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RESUMO

O antdrio (Anthuriumsp.), origindrio das Américas do Sul e Central, € uma importante espécie
tropical pertencente a familia Araceae, sendo largamente utilizado na floricultura como flor de
corte, folhagem, planta envasada e paisagismo. Sua forma de propagacao pode ser tanto pelo
método sexuado quanto assexuado. A propagacdo sexuada € um processo lento, que demanda
geralmente anos para atingir o dpice da producdo. Desta forma, a produ¢do comercial se da
pela micropropagacdo, técnica de produgdo de mudas que se destaca devido a rédpida
propagacdo clonal e disponibilidade de mudas em grande quantidade e de alta qualidade
fitossanitdria. Objetivou-se com este trabalho, produzir brotos de antirio ‘Cananeia’por meio
do estiolamento in vitro. O trabalho foi dividido em duas fases: estiolamento e regeneracao de
brotos estiolados, sendo realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Agroindustria Tropical. Na fase de estiolamento segmentos nodais, com dois a trés nds, foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 10,0 mL de meio de cultura Pierik e mantidos em
sala de crescimento a 25 + 1°C, no escuro por 60 dias. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, composto por quatro tratamentos, meio de cultura sem adi¢cdo
de regulador de crescimento (T1); com adicdo de 10 uM das auxinas: AIA (4cido
indolacético) (T2); AIB (acido indolbutirico) (T3)e ANA (acido naftalenoacético) (T4), com
cinco repeti¢oes de oito tubos de ensaio cada e um explante por tubo. Aos 60 dias, os brotos
estiolados foram avaliados quanto ao numero de brotos estiolados/explante (NB/E), ao
nimero de nds/broto estiolado (NN/B), ao comprimento do broto estiolado (CB), a distancia
entre os nés (DN), ao nimero total de nds/explante (NTN/E), a presenca de raiz (PR) e de
calo embriogénico (CE). Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. De acordo com os resultados obtidos, os tratamentos
utilizados ndo diferiram entre si para o NB/E, NN/B e DN. Para o NTN/E, os explantes
mantidos no meio contendo AIB apresentaram o maior nimero total de nés (6,57), ndo
diferindo estatisticamente entre si apenas daqueles estiolados no meio adicionado de ANA
(6,53). Nos brotos estiolados, a adigdo de auxina estimulou a formagdo de calos
embriogénicos (CE), e a maior formacao de raizes (PR) foi constatada no meio suplementado
com AIA. Tendo em vista o custo de producgdo, a adicdo de AIB € a mais recomendada para a
primeira fase (estiolamento) no cultivo in vitro da ‘Cananeia’.Quanto a fase de regeneragdo,
dentre as concentragdes testadas de BAP, a concentra¢do de 6,66pM dessa citocinina ¢ a mais

indicada,pois foi constatado,que houve um aumento do nimero de brotos regenerados por



explante com o incremento das concentracdes de BAP. Para a regeneracdo os tratamentos
constaram do meio de cultura Pierik sem adi¢do de citocinina (T1); e com adicao de BAP nas
concentracoes de 2,22 uM (T2), 4,44 uM (T3) e 6,66 uM (T4). O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos com cinco repeti¢des de cinco
tubos de ensaio. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25,0
+ 2,0 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 30 pmol.m™s™. Apés 60 dias,
contou-se o nimero de brotos regenerados por explante. Os dados foram submetidos a andlise
de regressdo e de varidncia, com as médias comparadas pelo teste de Tukey, as quais
indicaram a tendéncia de que , a concentracdo de 6,66uM dessa citocinina ¢ a mais indicada
para o maior incremento do nimero de brotos regenerados por explante para a cultivar de

antdrio cv.Cananeia.

Palavras-chave:Anthuriumandraeanum, cultura de tecidos vegetais, floricultura.



ABSTRACT

Anthurium (Anthurium andraeanum) originating from South and Central America is an
important tropical species of the Araceae family, widely used in floriculture as cut flower,
foliage, potted plants and landscaping. His way of propagation can be as much as by sexual
asexual method. The sexual propagation is a slow process that usually requires years to reach
the peak of production. Thus, commercial production is by micropropagation, seedling
technique that stands out due to the rapid clonal propagation and availability of saplings in
large quantity and high quality plant. The objective of this work was to produce buds of
anthurium 'Cananeia’ in vitro shading. The work was divided into two phases: shading and
regeneration etiolated shoots, being held at the Plant Tissue Culture Laboratory of Embrapa.
In the blanching stage nodal segments with two to three knots were inoculated into test tubes
containing 10 mL of culture medium Pierik and kept in a growth chamber at 25 + 1°C in the
dark for 60 days.The experimental design was completely randomized, with four treatments,
the culture medium without growth regulator (T1) ; with the addition of 10 uM of auxin : AIA
(indole acetic acid) (T2) ; IBA (IBA) (T3) and NAA (T4), with five replicates of eight vials
each and one explant per tube. After 60 days, the etiolated shoots were evaluated on the
number of etiolated shoots / explant (NB / E), the number of nodes / bud stunted (N / B), the
length of the stunted shoot (CB), the distance between nodes (DN), the total number of nodes
/ explant (NTN / E) , the presence of root (PR) and embryogenic callus (EC). Data were
subjected to analysis of variance and means compared by Tukey test. The treatments did not
differ for the NB / E, NN / B and DN. For the NTN / E, the explants kept in medium
containing IBA showed the highest total number of nodes (6.57), not statistically different
from each other only in the middle of those etiolated added ANA (6.53). In etiolated shoots
auxin addition stimulated the formation of embryogenic callus (EC), and increased root
formation (PR) was observed in medium supplemented with NAA. In view of the production
cost, the addition of IBA is the most recommended for the first phase (shading) in vitro
culture of 'Cananeia'. The regeneration phase, among the tested concentrations of BAP, the
concentration of 6,66 uM BAP is the most suitable because it was found that there was an
increase in the number of regenerated shoots per explant with the increase in BAP
concentrations. For regeneration treatments were the means of Pierik culture without addition

of cytokinin (T1); and addition of BAP in concentrations of 2,22 uM (T2), 4.44 uM (T3) and



6.66 uM (T4). The experimental design was completely randomized with four treatments with
five replicates of five test tubes. The cultures were maintained in a growth chamber with
temperature of 25 + 1°C, 16 hours photoperiod and light intensity of 30 pmol.m 2 s . After
60 days, he counted the number of shoots regenerated per explant. Data were submitted to
regression analysis and variance, with the averages compared by Tukey test, which indicated
the tendency that the concentration of 6,66 UM BAP is the most suitable for the largest

increase in the number of regenerated shoots by explant to grow anthurium cv. Cananeia.

Keywords: Anthurium andraeanum, plant tissue culture and flowers.
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1. INTRODUCAO

Floricultura é uma indudstria marcada por tendéncias de moda e novidades,
permitindo o fluxo constante de novos produtos. O Brasil e os outros paises da América do
Sul, que possuem espécies Unicas em suas floras nativas, sdo favorecidos, pois elas podem ser
utilizadas para fins comerciais (CASTRO, 2012).

A floricultura brasileira se expandiu consideravelmente devido ao aumento
aprecidvel da demanda por plantas ornamentais tanto no mercado nacional quanto
internacional. Além disso, este agronegdcio envolve numerosas espécies botanicas,
selecionadas para obtencao de diferentes produtos com alto valor agregado, tais como flores e
folhagens para corte e plantas de vaso para o paisagismo (ALBUQUERQUE et al., 2013).

