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RESUMO GERAL 

 

O antúrio é uma importante espécie ornamental para o agronegócio da floricultura. Assim, é 

importante garantir o sucesso de seu cultivo. O uso da biotecnologia permite o 

desenvolvimento de técnicas eficientes de propagação in vitro. Uma dessas técnicas é a 

embriogênese somática. Porém, além destes esforços, uma das técnicas que pode contribuir 

efetivamente para o sucesso do cultivo do antúrio é a caracterização das cultivares da espécie, 

por meio de marcadores moleculares. Assim, o estudo foi dividido em dois experimentos. 

Experimento 1: Objetivou-se estabelecer um protocolo de indução à embriogênese somática para 

as cultivares de antúrio Jureia e Luau, utilizando como explantes segmentos nodais. Estudou-se o 

efeito da interação entre os fatores cultivar, tipo e concentração do regulador de crescimento sobre 

a oxidação (%) e formação de calos embriogênicos (%). Utilizou-se microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) para identificar se as estruturas formadas a partir dos explantes apresentavam 

características embriogênicas. Constatou-se que a cultivar Jureia é mais sensível e o meio 

adicionado de ANA mais propenso à oxidação. Quanto à formação de calos embriogênicos, 

constatou-se que a cultivar Luau tem maior potencial embriogênico e estabeleceu-se o seguinte 

protocolo de indução à embriogênese somática, para as duas cultivares estudadas: segmentos 

nodais devem permanecer 75 dias, no escuro, em meio ESA (Pierik 1976, modificado) 

suplementado com 7,5 μM de ANA. Experimento 2: Objetivou-se a seleção de marcadores ISSR 

para caracterização molecular das cultivares de antúrio Sublime, Luau, Jureia e Maré, a partir de 

amostras de folhas oriundas de plantas estabelecidas in vitro, obtidas de organogênese indireta, e 

de amostras de calos embriogênicos. Foi realizada a extração de DNA das amostras coletadas, 

revelando DNA de boa qualidade. Foi feita a PCR de18 marcadores ISSR e os produtos da reação 

foram visualizados por eletroforese. Os fragmentos revelados no gel de agarose foram 

transformados em dados binários [1– presença de banda; 0 – ausência de banda], possibilitando 

agrupar as amostras em termos de distância genética em um dendrograma. Constatou-se que os 

marcadores ISSR utilizados apresentaram polimorfismo, sendo eficientes para caracterizar as 

amostras de antúrio estudadas. Foram identificados marcadores cultivar-específicos. Sublime 

revelou-se como a cultivar geneticamente mais estável, e Maré, como a mais instável. Estes 

resultados proporcionam novas perspectivas para a propagação in vitro, bem como são úteis 

para o melhoramento genético e proteção da identidade genética das cultivares de antúrio 

estudadas. 

 

Palavras-chave: Anthurium andraeanum. Morfogênese in vitro. Diversidade genética. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Anthurium is an important ornamental species for floriculture's agribusiness. Thus, it is very 

important to ensure the success of its cultivation. The use of biotechnology allows the 

development of effective techniques for in vitro propagation. One of these techniques is the 

somatic embryogenesis. However, beyond these efforts, another technique that can effectively 

contribute to the success of Anthurium cultivation, is the characterization of anthurium's 

cultivars, by means of molecular markers. Therefore, the study was divided into two 

experiments. Experiment 1: The objective was to establish an induction protocol for somatic 

embryogenesis for the anthurium's cultivars Jureia and Luau, using nodal segments as 

explants. It was studied the effect of the interaction among the factors cultivar, growth 

regulator type and concentration on oxidation (%) and formation of embryogenic calli (%). 

The scanning electron microscopy (SEM) was used to identify whether the structures formed 

from the explants showed embryogenic characteristics. The evaluations about oxidation 

showed that Jureia is the most sensitive cultivar, and that the medium added with NAA is 

more prone to oxidation. As for the formation of embryogenic calli, it was found that Luau 

has more embryogenic potential and it was established the following protocol for induction of 

somatic embryogenesis for the two studied cultivars: nodal segments must be maintained for 

75 days, in the dark, in the medium ESA (Pierik 1976 modified) supplemented with 7.5 mM 

of NAA. Experiment 2: The objective was the selection of ISSR markers for molecular 

characterization of anthurium's cultivars Sublime, Luau, Jureia and Maré, using leaf samples 

of in vitro established plants, from indirect organogenesis, and samples of embryogenic calli. 

The DNA extraction was made, showing a genetic material of good quality. The PCR of the 

18 ISSR markers was made and the reaction products were visualized by electrophoresis. The 

revealed fragments in the agarose gel were transformed into binary data [1- presence of band; 

0 - absence of band], allowing the classification of the samples in terms of genetic distance in 

a dendrogram. It was found that all the ISSR used showed polymorphism, being effective to 

characterization of the anthurium's samples studied. Cultivar-specific markers were identified. 

It was found that Sublime is the cultivar genetically most stable and Maré the most unstable. 

These results provide new perspectives for the in vitro propagation, and are useful for 

breeding and protection of the studied anthurium's cultivars. 

 

Keywords: Anthurium andraeanum. In vitro morphogenesis. Genetical diversity. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 A Floricultura no Brasil e no Mundo 

 

O comércio mundial de flores e plantas ornamentais, além de movimentar 

bilhões de dólares anualmente, é extremamente dinâmico, envolvendo um grande 

número de países produtores e consumidores, bem como uma variada carteira de 

produtos (LIMA JÚNIOR et al., 2015). 

A Europa tem se destacado historicamente como importante centro de 

produção e consumo de produtos ornamentais (VAN HUYLENBROECK, 2010). No 

entanto, com a globalização, o mercado de flores abriu espaço para novos polos de 

produção, com destaque para Colômbia, Quênia, Equador, Etiópia (LIMA JÚNIOR et 

al., 2015) e Costa Rica (VAN HUYLENBROECK, 2010). 

No Brasil, o agronegócio de flores e plantas ornamentais também vem se 

expandindo (SEBRAE, 2015). Essa expansão deve-se às condições favoráveis do País 

para a produção de flores, folhagens e outros derivados, ao longo de todo ano a um 

custo reduzido, conferindo ao produto brasileiro condições para se firmar no mercado 

mundial (FRANÇA; MAIA, 2008). 

Em todo o mundo, a floricultura movimenta no mercado produtor algo em 

torno de US$ 18 bilhões, e por volta de US$ 54 bilhões no mercado consumidor. Mais 

especificamente no mercado produtor brasileiro, anualmente, são movimentados US$ 

380 milhões, no atacadista US$ 595 milhões e no varejista US$ 1,41 bilhões 

(ALONSO; SILVA, 2016). Em 2014, a atividade obteve faturamento de mais de R$ 5,4 

bilhões, o que comprova o seu tamanho e importância na economia nacional. Nos anos 

de 2012 e 2013, esse montante foi de R$ 4,8 bilhões e R$ 5 bilhões, respectivamente, 

representando crescimento médio anual de 6,7 % (LIMA JÚNIOR et al., 2015).  

