIERIK, 1967), aos 60 dias de cultivo in vitro.

Na anélise de regressao para a cultivar Eidibel (Figura 10) pode-se observar que o
modelo estatistico que mais se ajustou aos dados observados foi o linear, com coeficiente de
determinacdao de 0,5597, portanto o modelo matemdtico explica 55,97% dos valores
observados. Por outro lado, utilizando os dados referentes a cultivar Astral, a analise de
regressdo (Figura 12) apresentou um modelo matemdtico cubico e coeficiente de
determinacdo de 0,8039, mostrando portanto, que esse modelo explica 80,39% dos resultados

observados.

Figura 10: Anélise de regressao das concentracdes do regulador de crescimento
BAP em relacdo ao niimero de brotos regenerados por explante em Anthurium
andraeanum cv. Eidibel, aos 60 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria
Tropical. Fortaleza-CE, 2015.
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Fonte: Roberta Rodrigues Rocha
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Figura 11: Brotos de antirio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel regenerados em meio
Pierik (1976) sem regulador de crescimento (1), Pierik com 0,25 mg L' de BAP (2), Pierik
com 0,50 mg L"'de BAP (3) Pierik com 0,75 mg L de BAP (4), Pierik com 1,0mg L de
BAP (5), Pierik com 1,25 mg L' de BAP (6), Pierik com 1,50 mg L' de BAP (7) aos 60 dias

de cultivo in vitro.
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Fonte: Roberta Rodrigues Rocha

Para a cultivar Astral (Figura 13) o ndmero de brotos regenerados aumentou em
funcdo do incremento na concentracio de BAP até a concentracdo 0,50 mg L™, sendo a maior
média registrada para essa caracteristica, com valor de 3,23 brotos regenerados por explante.

A partir dessa concentragdo, é possivel observar por meio da linha de tendéncia uma redugdo

do nimero de brotos regenerados por explante.
Campos (2014), ao estudar a cultivar Rubi, obteve resultados com melhor média

de 5,5 brotos regenerados por explante, na concentracido 4,44uM (1,0 mg L de BAP) e
decréscimo de numero de brotos regenerados por explante na concentracao 6,66uM (1,5 mg
L' de BAP).

J4 para a cultivar Eidibel a concentracdo de 1,25 mg L' de BAP proporcionou a
maior média de brotos regenerados por explante, com o valor de 6,73. Para esta cultivar, na
medida em que houve o aumento da concentracio de BAP, ocorreu um aumento do nimero

de brotos regenerados por explante, portanto maior taxa de multiplicag@o.
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Figura 12: Andlise de regressao do efeito das concentra¢des do regulador de crescimento BAP
sobre o nimero de brotos regenerados por explante de Anthurium andraecanum cv. Astral, aos
60 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE, 2015.
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Observou-se que as cultivares Astral e Eidibel apresentaram resultados similares
com relacdo ao nimero de brotos regenerados por explante até a concentragdo 0,50 mg L' de
BAP, com média de 3,23 para a cultivar Astral e 3,03 para a cultivar Eidibel. Ambas as
cultivares apresentaram um aumento no nimero de brotos regenerados por explante com o

incremento de BAP, porém, esse aumento foi menor para a cultivar Astral em relacdo a

Eidibel.

Figura 13: Brotos de anturio (Anthurium andraeanum) cv. Astral regenerados em meio Pierik
(1976) sem regulador de crescimento (1), Pierik com 0,25mg/L. de BAP (2), Pierik com 0,50
mg L de BAP (3) Pierik com 0,75 mg L' de BAP (4), Pierik com 1,0 mg L™ de BAP (5),
Pierik com 1,25 mg L' de BAP (6), Pierik com 1,50 mg L' de BAP (7) , aos 60 dias de
cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE, 2015.
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4.2 Formacao de Raiz

A presenca de raiz é uma caracteristica importante no desenvolvimento da muda
principalmente na fase de aclimatizagao (SOARES et al., 2012). Observou-se que na fase de
regeneragdo das cultivares Eidibel e Astral, o regulador de crescimento BAP apresentou efeito
negativo na formagdo das raizes, portanto os melhores resultados observados para essa
caracteristica, foram em menores concentracoes de BAP. O regulador de crescimento BAP
normalmente é inibidor do sistema radicular e a inducao ou inibicdo dependerd do balango e
interacdo entre as substincias de crescimento enddgenas e exdgenas (MONFORT et al. 2012).

Os resultados estdo coerentes, levando em conta que o trabalho utilizou o meio
Pierik (PIERIK, 1967) com adi¢do de somente um regulador de crescimento (BAP) e sem a
presenca de auxina que poderia auxiliar no crescimento da raiz.