O mercado de flores no Brasil conta atualmente com cerca de 14.992 hectares de
drea cultivada, propriedades de tamanho médio del ,8 hectares, 8 mil produtores de flores e
plantas, mao de obra contratada 81,3%, mais de 3000 variedades e de 350 espécies
produzidas. o mercado de flores brasileiro € muito importante para a economia,sendo respon
savel por 215.818 Empregos Diretos, 78.485 (36,37%) relativos a producdo, 8.410 (3,9%)
relacionados a distribuicdo, 120.574 (55,87%) no varejo, 8.349 (3,8%) em outras funcgdes, em
maior parte como apoio. (IBRAFLOR, 2015).

O Brasil em virtude das condicdes climaticas destaca-se pelas espécies tropicais
com grande potencial para o cultivo de flores e plantas ornamentais. Desta forma, a
floricultura tropical expande-se como uma alternativa vidvel, lucrativa e geradora de
empregos nas pequenas propriedades rurais. Assim, os antirios surgem no mercado brasileiro
como uma das principais espécies de flores tropicais de interesse econdmico, sendo ainda, o
segundo género de maior expressdo no mercado mundial, ficando atrds apenas das orquideas
(CARVALHO et al., 2012; RIKKEN, 2010).

Segundo dados da Agéncia Brasil, Sdo Paulo é o mais importante estado produtor,
apresentando faturamento de R$ 1,8 bilhdo em 2013. Em seguida, aparece o Rio de Janeiro,
que movimentou R$ 576 milhdes, com aumento de 23% em relagdio ao ano anterior
(AGENCIA BRASIL, 2014).

No Estado de Sao Paulo, particularmente nas regides dos municipios de Atibaia e
Holambra, a floricultura brasileira. Com notéavel crescimento de pdlos floricolas no Rio

Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias, Distrito Federal,
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Ceard e na maioria dos Estados do Norte e do Nordeste (IBRAFLOR, 2015). A regido
Nordeste destaca-se como a maior produtora de flores tropicais no Brasil, entretanto essas
culturas vém se expandindo em varios estados, inclusive em Minas Gerais, onde as principais
espécies cultivadas s@o: anturios, alpinias, bastdes-do-imperador, helicOnias e gengibres-
ornamentais (LUZ, 2013).

Pertencentes a familia Araceae, os antdrios destacam-se entre as espécies
cultivadas. No género Anthurium estio incluidas mais de 600 espécies, muitas delas herbaceas
tropicais, origindrias das regides quentes e centrais da América do Sul (TOMBOLATO et al.,
1998). Do ponto de vista comercial, a principal espécie desse género € o Anthurium
andraeanum Linden, utilizado como flor de corte e como planta de vaso (CASTRO, 2012).

Sua forma de propagacdo pode ser tanto pelo método sexuado (sementes) quanto
assexuado. A propagacdo sexuada é um processo lento, que demanda geralmente anos para
atingir o dpice da producdo. Desta forma, a producdo comercial se d4 pela micropropagacao,
técnica de producdo de mudas que se destaca devido a rdpida propagacdo clonal e
disponibilidade de mudas em grande quantidade e de alta qualidade fitossanitaria, entretanto
pode gerar plantas com variacdo somaclonal (TOMBOLATO et al., 2004).

Por outro lado, a propagacdo convencional por estaquias ou por divisdo de
touceiras limita a quantidade de mudas e possibilita a disseminacdo de pragas e doengas.
Assim, os métodos de propagacdo mencionados comprometem a comercializacdio e a
producdo de mudas em grande escala (TOMBOLATO et al., 2004; PINHEIRO, 2010).

Desta forma, para favorecer a uniformizagdo das plantas e das hastes florais, vem
sendo utilizada, uma modalidade da cultura de tecidos denominada micropropagacao
(MATTHES; CASTRO, 1989).

Na micropropagacdo comercial do antdrio, as mudas s3o obtidas por
organogénese indireta, utilizando-se explantes diversos. Entretanto, os explantes foliares tém
apresentado melhores resultados, no entanto esse método pode apresentar como desvantagem
a ocorréncia de altas taxas de variacdo somaclonal (ATAK; CELIK, 2009; DIAS, 2013). A
micropropagacdo por meio de segmentos nodais estiolados in vitro apresenta a vantagem de
evitar lesdes na zona de regeneracdo, impedindo e/ou reduzindo a formagdo de calo e,
consequentemente, proporcionando baixos niveis de variabilidade fenotipica (CARVALHO et

al 2011).
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O estiolamento é o desenvolvimento de brotos, na auséncia de luz, causando
crescimento alongado do caule, geralmente com coloragdo amarela ou branca em razdo da
auséncia de clorofila, sendo uma forma de micropropagac¢ao utilizada para diminuir a variagao
somaclonal (HARTMANN; KESTER, 1990).

O potencial regenerativo de uma espécie poderd ser influenciado por diversos
fatores como o gendtipo utilizado, os tipos e dosagens dos reguladores de crescimento, as
fontes e tamanhos dos explantes, os meios de cultura usados e as condi¢des de cultivo.
Portanto, destacam-se os reguladores de crescimento como os principais controladores da
morfogénese in vitro (SANTOS, 2013). Segundo a literatura, na multiplicacdo in vitro de
antdrio, as principais auxinas utilizadas s@o o AIA, o AIB e o ANA (PINHEIRO et al., 2009;
PINHEIRO, 2010; SANTOS et al., 2005; SANTOS et al., 2009 e SANTOS, 2013).
Objetivou-se com este trabalho, a produgdo de brotos e caracterizagdo do desenvolvimento de
segmentos nodais do antdrio ‘Cananeia’ sob estiolamento e adi¢do de fitorreguladores in

vitro.



20

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Floricultura

Um dos setores da economia agricola que vem se expandindo € a floricultura em
razdo de uma crescente demanda por seus variados produtos, constituidos pelo todo ou pelas
partes de flores, folhas, caules, bulbos, frutos e sementes, os quais ainda poderdo estar na
forma fresca ou seca (ALONSO; SILVA, 2012).

A floricultura, considerada uma atividade econOmica relevante vem se
consolidando. O agronegdécio de flores e plantas ornamentais é uma atividade dominada por
pequenos produtores rurais, geradora de empregos e colabora para uma melhor distribuicio de
renda.

Um dos aspectos que contribui para a expansao do agronegdcio de flores e plantas
ornamentais no pais sdo as condi¢des climdticas do Brasil. Em funcdo dessa diversidade
climética € possivel produzir internamente flores, folhagens e outros derivados, todos os dias

do ano a um custo reduzido (FRANCA, 2008).

2.1.1 A floricultura no Brasil

Devido ao grande potencial de expansdo no mercado de flores do Brasil, para o
ano de 2015 ocorreu um crescimento na ordem de 8%, ja que desde 2006 a floricultura
brasileira vem mostrando crescimento entre 8 a 15% ao ano (IBRAFLOR, 2015; CAMPOS,
2014).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Floricultura — IBRAFLOR, no mercado
de flores brasileiro estima que este movimenta anualmente cerca de US$ 5,7 bilhdes, em uma
area cultivada de aproximadamente 13.800 ha a céu aberto, em telados de sombreamento e
estufas. Sendo uma atividade geradora de 206 mil empregos diretos, destes 102.000 (49,5%)
compreende a producdo, 6.400 (3,1%) esta relacionado a distribui¢do, 82.000 (39,7%) ao
varejo e 15.600 (7,7%) € de outras fungdes, principalmente de apoio. Entretanto, o consumo
per capita de flores no Brasil é de R$ 26,00 por habitante/ano, sendo considerado baixo.