Na figura 1 pode-se observar que as importações cresceram quase seis vezes 

de 2004 a 2014, alcançando o valor de US$ 46,8 milhões no último ano de análise. Esse 

comportamento representa um mercado interno com demanda aquecida e crescente 

pelos produtos de flores e plantas ornamentais. Em contrapartida as exportações, nos 

dez anos avaliados, apesar de oscilarem, diminuíram 6,1 % e alcançaram o valor de US$ 

23,8 milhões em 2014 (LIMA JÚNIOR et al., 2015). 
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Figura 1 - Exportações e importações brasileiras de flores e plantas ornamentais. 

 

Fonte: Elaborada por Lima Júnior e colaboradores (2015) a partir de SECEX/MIDIC e 

Banco Central. 

 

Apesar de ainda não apresentar destaque no mercado mundial de flores e 

plantas ornamentais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2009), o Brasil se mostra cada vez mais 

preparado para oferecer produtos em quantidade e com qualidade, tendo potencial para 

tornar-se um grande produtor e exportador de flores e plantas ornamentais, com ênfase 

especial para as tropicais (ANEFALOS; TOMBOLATO; RICORDI, 2010).  

A floricultura tropical é tida como um negócio lucrativo que vem se 

expandindo em todo o mundo (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011). Este setor tem tido 

bastante relevância na região do Nordeste Brasileiro, pois esta apresenta clima quente, 

com pequena variação de temperatura no decorrer do ano e forte luminosidade, 

possibilitando o cultivo não só de espécies tropicais, como também de outras numerosas 

espécies ornamentais, tanto a campo aberto, como sob a proteção de casa de vegetação, 

viveiros ou estufas (BRAINER; OLIVEIRA, 2006). Portanto, o cultivo e a 

comercialização de flores e plantas ornamentais, principalmente das espécies tropicais, 

têm obtido avanços relevantes nesta região, especialmente nos Estados de Pernambuco, 

Bahia, Alagoas e Ceará (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).  

O Ceará é o principal estado da Região Nordeste envolvido com o 

agronegócio da floricultura. Um resumo das vantagens e desvantagens para a produção 

de flores no Estado está apresentado na figura 2 (LIMA JÚNIOR et al., 2015). 
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Figura 2 – Vantagens e desvantagens da produção de flores e plantas ornamentais no 

estado do Ceará. 

 

Fonte: Elaborada por Lima Júnior e colaboradores (2015) a partir de entrevistas com produtores e 

especialistas. 

 

1.2 Descrição e Importância do Antúrio 

 

Dentre as flores tropicais que têm apresentado interesse econômico, o 

cultivo do antúrio (Anthurium andraeanum Linden) em vaso e como flor de corte, tem 

boa aceitação nos mercado interno e externo. A cultura pode ser explorada em pequenas 

propriedades e apresenta um elevado valor de comercialização. Dessa forma, existem 

perspectivas favoráveis para elevar a sua produção, comercialização e consumo, em 

ambos os mercados (ANEFALOS, TOMBOLATO; RIDORDI, 2010). 

O antúrio é pertencente à família Araceae e ao gênero Anthurium Schott., 

ordem Alismatales, classe Liliopsida. Esse gênero é o maior e o mais complexo das 

aráceas, exclusivamente tropical e abundante em áreas florestais das Américas do Sul e 

Central (CASTRO; TOMBOLATO, 2012). As plantas são monocotiledôneas, semi-

herbáceas e eretas. Podem ser hemiepífitas trepadeiras, terrestres, epífitas, litófitas, 

raramente helófitas ou reófitas (SANTOS, 2009), destacando-se pela beleza de suas 

folhagens (MAIRA; ALEXANDER; VARGAS, 2010).  

Do ponto de vista comercial, a principal espécie do gênero é o Anthurium 

andraeanum Linden, bastante utilizado como flor de corte, folhagem e planta de vaso, 

bem como no paisagismo (CARVALHO et al., 2013). A espécie desperta grande 

interesse do público consumidor devido ao tamanho, coloração e longa durabilidade 

pós-colheita das inflorescências (CASTRO et al., 2004).  

A estrutura conhecida por flor no antúrio é, na verdade, uma inflorescência 

em espiga, denominada espádice, protegida por uma bráctea colorida denominada 
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espata, a qual é responsável pela atração de agentes polinizadores (TOMBOLATO; 

CASTRO, 2005; GUIMARÃES et al., 2008). As flores verdadeiras do antúrio são 

hermafroditas e apresentam o fenômeno da protoginia. Nesse fenômeno os órgãos 

sexuais femininos atingem primeiramente a maturidade e tornam-se receptivos, 

enquanto as flores masculinas ainda encontram-se imaturas. O resultado desse processo 

é que a autofecundação é dificultada e os cruzamentos naturais entre plantas diferentes 

favorecidos (TOMBOLATO; CASTRO, 2005).  

O programa de melhoramento genético de antúrios, conduzido pelo Instituto 

Agronômico (IAC), em Campinas, SP, desde 1980, foi responsável pelo 

desenvolvimento das primeiras variedades brasileiras, para cultivo e plantio comercial 

tanto para flor de corte quanto para planta de vaso. Esse programa se baseia na seleção 

de plantas de menor custo e bem adaptadas às condições climáticas do País, as quais são 

produzidas para competir com as cultivares importadas (TOMBOLATO et al., 2004a). 

Dentre as principais variedades de antúrio lançadas pelo IAC estão Luau, Jureia, 

Sublime e Maré (Figura 3).   

 

Figura 3 - Inflorescências de antúrio (Anthurium andraeanum) cvs. IAC Luau (A), 

Jureia (B), Sublime (C) e Maré (D). 

 

Fonte: David dos Santos Júnior (A e B) e Antônio Fernando Caetano Tombolato (C e D). 
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1.3 A Propagação do Antúrio 

 

O antúrio é uma planta de fecundação cruzada, assim, é naturalmente 

propagado por sementes. Porém, esta espécie também pode ser propagada 

vegetativamente pelos métodos convencionais de divisão de touceiras ou estaquia, além 

da micropropagação, por cultura de tecidos vegetais (FUZITANI; NOMURA, 2004; 

TOMBOLATO et al., 2004b).  

A propagação por sementes é um processo lento e gera progênies 

heterogêneas devido à polinização cruzada (BEJOY; SUMITHA; ANISH, 2008). Por 

outro lado, a propagação vegetativa convencional possibilita a disseminação de pragas e 

doenças, além de limitar a quantidade de mudas disponíveis (TOMBOLATO et al., 

2004a). Dessa forma, a propagação in vitro tem sido bastante utilizada como importante 

método para a produção massiva de mudas da espécie, permitindo a uniformização das 

características (MAIRA; ALEXANDER; VARGAS, 2010). 

Portanto, para o antúrio, o uso da biotecnologia, especialmente com a 

utilização de técnicas da cultura de tecidos, propicia uma forma alternativa de 

propagação das plantas, além de proporcionar perspectivas novas e promissoras para o 

melhoramento e para a conservação dos recursos genéticos dessa espécie (YUNUS et 

al., 2012).  