Para a cultivar Eidibel os percentuais de formacgdo de raiz decaem até chegar a 0%
na concentragdo de 1,50 mg | Campos (2014), usando o mesmo meio e as mesmas
concentracdoes de BAP, observou para a cultivar Rubi uma formacgao de raiz em 100% dos

explantes sem a adi¢do de BAP e nenhuma formacao na concentragio 6,66uM (1,50mg LY.

Figura 14: Porcentagem de presenca de raiz sobre as concentragdes do regulador de
crescimento BAP regenerados por explante de Anthurium andraeanum cv. Eidibel,
aos 60 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE 2015.
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Para resultados referentes a presenga de raiz para a cultivar Eidibel, observou-se
andlise de regressdo (Figura 14) com um modelo matemdtico quadritico e coeficiente de
determinacdo de 0,785, mostrando portanto que esse modelo explica 78,50% dos resultados

observados. Eidibel apresentou 13,33% dos explante com presenca de raiz para a
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concentracdo 0,50 mg L™, jd para a cultivar Astral a partir dessa mesma concentra¢io nio
ocorreu formacdo de raiz.

As cultivares estudadas apresentaram comportamentos diferentes quanto ao
aumento de BAP no meio, isso porque cada cultivar responde de forma diferente as variagdes
nas concentracdes de BAP. Santos (2013), observou para as cultivares Jureia e Luau, um
efeito inibidor de enraizamento ao elevar a concentragdo de BAP no meio.

Para Astral o modelo matematico quadratico foi o que mais se adequou aos dados
referentes ao percentual de formacdo de raiz (Figura 15) com o coeficiente de determinac¢io

de 0,8948, sendo assim 0 modelo representa 89,48% dos resultados observados.

Figura 15: Porcentagem de presenca de raiz sobre as concentracdes do regulador de
crescimento BAP regenerados por explante de Anthurium andraeanum cv. Astral, 60 dias apos
o cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE.
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Fonte: Roberta Rodrigues Rocha

4.3 Formacao de calo

Para Eidibel a andlise de regressdo da formagdo de calo gerou o modelo
matematico quadratico, com coeficiente de regressao 0,4859, representando 48,59% dos
resultados observados (Figural6). Observou-se um aumento de formagdo de calo até a
concentracdo de 0,75 mg L' de BAP com maior média de formagdo de calo. A reducio de
calo ap6s a concentracio de 0,75 mg L™ pode ser explicada pelo fato de que o calo apresenta
células em diferentes estdgios de diferenciacdo, portanto respondendo de forma diferente em
cada concentragdo. Para essa cultivar a concentracio mais indicada € 1,00 mg L' por

apresentar uma menor formagao de calos e uma maior taxa de multiplicacao.
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Figura 16: Porcentagem de presenga de calo sobre as concentracdes do regulador de
crescimento BAP regenerados por explante de Anthurium andraeanum cv. Eidibel, 60 dias
apds o cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE.
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Campos (2014), ao estudar a cultivar Rubi, observou que com o incremento da
concentracdo de BAP no meio de cultivo in vitro houve um aumento na formacgdo de calo,
sendo a maior média atingida na concentracio de 6,66uM (1,50 mg L) de BAP. Os
resultados obtidos corroboram com o estudo de Soares et al. (2012), no qual sugere que uma

menor formagdo de calo organogénico favorece grandes producdes de mudas devido a maior

estabilidade somaclonal.

Figura 17 — Porcentagem de presenca de calo sobre as concentracdes do regulador de
crescimento BAP regenerados por explante de Anthurium andraeanum cv. Astral, 60 dias ap0s
o cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE.
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Para Astral o modelo matemadtico quadritico (Figura 17) foi o que mais se
adequou, com coeficiente de regressdo de 0,8826, representado assim 88,26% das médias
observadas. Esta cultivar apresentou o maior percentual de presenga de calo na concentragao
1,25mg L' de BAP, e uma tendéncia geral de aumento de calo em funcdo do aumento da
concentracdo de BAP no meio.

Portanto, para a cultivar Astral de acordo com resultados obtidos observou-se que
das concentracdes de BAP testadas a mais indicada é 0,50 mg L por apresentar menor

formacao de calos e uma maior taxa de multiplicacao.
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3.CONCLUSAO

As concentragdes indicadas para um protocolo de multiplicacdo de Eidibel e
Astral sdo respectivamente 1,00 mg L'e 0,50 mg L'l, visto que foi a combina¢do mais

favordavel para obtencdo de mudas com menor variagao somaclonal.
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