(IBRAFLOR, 2013; CAMPOS, 2014).
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Em virtude das condi¢des climéticas e da diversidade de solos, o Brasil apresenta
como vantagem, grande potencial para o cultivo de flores e plantas ornamentais, seja de clima
temperado ou tropical.

Atualmente, apesar das potencialidades do pais no setor da floricultura, os
desafios em termos de tecnologia, qualidade fitossanitdria e material genético sadio, mao de
obra qualificada e especializada na produ¢do, no comercio e na logistica, nas tecnologias de
colheita e embalagem, entre outras, ainda sdo verdadeiros entraves do mercado brasileiro de
flores e plantas (SANTOS, 2013).

Quanto as exportagdes brasileiras de flores, no ano de 2013 houve uma reducdo de
8,43 % quando comparado ao total vendido em 2012, resultados da crise econdmica e
financeira ocorrida em 2008 que continua refletindo o contexto econdmico (JUNQUEIRA;

PEETZ, 2014).

Figura 1. BRASIL. Evolucdo das exportagdes dos produtos da floricultura, em US$ FOB,
2000-2013.
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De acordo com a figural, pode-se salientar que mesmo em 2008 o mercado de
exportacdo da floricultura brasileira, correspondia apenas 2,7% da producdo nacional. Esse
fato mostra que a maior parte da produgdo de flores no Brasil destina-se ao mercado interno e
que o crescimento do mercado interno sinaliza as potencialidades de desenvolvimento e

crescimento da atividade economica (SANTOS, 2013; CAMPOS, 2014).

2.1.2 A floricultura no Nordeste

A floricultura no Nordeste Brasileiro vem apresentando um expressivo
crescimento e desenvolvimento na ultima década do século XX, pois convém salientar que
antes o mercado consumidor regional, era quase que totalmente abastecido pela producdo
proveniente de outras regides produtoras de flores de clima temperado, e que posteriormente
passou a ser abastecido, em maior propor¢do, com a producio local e a introducdo de maior
quantidade de espécies de clima tropical (BRAINER; OLIVEIRA, 2006).

Os principais estados em que se concentram as maiores produgdes de flores e
plantas ornamentais na regido Nordeste sdo: Pernambuco, Bahia, Ceard e Alagoas
(IBRAFLOR, 2015).

O Ceard € o estado que mais se destaca na floricultura nordestina, pois € o estado
que explora tanto a floricultura tropical, quanto a temperada de corte, tendo se especializado
na producdo de rosas (Rosa sp) e abacaxi ornamental (Ananas comosus var. erectifolius) para
exportagdo para os EUA e Europa, além do cultivo de bulbos, como os de amarilis e caladium
(Caladium sp.), para o mercado internacional. Sua producdo concentra-se em regides com
elevado potencial de desenvolvimento, tais como: Macico de Baturité, Chapada de Ibiapaba,
Cariri, Baixo Jaguaribe e Regido Metropolitana de Fortaleza (SEBRAE, 2015). No Estado,
dentre as flores tropicais, os antirios merecem destaque, sendo cultivados, principalmente, no
Macigo de Baturité (PINHEIRO et al., 2010).

No Ceard, as condi¢des climéticas, mao de obra e a existéncia de instituicdes de
apoio tecnoldgico e gerencial sdo as vantagens que favorecem A rdpida evolucdo e

crescimento da floricultura (SANTOS, 2013).
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2.2 O antirio

2.2.1 Importancia econémica

O antdrio (Anthurium andraeanum Linden), dentre as espécies de flores tropicais
cultivadas, destaca--se pelo grande potencial comercial, rusticidade, manuseio, e excelente
op¢ao de plantio para o pequeno produtor apresentando boa aceita¢do, tanto no mercado
interno como no externo (CARVALHO et al., 2011).

Sendo largamente utilizado na floricultura e no paisagismo e entre as plantas de
clima tropical, o antirio é a segunda planta mais consumida no mundo, superada apenas pelas
orquideas (NOMURA, 2013).

No Brasil, por apresentar condi¢des favordveis ao cultivo de anturio, essa espécie,
¢ cultivada em estufas em varios locais, sendo a principal regido produtora o Vale do Ribeira,
no Estado de Sdo Paulo, onde sdo plantados sob telados (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008;
TOMBOLATO; CASTRO, 2005).

2.2.2 Aspectos gerais da espécie

A familia Araceae, possui aproximadamente 115 géneros (NOMURA, 2012). No
final dos anos cinquenta, o género Anthurium ja era conhecido por compreender mais de 600
espécies (Souza, 1958). E dentre elas destaca-se a Anthurium andraeanum Lindi., devido ao
tamanho, a coloracdo e a longevidade de suas inflorescéncias,durabilidade e diversidade de
cores, 0 antirio tornou-se uma importante fonte de renda.E cultivado em vérios paises do
mundo, com as finalidades de flor de corte, flor envasada ou para decoracdo de jardim
(AGUIAR et al., 2014).

A origem do antdrio segundo o botanico francé€s Eduardo André (1840 - 1911), é
na Coldmbia, mais precisamente na provincia de Choco, e que posteriormente, os antirios
foram levados a Europa, passando por intenso melhoramento genético (CASTRO et al.,
2012). Os mesmos sao encontrados no interior das matas, onde hd uma pequena incidéncia de
raios solares, portanto, necessitam de protecio do aparato fotossintético por meio de

sombreamento (SANTANA et al., 2013).
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Suas plantas sdo eretas, semi-herbdceas e o que normalmente se conhece por flor é
na verdade um conjunto formado por uma espadice e pela espata, em que a espadice pode ser
denominada como sendo uma inflorescéncia constituida por flores mintsculas dispostas em
espiral, protegida por uma folha modificada (brictea colorida) denominada espata
(CARVALHO, 2011).

A propagacao dos anturios pode ser realizada de duas maneiras: sexuada por meio
de sementes e assexuada. No entanto, a produ¢do de mudas via sementes além de ser um
processo lento, induz a polinizagdo cruzada devido a protoginia, aumentando a variabilidade
genética e gerando plantas desuniformes. De outro modo, a propagacdo convencional por
estaquias ou por divisdo de touceiras limita a quantidade de mudas produzidas e possibilita a
disseminagdo de pragas e doengas (PINHEIRO, 2010).

Em relacdo a nutrientes, o antirio nos primeiros anos de cultivo € bastante
exigente, onde os macronutriente mais requisitados s@o: nitrogé€nio, potdssio e cédlcio. Em
termos de micronutrientes, o ferro é o mais requerido, seguido pelo manganés, zinco e cobre
(CASTRO et al., 2012). Quanto a irrigagdo, o anturio necessita ser irrigado com frequéncia,
podendo o sistema ser por aspersdao ou gotejamento. O importante € que o solo seja mantido

sempre Umido, sem, contudo causar excessos (TOMBOLATO et al., 2004).