 

1.4 A Cultura de Tecidos  

 

Na cultura de tecidos a produção de mudas ocorre independente da época do 

ano devido ao controle dos fatores climáticos (SILVA; SOUZA; GOMES, 2008). Este 

controle das condições ambientais durante a propagação permite aperfeiçoar a interação 

entre fatores abióticos (nutricionais, luminosos, temperatura etc.) e bióticos (hormonais 

e genéticos), resultando em plantas sadias, vigorosas e geneticamente superiores, que 

podem ser multiplicadas massivamente (ALVES et al., 2008), totalmente livres de 

pragas e doenças (DIAS et al., 2011), e com a conservação da identidade genética do 

material propagado (FUZITANI; NOMURA, 2004). As mudas produzidas são obtidas 

em grande quantidade e em curto espaço de tempo (QUIRINO et al., 2009). Portanto, a 

prática constitui-se excelente ferramenta para clonar plantas em escala comercial 

(ALVES et al., 2008).  Dessa forma, vários trabalhos têm sido conduzidos com a 
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cultura de tecidos de antúrio, visando à avaliação do seu potencial morfogenético na 

obtenção de mudas (GANTAIT; MANDAL, 2010).  

A aplicação mais prática e difundida da cultura de tecidos é a 

micropropagação in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). As principais 

etapas da prática de micropropagação são: seleção e preparação da planta mãe; 

estabelecimento in vitro de uma cultura asséptica; multiplicação dos propágulos; 

alongamento; enraizamento; e aclimatização (GEORGE, 1993; GEORGE; HALL; 

KLERK, 2008).  

A regeneração de plantas através da cultura de tecidos baseia-se no princípio 

da totipotência, proposto pelo fisiologista Haberlandt, que em 1902, enunciou que cada 

célula vegetal possuía o potencial genético para regenerar uma planta inteira (RAO; 

RAVISHANKAR, 2002). A totipotência está estreitamente relacionada à interação entre 

os processos de indução, competência, determinação e diferenciação celular, que resulta 

na morfogênese in vitro (CHRISTIANSON; WARNICK, 1983). 

As respostas morfogenéticas podem ocorrer através de duas rotas de 

regeneração: organogênese ou embriogênese, as quais são influenciadas e determinadas 

pelos fitorreguladores, tipo de explante, genótipo, meio de cultura e condições de 

cultivo (HOU; JIA, 2004; WU; CHEN; CHANG, 2004; PARAMAGEETHAM; BABU; 

RAO, 2004; PARK et al., 2005). 

 

1.4.1 Morfogênese in vitro 

 

Na via de morfogênese in vitro chamada de organogênese a planta é 

regenerada a partir de meristemóides formados no tecido cultivado, os quais podem se 

originar de forma direta ou indireta. A organogênese ocorre de forma direta quando há a 

formação de meristemas ou gemas diretamente sobre o explante, e de forma indireta 

quando há a formação de calo precedente ao processo de regeneração de gemas 

(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

 Na via embriogenética de morfogênese in vitro a planta é regenerada a 

partir de embriões somáticos formados no tecido cultivado. Na embriogênese também 

ocorrem as formas direta e indireta para regeneração das plantas. Na embriogênese 

direta os embriões somáticos se formam na superfície do explante sem passar pela fase 
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de calo. Na embriogênese indireta os embriões somáticos se formam na superfície do 

calo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

 O calo é um tecido formado a partir de um ferimento em resposta da lesão 

(SMITH, 2000), sendo definido como massa de células desorganizadas (TORRES; 

CALDAS, 1990), as quais apresentam diferentes estágios de diferenciação e, 

consequentemente, diferentes graus de determinação, podendo adquirir novas 

competências mediante a presença de um mensageiro químico específico (GUERRA; 

TORRES; TEIXEIRA, 1999; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Na embriogênese, o 

calo apresenta algumas peculiaridades, que são a coloração branco opaca para amarelo 

claro e a origem de estruturas globulares representando embriões somáticos, que 

aparecem na superfície do calo após, aproximadamente, duas semanas de cultivo 

(VASIL; VASIL; LU, 1984). 

As brotações formadas via organogênese caracterizam-se por serem 

estruturas monopolares e apresentarem ampla conexão vascular dos órgãos formados 

com o explante (ANDRADE, 2005). De forma oposta, a embriogênese somática é um 

processo de regeneração de plantas de estruturas bipolares, ou seja, constituídas de ápice 

caulinar e radicular, similares a embriões zigóticos, porém sem envolvimento com a 

fusão de gametas, e com a presença de um sistema vascular fechado, ou seja, sem 

conexão vascular com os tecidos do explante inicial (PINHEIRO, 2010). 

O antúrio tem sido propagado tradicionalmente mediante a organogênese 

indireta, por meio do cultivo in vitro de explantes foliares, indução de calos, e posterior 

formação de gemas adventícias (Figura 4). Contudo, esse método proporciona taxas de 

multiplicação relativamente baixas e inconsistentes, com a provável ocorrência de 

variação somaclonal nas mudas obtidas (TE-CHATO; SUSANON; SONTIKUN, 2006; 

BAUTISTA et al., 2008), a qual do ponto de vista clonal não é desejada, porém 

desperta o interesse dos melhoristas por ser nova fonte de variabilidade genética, 

fornecendo perspectivas de seleção in vitro ou ex vitro de plantas com características de 

interesse agronômico (TABARES et al., 1991).  

A embriogênese somática apresenta algumas vantagens sob as limitações 

encontradas na morfogênese in vitro pela rota organogenética (PARROT; MERKLE; 

WILLIAMS, 1991), as quais fazem da embriogênese uma alternativa viável para a 

produção in vitro do antúrio em larga escala e isentas de patógenos, além de ampliar a 
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possibilidade de estudos para o melhoramento genético da espécie, como também para a 

obtenção de novas variedades (PINHEIRO, 2010).  

 

Figura 4 – Mudas de antúrio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel estabelecidas in vitro 

(C) a partir de organogênese indireta, ou seja, por meio da formação de calo (B), em 

explantes de folhas jovens (A). 

 
Fonte: David dos Santos Júnior (A e B) e Cláudio de Norões Rocha (C). 

 

1.5 A Embriogênese Somática 

 

A embriogênese somática é definida como o processo pelo qual células 

haploides ou somáticas, sob condições específicas de indução, através de uma série de 

modificações estruturais e bioquímicas originam embriões somáticos, por via de 

regeneração direta ou indireta, os quais se desenvolvem por meio de diferentes estádios, 

dando origem a uma planta sem que ocorra a fusão de gametas (TAUTORUS et al., 

1991; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006; PEREIRA et al., 2007). Esses estádios por 

que passa o embrião somático seguem o mesmo padrão de desenvolvimento do embrião 

zigótico, ou seja, ocorre a passagem pelos estádios globular, cordiforme, torpedo e 

cotiledonar, num processo ontogenético, no qual no final ocorre a formação de uma 

estrutura bipolar, constituída de ápice caulinar e radicular (GUERRA; TORRES; 

TEIXEIRA, 1999; JURGENS; MAYER, 1992). 