2.2.3 Cultivar estudada

Com o objetivo de desenvolver plantas bem adaptadas as condi¢des climdticas do
pais e que permita o seu cultivo e a exploracdo comercial para flor de corte, o programa de
melhoramento do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), selecionou as primeiras
variedades brasileiras de anturio a partir das caracteristicas de interesse agrondmico, tais
como cor da espata e da espadice e durabilidade pés-colheita da inflorescéncia e folhagem,
selecionou determinadas cultivares brasileiras (TOMBOLATO et al., 2006;SANTOS,2013).

Desta forma, como resultado de mais de 20 anos de trabalho de pesquisa, em 1998
o Instituto Agronémico (IAC), apresentou doze sele¢Oes de anturio. Sendo elas, a IAC Astral
(coral), IAC Cananéia (branca rosada), IAC Eidibel (vermelho forte), IAC C)mega (coral),
IAC Iguape (vinho escuro), IAC Isla (bicolor branca e verde), IAC Luau (branca), IAC Juréia
(coral), Jupiter (branca creme), Juquid (coral), Netuno (vinho-escura) e Rubi (vermelho

escura) (TOMBOLATO, 2000; NOMURA, 2012).
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2.2.3.1 Cananeia-IAC 16772

O antdrio ‘Cananéia’ (Figura 2), apresenta espata de textura delicada e de
tamanho grande, mesmo em plantas jovens, de coloracdo branca, esverdeada nos bordos em
plantas muito vigorosas; nervuras pouco proeminentes; espadice longa cor de rosa; planta
vigorosa apresentando alta produtividade, ripido crescimento, flor de corte de longa

durabilidade pds-colheita (TOMBOLATO, 2000).

Figura 2. Inflorescéncia de antirio (Anthurium andraeanum) cv. Cananeia.

Fonte: David dos Santos Junior
2.3 Propagacao do antirio
2.3.1Métodos de propagacao
Para a cultura do antuirio, a propagacdo € feita através de sementes (sexuada),
rebentos (brotacdes enraizadas da porcdo basilar da planta) e de estacas uma vez que, O

antirio é uma planta de fecundagdo cruzada. A producdo através de sementes ¢ demorada,

levando de 4 a 6 anos para atingir a idade de florescimento. Com excec¢do a propagacao in
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vitro, os métodos de propagacdo assexuada apresentam como desvantagens um baixo nimero
de mudas produzidas, ciclo reprodutivo longo (MARTIN et al., 2003) e a possibilidade de
disseminagdo de pragas e doengas, existentes nas plantas matrizes para as mudas propagadas
(PINHEIRO, 2010).Desse modo a micropropagacdo, por meio da cultura de tecidos, surge
como uma alternativa que viabiliza a alta producdo, bem como a uniformizacio de
caracteristicas como época de floracio, coloracdo, tamanho e forma das flores (CARVALHO

etal., 2011).

2.3.2 Micropropagacao

Dentro da cultura de tecidos a modalidade que mais se tem difundido e
encontrado aplicagOes praticas e comprovadas € a micropropagac¢do, pois trata-se de um
método de propagacdo vegetativa amplamente estudado em diversas espécies
vegetais.Essa modalidade tem se destacado por se obter a partir de um unico explante
inicial, varias mudas, com 6timas condic¢des fitossanitarias (CARVALHO, 2006).

Em anturio, uma grande producdo de mudas s6 ocorrerd através da cultura in
vitro, pois pelo método tradicional se tornaria invidvel, uma vez que, apenas algumas
unidades de plantas podem ser obtidas anualmente (TOMBOLATO et al., 2004).

A uniformizacdo de caracteristicas tais como: floracdo, coloragcdo, tamanho e
forma das flores tém sido permitidas para o antdrio através da clonagem in vitro, pois
muitas de suas variedades sdo hibridas (FUZITANI; NOMURA, 2004).

O processo de propagacdo in vitro € estabelecido em quatro estdgios: (I) selecdo
dos explantes, desinfestacdo e cultivo em meio apropriado, (II) multiplicacdo dos propédgulos,
(IIT) transferéncia das partes aéreas para o meio de enraizamento e (IV) transplantio para o
substrato ou solo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para a desinfestagdo prévia dos explantes a inoculacdo no meio de cultura do
material vegetal coletado no campo, tendo em vista o tipo e a origem dos mesmos, sdo
inimeros os procedimentos e produtos utilizados, entre os quais 0s mais empregados sdo o
etanol, normalmente na concentragdo de 70% e o hipoclorito de sdédio, em diversas
concentracdes (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

No Brasil, o primeiro registro com a cultura de tecidos de anttirio € o de Castro et

al. (1982). Embora, atualmente, existam outros grupos conduzindo ensaios nesta drea, a
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técnica mais empregada ainda € a desenvolvida pelo IAC, isto é, producdao de mudas
micropropagadas via organogénese indireta (TOMBOLATO et al., 2004).

A maioria dos trabalhos de pesquisa com a cultura de tecidos de antirio tem sido
desenvolvida na Holanda, Alemanha e Estados Unidos da América (LIGHTBOURN;
PRASAD, 1990), sendo que o primeiro foi relatado por Pierik et al. (1974).

A cultura de tecidos vegetais vem sendo empregada compreendendo ao conjunto
de técnicas de cultivo in vitro de células ou outras estruturas vegetais, em meio nutritivo
sintético, sob condicdes apropriadas de nutri¢do, assepsia e fatores ambientais, para gerar uma
planta (QUISEN; ANGELO, 2008). O principio desta técnica se baseia, no aproveitamento da
totipoténcia das células vegetais, ou seja, na capacidade de produzir érgaos, como brotos e/ou
raizes ou embrides somaticos que regeneram uma planta completa num meio de cultivo
favoravel (CARVALHO; VIDAL, 2003).

Essa técnica, apesar do alto custo, estd sendo aplicada para a multiplicacdo clonal
de variedades melhoradas de plantas, apresentando como vantagens: além de disponibilizar
maior quantidade de mudas em curto tempo, permite o controle total das condi¢Oes
ambientais durante a propagacdo e a preservacdo das plantas matrizes (QUIRINO et al.,
2009).

O pioneiro em trabalho de pesquisa com cultura de tecidos para antdrio foi Pierik
et al. (1974), onde em seus estudos obtiveram sucesso na regeneracao de plantas, por meio da
germinagdo de sementes in vifro, mas para anturio esse método nao demonstrou €xito por

apresentar grande variabilidade genética (SANTOS, 2013).

2.3.4 Meio de cultura

O meio de cultura deve suprir tecidos e 6rgaos cultivados in vitro com nutrientes,
visando a atender a etapa de estabelecimento in vitro dos explantes, fornecendo condi¢des
favoraveis de crescimento deles (QUISEN; ANGELO, 2008).

De forma balanceada, o meio de cultura deve possuir dgua (destilada),
macronutrientes (nitrogénio, foésforo, potdssio, enxofre, cdlcio e magnésio), micronutrientes
essenciais (manganés, zinco, boro, cobre, cloro, ferro e molibdénio), fontes de carbono
(sacarose, frutose ou glicose, em fungdo da deficiéncia energética luminosa e da baixa

concentracdo de CQO,), vitaminas (4cido nicotinico, piridoxina e tiamina), reguladores de
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crescimento (auxina, citocinina, d4cido giberélico), compostos organicos opcionais
(hidrolizado de caseina e extrato de levedura) e agentes gelatinosos opcionais (dgar ou
phytagel) (MANTELL et al.,1994).

Para o cultivo in vitro de Anthurium spp., o meio mais utilizado é o o Pierik (PIERIK,
1976), que ¢ derivado do meio do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), vale ressaltar
que, deve ser levado em consideracdo a reducao pela metade de macronutrientes (Tabela 1) e
os estdgios de micropropagacdo de mudas de anturio, tais como P1 (etapa 1: indugdo de calo),
P2 (etapa 2: regeneracdo de brotos) e P3 (etapa 3: alongamento e enraizamento dos brotos)

utilizadas ( CARVALHO, 2011).

Tabela 1. Comparacdo das concentracdes em (mg)dos macronutrientes e da sacarose nos
meios de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e Pierik (PIERIK, 1976) para os
diferentes estdgios da micropropagacdo de Anthurium andraeanum.

Componentes MS P1* p2* pP3*
NH4NO; Nitrato de amoOnio 1650 825 825 206
KNO; Nitrato de potéssio 1900 950 950 950
MgS04.4H,0 Sulfato de magnésio 370 370 185 185
KH,PO, Fosfato monobdsico de potdssio 170 85 85 85
CaCL,.4H,0O Cloreto de calcio 440 440 220 220
Sacarose C12H2014 30000 30000 20000 20000

*Formulacao do meio Pierik para inducgdo de calo (P1), multiplicacdo (P2) e alongamento e enraizamento (P3)
das mudas. Fonte: Tombolato (2004).

2.3.5 Reguladores de crescimento

Na técnica da cultura de tecidos, uns dos fatores determinantes para o crescimento
e desenvolvimento dos explantes sdo os reguladores de crescimento. Sendo as auxinas
citocininas e as giberelinas os reguladores mais freqlientemente utilizados (QUISEN;
ANGELO, 2008). A formacgao de calo, parte aérea e raizes sdo reguladas pela disponibilidade
e interacdo dessas duas primeiras classes de reguladores de crescimento (SKOOG &

MILLER, 1957).
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O tipo de fitorregulador a ser utilizado na cultura in vitro dependera: do tipo de
morfogénese desejada; nivel endégeno no explante no momento da excisdo e da capacidade
do tecido sintetizar o regulador durante o cultivo in vitro e da possivel interagdo entre os
fitohormdnios enddgenos e aqueles adicionados ao meio (SANTOS,2003).

As citocininas sdo um grupo de reguladores de crescimento que apresentam como
principal funcdo a divisdo celular, sobretudo associado elevadas concentragdes de uma
auxina, promovem a formacao de brotos adventicios e inibi¢ao de raizes; tornando-se assim,
responsaveis pela eliminacdo da dorméncia apical e promovendo o desenvolvimento das
gemas axilares (CARVALHO; VIDAL, 2003). No entanto, o BAP (6-benzilaminopurina),
juntamente com a CIN (6-furfurilaminopurina) tém sido as citocininas mais utilizadas para
promover a multiplicacdo in vitro em diversas espécies, Além do BAP e da CIN, as
citocininas 2iP (isopenteniladenina) e a zeatina [6-(4-hidroxi-3metilbut-2-enilamino) purina],
podem ser usadas, porém com menos frequéncia (GRATTAPAGLIA, MACHADO, 1998).

Portanto, neste contexto o BAP (6-benzilaminopurina), ¢ uma das fontes de
citocininas mais utilizadas na micropropagacdo de plantas (PASQUAL, 2004), pois trata-se
de um fitorregulador associado ao crescimento e desenvolvimento das plantas, participando
no controle da divisao celular (ASMAR et al., 2011). Essa citocinina quando utilizada em
excesso se torna toxica provocando diminui¢do no tamanho das folhas, encurtamento de
entrends, brotagcdo excessiva, entre outros efeitos (ALBERT, 2004).

As auxinas sdo substancias quimicamente relacionadas com o acido indol-3-
acético (AIA), que € a auxina principal de varias plantas (KRIKORIAN, 1991). Essas
substancias podem ser utilizadas isoladas ou em combinac¢do, sendo que seu principal papel é:
a) induzir a formacgao de calos (Figura 3) b) desenvolvimento de nds e c¢) desenvolvimento de
raizes adventicias; as mais empregadas no cultivo in vitro, sdo: acido indol-3-acético (AIA),
acido indol-3-butirico (AIB), 4cido a-naftalenoacético (ANA) e dcido 24-
diclorofenoxiacético (2,4 D) (CARVALHO, 1999; ROSS, 1992). As auxinas sintéticas 2,4- D
e ANA possuem efeitos semelhantes as auxinas naturais, sendo mais estdveis a degradagao

(AMMIRATO, 1983).



30

Figura 3. Formacgdo de calo Embriogénico.

Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Tanto as giberelinas como o 4cido abscisico constituem outro grupo de
substancias reguladoras vegetais conhecidas e utilizadas na cultura de tecidos, porém em

menor quantidade (ASSIS; TEIXEIRA, 1998; PEREIRA, 2012).

2.3.6 Estiolamento

O estiolamento trata-se de uma técnica que se obtém brotos, caules ou partes
destes, na auséncia de luz, o que causa crescimento, geralmente alongado, e com coloragdo
amarela ou branca (Figura 4) em razdo da auséncia de clorofila aumento da suculéncia,
consequentemente provocando decréscimo na barreira mecanica dos tecidos do caule
(HARTMANN; KESTER, 1990; MAYNARD; BASSUK, 1996).

Desenvolvida primeiramente para o abacaxizeiro comestivel (Ananas comosus
var. comosus),a micropropagacdo por meio de segmentos nodais estiolados in vitro foi

proposta por KISS et al. (1995).Neste contexto, tem-se como vantagem de evitar lesdes na
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zona de regeneracdo, impedindo e/ou reduzindo a formacdo de calo e, consequentemente,

proporcionando baixos niveis de variabilidade fenotipica (PINHEIRO et al.,2009).

Figura 4. Broto de anttirio (Anthurium andraeanum) cv. Cananéia estiolada.

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

2.3.7 Regeneracao

A regeneracao de plantas por meio da cultura de tecidos € um fundamental passo
para o sucesso no estabelecimento de programas de melhoramento que empregam a
transformacdo de plantas. Sendo assim, esta regeneracdo vegetal pode ser obtida basicamente,
por meio da organogénese ou embriogénese (VIDAL; CARVALHO, 2002). Essa regeneracao
€ essencial para a capacidade de proliferacao das células vegetais se organizarem em tecidos e
consequentemente em plantas completas (KERBAUY, 1997; MANTELL et al., 1994).

Quando a regeneragdo é realizada via organogénese, a técnica é dividida em duas
categorias: direta e indireta. A direta é gerada pela formacdo de gemas aéreas axilares

diretamente do explante, Por outro lado, na organogénese indireta, os calos formados
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diretamente dos explantes, promovem a formagdo de meristemas e embrides somaticos.
Nestes casos, as gemas axilares sdo desejaveis de forma a minimizar a variacdo somaclonal
quando a formacao de calo € minima ou nula (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Assim, a regeneracdo via embriogénese somadtica € caracteriza pela formagdo de
embrides a partir de células somaticas, podendo as categorias como na organogénese ser de
forma direta e indireta, sendo que o desenvolvimento de embrides somdticos a partir da
proliferacdo de calos é a mais comum na embriogénese somdtica de forma indireta
(ANDRADE, 2002).