Por haver grande similaridade de desenvolvimento entre embriões 

somáticos e zigóticos, a embriogênese somática in vitro contribui para estudos 

fisiológicos, genéticos e bioquímicos que norteiam o desenvolvimento embrionário 

(ZIMMERMAN, 1993), sendo ideal para investigar o processo de diferenciação em 

plantas, bem como a expressão dos mecanismos de totipotência da célula vegetal, 

incluindo-se abordagens diferenciais da competência celular (PARROT; MERKLE; 

WILLIAMS, 1991; TAUTORUS et al., 1991).  
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A regeneração de plantas via embriogênese somática inclui cinco passos: 1 -

iniciação das culturas embriogênicas pelo cultivo do explante primário em meio 

suplementado com reguladores de crescimento, principalmente auxinas, mas muitas 

vezes também citocininas; 2 - proliferação das culturas embriogênicas em meio sólido 

ou líquido suplementado com reguladores de crescimento de modo semelhante à 

iniciação; 3 - pré-maturação de embriões somáticos em meio sem reguladores de 

crescimento para inibir a proliferação e estimular a formação do embrião somático; 4 -

maturação dos embriões somáticos pelo cultivo em meio suplementado com ácido 

abscísico (ABA) e/ou com o potencial osmótico reduzido; e 5 - regeneração de plantas 

em meio sem reguladores de crescimento (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999). 

Na espécie A. andraeanum, os primeiros trabalhos com embriogênese 

somática foram conduzidos por Kuehnle, Chein e Sugi, em 1992, constatando resposta 

morfogenética genótipo dependente. Depois desse primeiro trabalho, vários outros 

foram conduzidos com a embriogênese somática em antúrio (HAMIDAH; KARIM; 

DEBERGH, 1997; JIE, 2006; TE-CHATO; SUSANON; SONTIKUN, 2006; XIN et al., 

2006; BAUTISTA et al., 2008; BEYRAMIZADE; AZADI, 2008; PINHEIRO, 2010; 

PINHEIRO et al., 2013a,b; PINHEIRO, 2014; PINHEIRO, et al., 2014; 

BHATTACHARYA et al., 2016). 

 

1.5.1 Indução à Embriogênese Somática 

 

Indução é o desencadeamento de um processo morfogenético pela exposição 

do explante a um estímulo físico, químico ou biológico. Embora esse processo envolva 

o controle da expressão gênica, não é um fenômeno genético, uma vez que não há 

modificação alélica ou genotípica (GUERRA; NODARI, 2006).  

Na indução da embriogênese somática, por meio de estímulos ambientais ou 

químicos, células somáticas adquirem competência para originar uma linhagem de 

células-filhas que irão formar embriões somáticos. O termo célula embriogênica tem 

sido empregado para designar aquelas células que já não necessitam mais de estímulos 

para produzir os embriões somáticos (JONG; SCHMIDT; VRIES, 1993). Células em 

transição do estado somático para o embriogênico são chamadas de células 

competentes, determinadas para a embriogênese, que devem conter um receptor inativo 
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que seria ativado pela presença de um ligante próprio para disparar o programa 

embriogênico (FEHÉR, PASTERNAK; DIDITS, 2003).  

A indução da embriogênese somática é influenciada por diversos fatores, 

entre os quais podem se destacar os diferentes genótipos e tipos de explante, estádios de 

desenvolvimento dos explantes, composição do meio de cultura, tipo e concentração do 

regulador de crescimento utilizado (LITZ; CHAVEZ; MOON, 1998; CHALUPA, 1999; 

CARNEROS et al. 2009; PRAKASH; GURUMURTHI, 2009). 

 

1.5.1.1 Genótipo e Explante 

 

A capacidade de induzir embriões somáticos está sob controle genético, de 

forma que genótipos de uma determinada espécie podem diferir no seu potencial 

embriogênico (LAMB et al., 2002; MAY; TRIGIANO, 1991; VAN DER VALK et al., 

1992; BERED et al., 1996; SUN et al. 2003). Em geral, os explantes jovens oriundos de 

estruturas reprodutivas, como embriões imaturos, cotilédones, inflorescências e 

hipocótilos são os mais responsivos. No entanto, outros tecidos também podem ser 

utilizados como explantes na embriogênese com resultados satisfatórios, como ápices 

caulinares, folhas, pecíolos e raízes (PORTO et al., 2010). 

É importante ressaltar que o estádio de desenvolvimento e o estado 

fisiológico dos tecidos presentes nos explantes são aspectos importantes. Dentro de um 

determinado genótipo, a sensitividade das células dos explantes aos fitoreguladores não 

é a mesma e, portanto, alguns explantes são competentes para a embriogênese e outros 

não (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; JIMÉNEZ, 2005). 

 

1.5.1.2 Meio de Cultura 

 

O meio de cultura é uma solução nutritiva que suporta de forma adequada o 

crescimento do material vegetal. A constituição dos meios de cultura deve ser baseada 

nas exigências das plantas, visando atender necessidades específicas (GUERRA; 

NODARI, 2006). Portanto, a seleção e o desenvolvimento de um meio de cultura são 

essenciais para qualquer trabalho em cultura de tecidos de plantas.  
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A partir do meio mais utilizado em cultura de tecidos, o meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), Pierik e colaboradores (PIERIK, 1976; PIERIK; 

LEEUWEN; RIGTER, 1979) testaram várias modificações em sua composição para a  

propagação do antúrio para os diferentes estágios da micropropagação (P1: 

estabelecimento, P2: multiplicação e P3: alongamento e enraizamento), obtendo 

sucesso. Por esta razão, a metodologia proposta por Tombolato, Quirino e Costa (1998) 

para propagação in vitro das variedades lançadas pelo Instituto Agronômico (IAC), 

emprega o meio Pierik (PIERIK, 1976). Trabalhos na literatura, como o de Pierik, 

Leeuwen e Rigter (1979), Schiavinato et al. (2008), Rivero-Bautista et al. (2008), 

Pinheiro et al. (2009), Pinheiro (2010), Carvalho et al. (2011), Carvalho et al. (2012) e 

Pinheiro et al. (2014), ratificam que o meio Pierik (PIERIK, 1976) é o mais indicado de 

uma forma geral para cultura de tecidos com antúrio, tanto pela via organogenética 

como embriogenética de morfogênese in vitro. Dentre os meios formulados por Pierik 

(1976), o meio P1 é aquele utilizado como base para a embriogênese somática do 

antúrio, também chamado de ESA para as etapas de indução dos calos embriogênicos e 

proliferação das culturas embriogênicas; ESB para a etapa de maturação dos embriões 

somáticos; e ESC para a etapa de germinação dos embriões somáticos (Tabela 1) 

(CARVALHO et al., 2012).  