Da mesma forma que os explantes foliares, o peciolo, espata, espadice, gemas
axilares e sementes, também poderao ser utilizadas na fase de regeneracdo, mas os resultados
nao serdo tao satisfatorios (SANTOS, 2013). Na micropropagacdo comercial de anturio, o
processo regenerativo se da por meio de organogénese indireta, utilizando-se, na maioria das
vezes, folhas como explante inicial (ATAK; CELIK, 2009).

Por ultimo, a regeneracdo in vitro podera ser afetada por alguns fatores, tais como
(ANDRADE, 2002):

a) Genotipo;
b) Espécie/cultivar utilizada
c¢) Fonte dos explantes utilizados;

d) Condicdes da cultura (meio, luz, temperatura).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT), em Fortaleza, Ceard e consistiu na obtencdo de
mudas micropropagadas de antirio Anthurium andraeanum da cultivar Cananeia, por meio do
estiolamento in vitro. O trabalho foi dividido em duas fases: onde a primeira fase, consistiu na
inducdo ao estiolamento de segmentos nodais e a segunda fase, regeneracdo das mudas, a

partir dos brotos estiolados na primeira fase.

3.1 Fase de estiolamento
Na realizacdo dessa fase do experimento, foram utilizadas mudas estabelecidas de

Anthurium andraeanum da cultivar Cananeia (figura 5),in vitro de acordo com a metodologia

proposta por Tombolato, Quirino e Costa (1998).

Figura 5. Mudas de Anthurium andraeanum, cv. IAC Cananeia, estabelecida in vitro.

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.
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A manipulacdo das mudas foi realizada em camara de fluxo laminar horizontal
(Figura 6a) elas foram totalmente desfolhadas (Figura 6b) e cortadas em segmentos nodais
(microestacas), utilizando-se de material previamente esterilizado, de forma a obter
microestacas com tamanho aproximado de 2 cm e contendo, em média, de dois a trés nds e

(Figura 7b) .

Figura 6. Procedimento de preparo e manipulacdo do segmento nodal de muda de Anthurium
andraeanum, cv. Cananeia, em cimara de fluxo laminar. a) Preparacdo da capela de fluxo:
material necessdrio para manipulagdo in vitro, instrumentos (bisturi e pinca), papel (jornal) e
tubos de ensaio contendo meio de cultura b) Desfolhamento da muda.

Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Figura 7. a) Corte do segmento nodal b) Segmento nodal com aproximadamente 2cm
contendo de 2 a 3 nds, utilizado como explante na primeira fase (fase de estiolamento).

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Os segmentos nodais com aproximadamente 2 cm de tamanho (Figura 6A)
contendo de dois a trés nds(Figura 6B),foram totalmente desfolhados e inoculados sob
condicdes de capela de fluxo laminar, na posicdo verticalem tubos de ensaios de dimensdes

150 mm x 25 mm (Figura 8 A) contendo 10 mL de meio de cultura Pierik(Figura 8B)
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(PIERIK, 1976), com 20 g L' de sacarose, solidificado com Gelrite® a 1,8 g L' e pH

ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121,0°C, em 1 atm e por 15 minutos.

Figura 8. Inoculacdo na posi¢do vertical, sob condi¢des de capela de fluxo laminar, do
explantede segmento nodal (microestaca) no tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de
cultura Pierik (PIERIK, 1976), adicionado de 20 g L' de sacarose, solidificado com Gelrite®
al8g L' e pH ajustado para 5,8.

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Em seguida, os tubos de ensaios foram vedados, com tampa pléstica e pelicula
transparente (PVC) (Figura 9A) e mantidos em cdmara de crescimento, permanecendo por 60

dias em condi¢des de escuro e a 25 + 1 °C(Figura 9B).
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Figura 9. Vedagao dos tubos de ensaio com tampa plastica e pelicula transparente (A) e (B)
camara de crescimento escura confeccionada por plastico preto, contendo os explantes em
tubos de ensaio foram mantidos por 60 dias.

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Aos 60 dias, os sefgmentos nodais foram avaliados quanto ao nimero de brotos
estiolados/explante (NB/E), ao nimero de nds/broto estiolado (NN/B), ao comprimento
dobroto estiolado (CB) obtido com auxilio de régua; a distancia entre os nés (DN) foi obtida
por meio da divisdo do comprimento do broto pelo nimero de nds por broto estiolado; ao
numero total de nés/explante (NTN/E) o qual foi obtido a partir da multiplicagdo do nimero
de brotos estiolados/explante pelo nimero de nés/broto estiolado, a presenca de raiz (PR) e de

calo embriogénico (CE).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, composto
por quatro tratamentos, que constaram do meio de cultura basico Pierik (PIERIK, 1976) sem
adicao de regulador de crescimento (T1); com adicdo de 10 uM das auxinas: AIA (4cido
indolacético) (T2); AIB (4cido indolbutirico) (T3) e ANA (4acido naftalenoacético) (T4), com
cinco repeti¢cdes de oito tubos de ensaio cada e um explante por tubo.

Os dados coletados foram tabulados e submetidos as andlises de variancia das
varidveis pelo teste F (p<0,05), e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05),

utilizando-se do programa computacional para andlises estatisticas Sisvar.
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3.2 Fase de Regeneracao

Na realizacdo dessa segunda fase do experimento, foram utilizados como
explantes, brotos estiolados in vitro de Anthurium andraeanum cultivar Cananeia, que foram
mantidos por 60 dias de cultivo em condi¢gdes de escuro no meio Pierik com adi¢do de 10 uM
do regulador de crescimento AIB (T3) por 60 dias. A realizacdo da escolha dos brotos
estiolados, desenvolvidos nesse meio de cultura, foi feita em fungdo do maior nimero total de
n6s formados nesse tratamento conforme avaliacdo realizada na fase de estiolamento.

Foi novamente utilizado na fase de regeneracdo de brotos o meio de cultura Pierik
(PIERIK, 1976), contendo 20 g L™ de sacarose, solidificado com Gelrite® a 1,8 g L, e pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem realizada a 121°C, em 1 atm e por 15 minutos.

Foram seccionados em segmentos contendo apenas um né (Figura 10) em camara
de fluxo laminar, os brotos estiolados, sendo estes colocados horizontalmente, um por tubo de
ensaio (Figura 11),(com dimensdes de 150 mm x 25 mm), contendo 10 mL de meio de

cultura.

Figura 10. Segmento nodal contendo apenas um né de Anthurium andraeanum ‘‘Cananeia’’.

Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.
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Figura 11. Segmento nodal contendo apenas um né de Anthurium andraeanum ‘‘Cananeia’’,
colocados horizontalmente, um por tubo de ensaio.

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Os tubos de ensaio contendo apenas um né foram vedados com tampa de plastico

envolta por pelicula transparente (PVC) e mantidos por 60 dias em sala de crescimento com

temperatura de 25 + 1 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 30 pmol.m™s™.

Figura 12.Culturas de Anthurium andraeanum Cananeia em tubos de ensaio(A), mantidas em
sala de crescimento com condicdes de temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa
controladas (B).

Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.
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Aos 60 dias apds a inoculacdo dos explantes, as culturas que foram mantidas na sala
de crescimento Figura 12 (A) e Figura 12 (B), foram retiradas para a contagem do nimero de

brotacdes regeneradas por n6 (Figura 13).

Figura 13. Brotos regenerados por nd, aos 60 dias ap6s inoculacdo em meio de cultura Pierik.

:

-

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, constituido
por quatro tratamentos, com cinco repeticoes de 5 tubos de ensaio. A unidade experimental
foi constituida de um tubo de ensaio contendo um segmento de broto estiolado com um no.
Foram utilizados os seguintes tratamentos: meio Pierik sem a adicdo de regulador de
crescimento (T1); meio Pierik + 2,22 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) (T2); meio Pierik +
4,44 uM de BAP (T3) e meio Pierik + 6,66 uM de BAP (T4).

Os dados coletados foram tabulados e submetidos as analises de variancias,
utilizando-se do programa computacional para andlises estatisticas Sisvar. Por motivo do
nimero de concentragcdes utilizadas e da natureza quantitativa destas, as relacdes entre as
concentracdes de BAP utilizadas e o nimero de mudas regeneradas por explantes foram

analisadas através de regressao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fase de estiolamento

Aos 60 dias de cultivo in vitro do Anthurium andraeanum cultivar IAC Cananeia,
no escuro para a fase de estiolamento, observou-se que para o fator regulador de crescimento,
houve efeito significativo.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 2), observou-se que o nimero de
brotos estiolados por explante (NB/E), nimero de nés por broto estiolado (NN/B) e distancia
entre os nés (DN) ndo diferiram entre si. Para o NTN /E o meio adicionado com regulador de
crescimento AIB e ANA apresentaram os maiores NTN /E com médias de 6,57 e 6,53

respectivamente, diferindo de AIA e meio sem fitorregulador.

Tabela 2. Ndmero médio de brotos estiolados/explante (NB/E), niimero de nds/broto estiolado
(NN/B), comprimento do broto estiolado (CB), distancia entre os nés (DN), nimero total
dends/explante (NTN/E), presenca de calo embriogénico (CE) e presenca de raiz (RAIZ) de
Anthurium andraeanum ‘‘Cananeia’’, em funcdo do regulador de crescimento, aos 60 dias de

cultivo in vitro, no escuro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE, 2015.

Caracteristicas avaliadas

Regulador de
RAIZ
crescimento NB/E NN/B CB(cm) DN (cm) NTN/E CE (%) %)
(0

Sem regulador 1,95 a 2,27 a 1,12b 0,70 a 442b 2,50b 0,00 ¢
AIA 195a 236a 1,57 a 1,04 a 432b 75,00a 82,50a
AIB 253a 2,740a 1,89a 0,92a 6,57a 65,55a 15,00bc
ANA 2,58 a 2,59 a 1,54 ab 0,37 a 6,53a 70,00a 30,00b

CV (%) 16,89 16,01 15,81 27,18 20,69 24,33 51,13

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando o valor
nominal de 5% de significancia.
Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

A caracteristica de maior importancia para este trabalho € o nimero total de nds
obtido por explante.
Contudo, para ‘‘Cananeia’’ a maior média de NTN/E observada foi de 6,57 na

concentragdo 10 pM de AIB, divergindo dos resultados obtidos nos estudos de Santos (2013),
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para as cvs. Jureia e Luau, e Pinheiro et al. (2009), para a cv. Eidibel. Nesses trabalhos, com
as mesmas concentracdes das trés auxinas ao meio de cultura, o tratamento mais indicado, por
questdes econdmicas, foi sem adicdo de auxinas, j& que as médias foram semelhantes
estatisticamente as com adi¢ao de AIA.

Para o NTB/E o tratamento com AIB € semelhante ao ANA, sendo os mais
vidveis para o estiolamento in vitro da cultivar IAC Cananéia. Entretanto, tendo em vista o
custo de producdo, a adi¢ao de AIB é a mais recomendada para a primeira fase (estiolamento)
no cultivo in vitro da ‘Cananeia’.

Para a caracteristica distancia entre os nés (DN), ndo houve diferenca com relagdo
a adi¢do ou ndo de auxinas, variando entre 0,37 cm a 1,04 cm, sendo a maior média registrada
com adicao de AIA. Com a cultivar Rubi, ocorreu a mesma tendéncia e as maiores médias
foram com a adi¢cao delOuM de AIA 0,44 cm (CAMPOS,2014).Portanto,os nés se distanciam
mais na cultivar Cananeia.

O comprimento dos brotos estiolados desempenha um papel de suma importancia,
pois quando eles sdo colocados em condi¢des de luz, essa caracteristica estd relacionada de
modo direto ao nimero de nés que serdo recuperados em novas brotacdes (ARAUJO; LEDO
2012). Nesta caracteristica o tratamento realizado com o meio Pierik adicionado de 10 uM de
AIB apresentou maior média (1,89 cm), embora ndo diferindo quando comparada aos
tratamentos com 10 uM de AIA (1,57cm). A menor média foi verificada no meio sem
regulador de crescimento com (1,12 cm). No estudo realizado por Santos (2013), para a cv.
Luau, para a mesma caracteristica estudada foi registrado resultado semelhante onde a maior
média obtida foi para o tratamento com 10 uM de AIB (2,29cm).

Com relagdo ao nimero de brotos estiolados por explante (NB/E), as médias
variaram de 1,95 a 2,58 ndo havendo diferenca com relagdo a adicdo ou ndo de auxinas. E
possivel que essa fonte de explante ja apresente uma concentracao interna de auxinas que faca
com que ele apresente mesma resposta morfogenética ao quando nao se adiciona auxina ao
meio de cultura. Todavia, é necessdria conducdo experimental cientifica, para que se possa
obter conclusdo mais fidedigna a respeito. Santos (2013) com a cultivar Luau, também obteve
resultados semelhantes onde suas médias variaram de 2,38 a 2,80.

N3ao houve diferenca com relacdo a adi¢ao do tipo de fitorregulador auxinas, tratando-
se da presenca de calo embriogénico (CE), onde verificou-se que o tratamento com 10 uM de

AIA obteve a maior média de 75%, e o sem regulador apresentou a menor média de 2,5 %.
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Segundo Soares et al.(2012), quando o principal objetivo € obter uma grande quantidade de
mudas, o mais desejavel ¢ uma menor média relativa quanto a presenca de calos,pois com a
formacdo de calos embriogénicos a estabilidade genética pode ndo ser mantida, devido as
variagdes somaclonais. Analisando apenas esta caracteristica, os tratamentos com AIB e sem
regulador seriam mais adequados para a micropropagacdo dessa cultivar. Das trés auxinas
testadas, a mais indicada para a inducdo de calos embriogénicos € o AIA, que apresentou esta
estrutura em 75 % dos explantes de brotos estiolados.

Analisando a presenca de raizes, observou-se que houve diferenga estatistica para
os resultados onde a adicao de AIA favoreceu a formagado de raizes. Uma vez que, o controle
do desenvolvimento de raizes adventicias é influenciado por substancias reguladoras de
crescimento.