 

Tabela 1 – Meios de cultura ESA (etapas 1: indução de calos embriogênicos e 2: 

proliferação das culturas embriogênicas), ESB (etapa 3: maturação dos embriões 

somáticos) e ESC (etapa 4: germinação dos embriões somáticos) utilizados na produção 

de mudas micropropagadas de antúrio, (Anthurium andraeanum) via embriogênese 

somática [PIERIK (1976), modificado] 

Fonte: Carvalho e colaboradores, 2012. 
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1.5.1.3 Reguladores de Crescimento 

 

A composição e concentração dos reguladores de crescimento no meio de 

cultivo são fatores determinantes no crescimento e no padrão de desenvolvimento da 

maioria dos sistemas de cultura de tecidos (FERREIRA; HU, 1998). Dessa forma, 

reguladores de crescimento de plantas são substâncias chave para a indução da 

embriogênese somática (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). De uma maneira geral a 

embriogênese somática é induzida por auxinas fortes, ou seja, mais estáveis à 

degradação. Reguladores vegetais desta natureza estimulam a divisão celular e 

desencadeiam os processos de desdiferenciação (modelos indiretos) e rediferenciação 

(modelos diretos), tornando as células comprometidas à formação de embriões 

(GEORGE, 1993; GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).  

O ácido 2,4-diclorofenóxiacético (2,4-D) e o ácido naftalenoacético (ANA) 

são, nesta ordem, as auxinas mais utilizadas na indução de embriogênese somática 

(RAEMAKERS; JACOBSEN; VISSER, 1995), as quais são, nessa ordem de 

importância, comumente empregadas em trabalhos de indução à embriogênese somática 

do antúrio (KUEHNLE; CHEN; SUGII, 1992; HAMIDAH; KARIM; DEBERGH, 

1997; JIE, 2006; XIN et al., 2006; BAUTISTA et al., 2008; BEYRAMIZADE; AZADI, 

2008; PINHEIRO, 2010; PINHEIRO et al., 2013a,b; PINHEIRO et al., 2014; 

BHATTACHARYA et al., 2016). Porém, outras auxinas também podem exercer papel 

satisfatório na indução de embriogênese somática, são elas: ácido indol-acético (AIA), 

ácido indol butírico (AIB), picloram e dicamba (SILVA, 2012). De acordo com Guerra 

e Noradi (2006) as concentrações das auxinas nos meios podem variar de 0,01 a 10 

mg/L. 

 

1.5.2 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

Durante a embriogênese somática indireta, normalmente ocorre a formação 

de diferentes tipos de calos, sendo que nem todos eles podem possuir potencial para 

gerar plantas. O acompanhamento citológico e ultraestrutural durante a embriogênese 

somática é uma importante ferramenta que permite distinguir células de calos com 

potencial embriogênico das células dos calos não embriogênicos e identificar possíveis 
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falhas durante a formação do embrião somático (FILIPPI; APPEZZATO-DA-GLORIA; 

RODRIGUEZ, 2001; MOURA et al., 2008; STEINER et al., 2005). 

Em relação ao acompanhamento ultraestrutural da embriogênese somática, 

tem-se, entre outras técnicas, a microscopia eletrônica de varredura, a qual foi 

introduzida como ferramenta de pesquisa por volta de 1950 (ALVES, 2004). O 

microscópio eletrônico de varredura envolve certa complexidade de mecanismos para a 

aquisição da imagem, no entanto, o resultado final proporcionado consiste de imagens 

com alto poder de resolução, que se situa na ordem de 2 a 5 nm, e de fácil interpretação 

(ALVES; PERINA, 2012). Assim, devido à alta profundidade de campo, o microscópio 

eletrônico de varredura confere aspecto tridimensional às imagens (ALVES, 2004). 

Portanto, sua utilização é bastante adequada para avaliar a estrutura superficial de uma 

dada amostra (DIAS, 2013). Dessa forma, a técnica permite a identificação e o 

acompanhamento do desenvolvimento de calos embriogênicos (DIAS; PASQUAL; 

CARVALHO, 2013), a qual já vem sendo aplicada em trabalhos desenvolvidos com a 

embriogênese somática em antúrio (KUEHNLE; CHEN; SUGII, 1992; JIE, 2006; 

BHATTACHARYA et al., 2016).  

 

1.6 Técnicas Moleculares na Descrição de Cultivares 

 

No que se refere à embriogênese, tanto a iniciação do processo por via 

zigótica, como somática, é ativada por diferentes sinais e frequentemente começam a 

partir de diferentes tecidos, e isto ainda não é totalmente entendido. No entanto, sabe-se 

que vários genes, relacionados com a diferenciação celular, morfogênese e transdução 

de sinal, são expressos durante a embriogênese. Assim, pesquisas na área de biologia 

molecular têm sido utilizadas para investigar este processo (IKEDA; UMEHARA; 

KAMADA, 2006). 

Além do importante papel na embriogênese, a biologia molecular, por meio 

da utilização de marcadores moleculares, tem sido empregada para diversos fins na 

genética e melhoramento de plantas, os quais vêm sendo executados com sucesso em 

várias culturas (TOPPA; JADOSKI, 2013).  

Os marcadores moleculares de DNA têm sido utilizados para marcação de 

genes de resistência a doenças, insetos e pragas; avaliação e caracterização de 

germoplasma; estudos de divergência genética em populações; identificação de 
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genitores com caracteres superiores; introgressão gênica e seleção assistida por 

marcadores; desenvolvimento de mapas genéticos de ligação; determinação de grupos 

heteróticos e associação com regiões genômicas que afetam heterose; reconstituição de 

pedigrees; testes de pureza genética; seleção de resistência a patógenos exóticos ainda 

inexistentes em determinada região; associação com caracteres quantitativos; estudos de 

interação genótipo-ambiente; processos legais; entre outros (RAFALSKI; TINGEY, 

1993; PEREIRA; LEE, 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998a; 

1998b). 

 

1.6.1 Marcadores Genéticos 

 

Marcadores genéticos, ou descritores genéticos, são quaisquer 

características, processos bioquímicos ou fragmentos de DNA que permitem a distinção 

de indivíduos geneticamente diferentes (BORÉM, 1997). Os marcadores genéticos 

utilizados em plantas podem ser morfológicos, bioquímicos ou moleculares (ALMEIDA 

et al., 2009). 

Os marcadores morfológicos são controlados por genes associados a 

caracteres morfológicos, em geral, características fenotípicas de fácil visualização, 

como nanismo, deficiência de clorofila, cor de pétala ou morfologia foliar (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1998). A descrição dos marcadores fenotípicos depende do 

desenvolvimento da planta e sua expressão gênica pode ser influenciada por ação gênica 

de dominância, pela pleiotropia e epistasia, além dos fatores ambientais (SMITH; 

SMITH, 1992; PECCHIONI et al., 1996).  

Os marcadores bioquímicos baseados em proteínas e enzimas surgiram na 

década de 1970. Eles foram os primeiros marcadores a serem utilizados com várias 

aplicações, como por exemplo no estudo de dispersão de espécies, na análise de 

filogenias, na acessibilidade à variabilidade genética existente, na detecção de ligação 

gênica com caracteres mono e poligênicos, na identificação de cultivares, na 

introgressão gênica, na avaliação de germoplasma, e de forma mais limitada, na seleção 

indireta de caracteres agronômicos (BORÉM, 1997).  

Dez anos após os primeiros trabalhos com descritores de proteínas e 

enzimas, na década de 1980, surgiram os marcadores de DNA, com capacidade de 

detectar variação genética adicional. O avanço principal que essas técnicas trazem é a 
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possibilidade de acessar diretamente o genótipo de um indivíduo, evitando, assim, a 

expressão do fenótipo e a influência do ambiente sobre este. Também, enquanto os 

descritores bioquímicos amostram apenas as regiões ativas na expressão gênica, os de 

DNA permitem uma ampla amostragem do genoma de um indivíduo, sendo obtidos em 

grande número. Assim, mutações que ocorrem em regiões não codificadoras de genes 

podem ser identificadas com análise de DNA, mas não com a análise de proteínas e 

enzimas, bem como morfológica (MILACH, 1999).   

 

1.6.2 Marcadores Moleculares 

 

Os tipos de marcadores moleculares disponíveis diferenciam-se pela 

metodologia empregada para revelar variabilidade em nível de DNA, variando quanto à 

habilidade de detectar diferenças entre indivíduos, custo, facilidade de uso, consistência 

e repetibilidade. Assim, os principais tipos de marcadores moleculares podem ser 

classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identificá-los: 

hibridização ou amplificação de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

(MILACH, 1998b).  

Os marcadores identificados por hibridização são os marcadores RFLP 

(Restriction Fragment Lenght Polymorfism). Já aqueles marcadores baseados em 

amplificação por PCR são os do tipo RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA), 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism), Microssatélites ou SSR (Simple 

Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeteas) (MILACH, 1998a; 

MARTINS; XAVIER; RUMJANEK, 2003). Alguns desses marcadores podem ter 

natureza co-dominate (RFLPs e SSR), ou seja, permitem a identificação de genótipos 

heterozigotos e homozigotos, gerando mais informação em nível genético, e podem ter 

natureza dominante (RAPD e ISSR), ou seja, não possibilitam distinguir genótipos 

heterozigotos dos homozigotos dominantes (CRUZ, 2008). Além de diferirem na 

dominância, cada marcador tem suas características peculiares e estas devem ser levadas 

em consideração na escolha do qual utilizar em uma análise (PRECZENHAK, 2013).  
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1.6.2.1 Marcadores ISSR 

 

Os ISSR são marcadores baseados em microssatélites, no entanto não 

necessitam de conhecimento prévio da sequência do genoma, mostrando-se ótimas 

ferramentas a serem empregadas em estudos iniciais de espécies. Um único primer 

composto por uma sequência do microssatélite usualmente de 16 a 25 pares de bases de 

comprimento é utilizado para amplificar principalmente as sequências inter-SSR de 

diferentes tamanhos. Estes primers podem estar desancorados ou usualmente ancorados 

na extremidade 5‟ ou 3‟ por 1 a 4 bases de purina ou pirimidina. Os alelos polimórficos 

ocorrem sempre que em um genoma esteja faltando a sequência repetida ou exibem uma 

deleção ou inserção que modifica a distância entre as repetições. Para os primers 

ancorados na posição 5‟, há maiores chances de polimorfismos, pois estes ocorrem 

também devido às diferenças no comprimento do microssatélite. As sequências de 

repetições e de nucleotídeos ancorados são selecionadas aleatoriamente. Embora ISSR 

sejam iniciadores dominantes, possuem a vantagem de analisar loci múltiplos em uma 

única reação (ZIETKIEWICZ; RAFALKI; LABUDA, 1994; GOULÃO; OLIVEIRA, 

2001; LIU; WENDEL, 2001; PATZAK, 2001; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002; 

SOUZA et al., 2005).   

A PCR é utilizada para amplificar regiões entre microssatélites idênticos 

orientados em direções opostas, ou seja, inversamente orientados. Os iniciadores são 

construídos a partir das próprias sequências simples repetidas (SSR) proporcionando 

amplo arranjo de possíveis produtos amplificáveis (WOLFE; LISTON, 1998; 

SOUFRAMANIEN; GOPALAKRISHNA, 2004). Essa metodologia é considerada 

simples, rápida e eficiente. Os produtos amplificáveis são geralmente de 200 a 2000 

pares de base de comprimento e apresentam alta reprodutibilidade possivelmente devido 

ao uso de iniciadores longos na qual permite um subsequente uso de alta temperatura de 

anelamento (BORNET; BRANCHARD, 2001; REDDY; SARLA; REDDY, 2002). O 

método fornece resultados altamente reprodutíveis e gera abundante polimorfismo em 

muitos sistemas. A maioria dos trabalhos tem usado eletroforese no gel de agarose com 

coloração por brometo de etídeo ou eletroforese no gel de poliacrilamida e coloração 

com nitrato de prata (BLAIR et al., 1999; LIU; WENDEL, 2001).  

Dessa forma, ISSRs têm provado serem úteis em estudos genéticos, 

especialmente em detecção clonal e diversidade para várias culturas (SALIMATH et al., 
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1995; OLIVEIRA; RICHTER; BENNETZEN, 1996), incluindo-se o antúrio, espécie 

em que os ISSR podem ser promissores no acesso da diversidade genética e 

caracterização molecular (JAU-YUEH; KENG-CHANG; MING-JEN, 2001; 

GANTAIT; SINNIAH, 2011; BULDEWO; PILLAY; JAUFEERALLY-FAKIM, 2012; 

KANG et al., 2013; SOUZA NETO et al., 2014; VENKAT et al., 2014). 

 

1.6.3 Caracterização e Proteção de Cultivares 

 

A Lei de Proteção de Cultivares de n° 9.456, sancionada em 25 de abril de 

1997, é clara e pontual a respeito dos requisitos necessários para que uma cultivar possa 

ser protegida. A cultivar deve ser comprovadamente distinta, homogênea e estável. Por 

distinta, a Lei define “a cultivar que se distingue claramente de qualquer outra cuja a 

existência na data do pedido de proteção seja reconhecida”. A característica de 

distinguibilidade deve ser comprovada para que possa ser efetuado o pedido de proteção 

(MILACH, 1999). 

Há um número quase ilimitado de descritores de DNA disponíveis e esses 

possibilitam o amplo acesso da variabilidade genética em diversas espécies vegetais, 

com potencial de distinção de genótipos morfologicamente similares e geneticamente 

aparentados. Nesse sentido, a caracterização molecular de uma cultivar é um passo 

muito importante no processo de proteção legal dos materiais desenvolvidos pelo 

melhorista, pela descrição detalhada desses materiais, pois o uso de descritores 

confiáveis e de natureza genética é indispensável nesse caso (MILACH, 1999). 