Para esta andlise, o tratamento com AIA apresentou média mais elevada de
porcentagem de formacgdo de raiz (82,5), seguidos por ANA e AIB (30 e 15) respectivamente.
No entanto, a menor formacdo de raizes foi registrada no meio de cultura Pierik, sem a adi¢ao
de regulador de crescimento, indicando que a adi¢do de auxinas (AIA, AIB ou ANA)
favoreceu a formacdo de raiz. Contudo, ao relacionar o NTN/E com a formacdo de raizes, a
adicao de 10 uM de AIB (6,57), do ponto de vista econdmico, € a auxina mais indicada para a
formacdo de raizes, diminuindo os custos, pois ndo seria necessdria a transferéncia dos brotos
para a etapa de enraizamento.

Plantas cultivadas no escuro apresentam fendtipos de plantas estioladas, entrends
mais distanciados, caules esbranquicados, com aspecto translicido, apresentando as folhas
pequenas (RAMOS, 2007). Torres et al. (1998) e Taiz & Zeiger (1998) citam a ocorréncia
destas caracteristicas em plantas mantidas no escuro por determinado tempo, sendo que Taiz
& Zeiger (1998) afirmam, ainda, que nestes casos ha a inibicdo do desenvolvimento de

cloroplastos e a diminui¢do nos conteidos de pigmentos fotossintéticos.

4.2 Fase de regeneraciao

Aos 60 dias de cultivo in vitro, a Figura 14 representa mudas de antirio
(Anthurium andraeanum)‘Cananeia’ regeneradas no meio Pierik(1976): sem adi¢do do
regulador BAP, com adi¢do de 2,22uM de BAP, com adicdo de 4,44uM de BAP e com adi¢do
de 6,66puMde BAP.
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Figura 14. Brotos de antirio (Anthurium andraeanum)cv. Cananeia regenerados em meio
Pierik(1976) sem regulador de crescimento (A), Pierik com 2,22 uM de BAP (B), Pierik com
4,44 uM de BAP (C), Pierik com 6,66 uM de BAP (D), aos 60 dias de cultivo in vitro.

Barra: 1 cm. Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Nessa fase de regeneracdo, observou-se que houve diferencas significativas para o
nimero de brotos regenerados por explante, em fun¢do da elevacdo da concentracdo de BAP

no meio de cultivo.
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Na andlise de regressdo (Figura 15) observa-se a linha de tendéncia, do nimero de
brotos regenerados por explante, em funcdo das concentracdes do regulador de crescimento
BAP adicionado ao meio de cultura Pierik (PIERIK, 1976), aos 60 dias de cultivo in vitro do
Antdrio. A andlise de regressao dos dados demonstra que o modelo estatistico se ajustou aos
dados observados em regressdo linear, com um coeficiente de determinacao de R? 0, 9916, ou

seja, o modelo da curva explica os valores observados em 99,16%.

Figura 15. Andlise de regressdo do efeito das concentracdes do regulador de crescimento BAP
sobre 0o numero de brotos regenerados por explante de Anthurium andraeanum cultivar
Cananeia, aos 60 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical. Fortaleza-CE,
2015.
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Fonte: Vanessa Priscila Campos Tavares.

Para a cultivar em estudo, a linha de tendéncia indica que quanto maior a dose de
BAP, maior serd a taxa de regeneracao de brotos até a concentracao de 6,66 uM, com uma
média de 10,52 brotos regenerados por explante. Assim, provavelmente quando forem
testadas maiores doses de BAP, serdo atingidas maiores taxas de multiplicagao.

No entanto, ¢ bom lembrar que, Segundo Huetteman e Preece (1993) e Pattnaik,
Sahoo e Chand (1996) apud. Flores et al. (2009), concentracdes inferiores a 5 uM de BAP sao
eficientes para a indugdo da regeneracdo e do crescimento de brotos in vitro, no entanto,

quantidades superiores reduzem o comprimento dos brotos, o tamanho das folhas e inibem o
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enraizamento, o que demonstra que altas concentragdes a esta podem causar toxidez aos
explantes.

Ainda assim, € necessdria nova verificacdo experimental cientifica, testando-se
concentracdes maiores de BAP, para obter-se conclusdo mais fidedigna a respeito do aumento
continuado das concentra¢des da citocinina usada, a partir da concentracdo de 6,66 uM, para
saber se realmente essa concentracdo ¢ a maxima alcancgada.

Resultados semelhantes foram encontrados no experimento conduzido por
Pinheiro et al. (2010), esses autores estudaram o efeito do meio de cultura, da concentragio de
BAP e do fotoperiodo na micropropagacgdo de anturio ‘ Eidibel’ por segmentos caulinares aos
45 e 60 dias de cultivo in vitro quando foram adicionadas concentracdes de 2,22 uM, 4,44
uM e 6,66 de BAP ao meio Pierik , onde os indices variaram de (3,02 a 3,49) e (3,42 a 3,96)
respectivamente ou seja, a utilizacio de concentragcdes maiores de BAP ndo reduziu a
formacao de brotos.

Com relagdo a concentracdo mais indicada de BAP, enquanto que para a cv. IAC
Cananeia o presente estudo apresentou, para esta caracteristica analisada, uma tendéncia da
maior forma¢do de mudas regeneradas por explantes em concentracdo de BAP por volta do
6,66 UM os estudos de Campos (2014) para a cv. IAC Rubi encontrou uma tendéncia da
maior formacdo de mudas por explantes em concentragdo de BAP por volta do 4,44 uM e
Santos (2013), para as cvs. Jureia e Luau, e Pinheiro et al. (2009), para a cv. Eidibel
mostraram uma tendéncia da concentragdo 6tima de BAP em torno de 2,22 pM.

Portanto, a taxa de multiplicacdo é genétipo dependente, isto €, cada cultivar (de
uma mesma espécie) pode apresentar desenvolvimento in vitro diferente, sob as mesmas
condicdes de cultivo.

De acordo com a Figura 15(B, C e D) foi observado que com a adi¢cdo de BAP nas
concentragdes de 2,22uM, 4,44 uM e 6,66uM, ao meio de cultura, favoreceu a maximizagao

do nimero de brotos regenerados por explante para a cultivar de antdrio ‘‘Cananeia’’.



46

5. CONCLUSOES

De acordo com o estudo realizado para o Anthurium andraeanum “Cananeia”, o
método do estiolamento de segmentos nodais e regeneracdo dos brotos sdo vidveis para a
multiplicacdo in vitro para a referida cultivar estudada.

A adi¢do de auxinas (AIA, AIB E ANA) ao meio de cultura para estiolamento de
segmentos nodais, favoreceu a formacao de calo.

A menor formacao de raizes foi registrada no meio de cultura Pierik, sem a adi¢ao
de regulador de crescimento, indicando que a adi¢do de auxinas (AIA, AIB ou ANA)
favoreceu a formacdo de raiz diminuindo os custos, pois ndo seria necessdria a transferéncia
dos brotos para a etapa de enraizamento.

Tendo em vista o custo de producgdo, a adi¢do de AIB é a mais recomendada para
a primeira fase (estiolamento) no cultivo in vitro de segmentos nodais da ‘Cananeia’.

Para a regeneracdo in vitro de brotos de antdrio cv. Cananeia, a partir de
segmentos nodais estiolados a adicdo de BAP, ao meio de cultura, € necessaria, uma vez que
os resultados encontrados no presente estudo constataram que houve um aumento do nimero
de brotos regenerados por explante com o incremento das concentragdes de BAP,

Dentre as concentracdes testadas de BAP, observou-se que com o aumento do
incremento de BAP, maior o nimero de brotos regenerados por explante para a cultivar em

estudo.
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