Um sistema com base em marcadores de DNA permite a identificação de 

um padrão único de combinação alélica, como uma impressão digital (fingerprinting) 

para cada cultivar (GUIMARÃES et al., 2009), a qual tem sido utilizada para 

mapeamento de ligação do genoma, teste de identidade de cultivares, determinação da 

relação de parentesco e da variação genética, análise de populações e de pedigree, 

localização de loco para doenças e epidemiologia (LANDEGREN et al., 1980). Dessa 

forma, a caracterização de variedades, linhagens ou híbridos por meio de marcadores de 

DNA tem sido de grande importância na proteção do direito intelectual do melhorista, 

sendo utilizada como prova legal em processos jurídicos que envolvem disputas de 

direito autoral (SMITH, 1989; LANZA; GUIMARÃES; SCHUSTER, 2000). 
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Novas variedades de antúrio têm sido continuamente introduzidas em 

cultivo e a identificação destas através de caracteres morfológicos se torna dificultada 

(BULDEWO; PILLAY; JAUFEERALLY-FAKIM, 2012), já que cultivares diferentes 

apresentam descritores morfológicos semelhantes. Dessa forma, há a necessidade de que 

a caracterização morfológica seja complementada por outro recurso para que ocorra de 

forma mais precisa, como os marcadores moleculares. Portanto, estes são bastante 

empregados em trabalhos conduzidos com diversas culturas, inclusive ornamentais, 

como os antúrios (JAU-YUEH; KENG-CHANG; MING-JEN, 2001; 

RANAMUKHAARACHCHI; HUNNY; GUY, 2001; NOWBUTH et al., 2005; 

PUCHOOA, 2005; ANDRADE et al., 2009; KHAN; PANKAJAKSAN, 2010; 

GANTAIT; SINNIAH, 2011; SOUZA NETO et al., 2011; GE et al., 2012; YU et al., 

2012; WANG; CHUANG, 2013; WANG et al., 2013; SOUZA NETO, 2014; 

BHATTACHARYA et al., 2016), sendo que a utilização destes na caracterização dos 

genótipos é umas das técnicas que podem contribuir efetivamente para o sucesso do 

cultivo da cultura (CASTRO et al., 2004). 
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CAPÍTULO I – INDUÇÃO À EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM DUAS 

CULTIVARES DE ANTÚRIO 

 

Resumo - A micropropagação comercial do antúrio (Anthurium andraeanum Linden) se 

dá por organogênese indireta. No entanto, a embriogênese somática pode resultar em 

mudas com maior conformidade clonal e menor número de variantes. Os calos 

embriogênicos podem ser distinguidos dos calos não embriogênicos por 

acompanhamento ultraestrutural das células, utilizando-se da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). Assim, objetivou-se com esse trabalho estabelecer um protocolo de 

indução à embriogênese somática das cultivares de antúrio Jureia e Luau. Foram 

utilizados segmentos nodais como explantes, sendo o meio de cultura utilizado, o ESA 

(Pierik, 1976 modificado). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente 

casualizado, conduzido em ensaio fatorial 2 x 3 x 5 (cultivar x regulador de crescimento 

x concentração), com 30 tratamentos em arranjo de parcelas subdivididas no tempo. 

Quando diferenças significativas foram detectadas, os fatores quantitativos foram 

estudados utilizando análises de regressão e os fatores qualitativos foram estudados 

utilizando-se teste de Tukey (para os reguladores de crescimento) e teste F (para as 

cultivares). Realizou-se a MEV para identificação dos calos com características 

embriogênicas. Com o auxílio da MEV, confirmou-se que as estruturas formadas em 

meio de indução à embriogênese somática correspondiam a calos embriogênicos. 

Constatou-se que a cultivar Jureia apresentou percentual de oxidação significativamente 

maior que a cultivar Luau, e o meio com adição de ANA é aquele mais propenso a 

ocorrer oxidação. A cultivar que obteve as maiores médias quanto à proliferação de 

calos embriogênicos foi a cultivar de antúrio Luau, e o meio que propiciou a maior 

formação de calos embriogênicos, com maiores vantagens do ponto de vista econômico, 

foi aquele adicionado de ANA, com nível ótimo de formação de calos na concentração 

de 7,5 μM, aos 75 dias de permanência em meio de indução à embriogênese somática. 

Assim, para indução à embriogênese somática das cultivares de antúrio Luau e Jureia, é 

indicado que o meio ESA seja suplementado com o regulador de crescimento ANA, na 

concentração de 7,5 μM. Os explantes devem permanecer em meio de indução à 

embriogênese somática, até os 75 dias após a inoculação. 

 

Palavras-chave: Micropropagação. Calos embriogênicos. Análise ultraestrutural.  
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INDUCTION OF SOMATIC EMBRYOGENESIS IN TWO ANTHURIUM'S 

CULTIVARS 

 

Abstract - Anthurium's commercial micropropagation traditionally occurs by indirect 

organogenesis. However, somatic embryogenesis may result in plants with greater 

clonal compliance and fewest variants. Embryogenic calli can be distinguished from 

non embryogenic ones by ultrastructural monitoring of cells using scanning electron 

microscopy (SEM). Thus, the aim of this study was to establish an induction protocol 

for somatic embryogenesis of anthurium's cultivars Jureia and Luau. Nodal segments 

were used as explants and the culture medium used was ESA (Pierik, 1976 modified). 

The experimental design was completely randomized, conducted in factorial assay 2 x 3 

x 5 (cultivar x growth regulator x concentration), with 30 treatments in arrangement of 

subdivided plots in time. When significant differences were detected, the quantitative 

factors were studied using regression analysis and the qualitative factors were studied 

using Tukey test (for growth regulators) and F test (for cultivars). SEM was performed 

to identify calli with embryogenic characteristics. With the assistance of SEM, it was 

confirmed that the structures formed corresponded to embryogenic calli. It was found 

that Jureia showed  oxidation percentual significantly higher than the cultivar Luau, and 

the medium with the addition of NAA is the one more prone to the occurrence of 

oxidation. The cultivar that had the highest averages about the proliferation of 

embryogenic calli was Luau, and the medium that provided the increased formation of 

embryogenic calli, with also advantages from the economic point of view, was the one 

supplemented with NAA. The great level of embryogenic calli formation occurred at a 

concentration of 7.5 uM, after 75 days of permanence of the explants in the medium of 

somatic embryogenesis inducing. Thus, for induction of somatic embryogenesis of the 

anthurium's cultivars Luau and Jureia, it is indicated the ESA medium supplemented 

with the plant growth regulator NAA at a concentration of 7.5 uM. The explants should 

remain in induction medium for somatic embryogenesis, even 75 days after inoculation. 

 

Keywords: Micropropagation. Embryogenic calli. Ultrastructural analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A floricultura tropical é classificada como um negócio lucrativo, 

representando um segmento proeminente e em expansão nos mercados de plantas 

ornamentais (LUZ et al., 2005; JUNQUEIRA; PEETZ, 2011).  

Dentre as espécies tropicais cultivadas, por apresentar grande beleza 

exótica, durabilidade e resistência pós-colheita das inflorescências (em média de 25 a 30 

dias, podendo chegar a 40 dias) e das folhagens, o antúrio é largamente utilizado na 

floricultura como flor de corte, folhagem ou planta envasada (CARVALHO et al., 

2011). Do ponto de vista comercial, a principal espécie do gênero é o Anthurium 

andraeanum Linden (CARVALHO et al., 2013).  

As flores do antúrio são hermafroditas, porém possuem fecundação cruzada 

devido ao fenômeno da protoginia. Assim, na natureza, o antúrio é normalmente 

propagado por sementes, gerando, portanto, progênies heterogêneas (CARVALHO et 

al., 2011). No entanto, visando à manutenção das características desejadas pela 

obtenção de mudas com uniformidade genética, o antúrio pode ser propagado 

assexuadamente. 

 A reprodução vegetativa do antúrio pode ser feita tradicionalmente por 

divisão de touceiras e estaquia, e por micropropagação. À exceção da propagação in 

vitro, estes métodos apresentam como desvantagens o baixo número de mudas 

produzidas, ciclo reprodutivo longo e a possibilidade de disseminação de pragas e 

doenças, presentes nas plantas matrizes, às mudas propagadas (MARTIN et al., 2003; 

TOMBOLATO et al., 2004; PUCHOOA, 2005). Por outro lado, a micropropagação 

permite a obtenção de maior taxa de multiplicação em menor período de tempo, 

independente da época do ano, qualidade fitossanitária e estabilidade genética das 

mudas produzidas (CARVALHO et al., 2009).  

Na micropropagação comercial do antúrio as mudas têm sido obtidas, 

tradicionalmente, mediante a organogênese indireta. Esse método proporciona taxas de 

multiplicação relativamente baixas e inconsistentes, com a provável ocorrência de 

variação somaclonal nas mudas obtidas (TE-CHATO; SISANON; SONTIKUN, 2006; 

BAUTISTA et al., 2008). No entanto, a embriogênese somática é uma outra via de 

morfogênese in vitro que pode ser utilizada para obtenção das mudas de antúrio. 
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A embriogênese somática é uma técnica por meio da qual uma única célula 

vegetal ou grupo de células de tecidos dá origem ao embrião somático, uma estrutura 

bipolar organizada, sem conexões com o tecido materno, sendo morfologicamente 

semelhante ao embrião zigótico (GAJ, 2004; MA et al., 2012; ALCANTARA et al., 

2014). A formação dos embriões pode ser direta, quando estes são originados 

diretamente a partir do explante, e indireta, quando há a fase intermediária de calo. Essa 

técnica permite propagação clonal de mudas em larga escala com menores chances de 

obtenção de plantas variantes, pois em plantas regeneradas através da embriogênese, os 

genes expressos são menos tolerantes às mutações em relação àquelas regeneradas pela 

rota organogenética (PARROT; MERKLE; WILLIAMS, 1991).  

A indução da embriogênese somática é uma etapa crucial para o 

estabelecimento de culturas embriogênicas in vitro. O processo de indução depende do 

genótipo, tipo e estádio de desenvolvimento do explante, da composição do meio de 

cultura e das condições de cultivo (LITZ et al., 1998; HOU; JIA, 2004; 

PARAMAGEETHAM; BABU; RAO,  2004). Destes, destacam-se os reguladores de 

crescimento, sendo a classe das auxinas considerada como o principal indutor 

(NISHIWAKI et al., 2000). O ácido 2,4-diclorofenóxiacético (2,4-D) e o ácido 

naftalenoacético (ANA) são, nesta ordem, as auxinas mais utilizadas na indução de 

embriogênese somática (RAEMAKERS; JACOBSEN; VISSER, 1995). Porém, outras 

auxinas também podem exercer papel satisfatório na indução de embriogênese 

somática, como o picloram (ácido 4-amino- 3,5,6 - tricloro picolínico) (SILVA, 2012).  

É importante salientar que na indução à embriogênese somática indireta 

ocorre a formação de diferentes tipos de calos. O acompanhamento ultraestrurural 

destas estruturas pode ser feito utilizando-se, entre outras técnicas, a microscopia 

eletrônica de varredura, ferramenta que permite auxiliar a distinção de células de calos 

embriogênicos dos não embriogênicos (FILIPPI; APPEZZATO-DA-GLORIA; 

RODRIGUEZ, 2001; ALVES, 2004; STEINER et al., 2005; MOURA et al., 2008). 

Visando otimizar a produção in vitro de mudas de antúrio pelo uso da 

técnica de embriogênese somática, objetivou-se com esse trabalho estabelecer um 

protocolo de indução à embriogênese somática indireta a partir de segmentos nodais 

para as cultivares de antúrio (Anthurium andraeanum Linden) lançadas pelo Instituto 

Agronômico (IAC), Jureia e Luau. 

 



 

 

50 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Indução à embriogênese somática 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais, 

pertencente à Embrapa Agroindústria Tropical (CNPAT), em Fortaleza (CE). 

Como material vegetal, foram utilizadas mudas, estabelecidas in vitro, de 

Anthurium andraeanum cvs. Jureia e Luau, cedidas pelo Instituto Agronômico (IAC), 

em Campinas, São Paulo. Essas mudas foram obtidas a partir da organogênese indireta, 

segundo protocolo de Tombolato, Quirino e Costa (1998). A partir dessas mudas, foram 

obtidos os explantes para indução à embriogênese somática, os quais constaram de 

segmentos nodais desfolhados com aproximadamente 1,0 cm de comprimento, contendo 

uma gema (meristema axilar).  

O meio de cultura básico utilizado foi o ESA (Tabela 1), acrescido dos 

microelementos, FeEDTA, mio-inositol e vitaminas do meio MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962), contendo 20 g L
-1

 de sacarose, solidificado com Gelzan ® a 1,8 g L
-1

, e 

pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121 ºC, por 15 minutos.  

 

Tabela 1 – Meio de cultura ESA utilizado nas etapas de indução de calos embriogênicos 

e proliferação das culturas embriogênicas, para produção de mudas micropropagadas de 

antúrio (Anthurium andraeanum), via embriogênese somática [PIERIK (1976), 

modificado] 

                      Meio de Cultura (Componentes) ESA (mg L
-1

) 

Nitrato de amônio (NH4NO3) 825 

Nitrato de potássio (KNO3) 950 

Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2O) 185 

Fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) 85 

Cloreto de cálcio tetra-hidratado (CaCL2.4H2O) 220 

Sacarose 20000 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Os explantes foram inoculados, horizontalmente, um por tubo de ensaio (de 

dimensões de 150 mm x 25 mm), contendo 10 mL de meio de cultura, sob condições 

assépticas, em capela de fluxo laminar. Os tubos de ensaio foram vedados com tampa de 

polipropileno envolta por película esticável aderente (PVC) e as culturas foram 
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mantidas em câmara de crescimento a 25 ± 2 ºC, permanecendo no escuro por um 

período de 90 dias. 

O experimento foi conduzido em ensaio fatorial 2 x 3 x 5: cultivares de 

antúrio estudadas (Luau e Jureia); tipo da auxina adicionado ao meio de cultivo (2,4 D - 

ácido 2,4-diclorofenóxiacético; ANA - ácido naftalenoacético; e Picloram - ácido 4-

amino - 3, 5,6 - tricloro picolínico) e diferentes concentrações utilizadas dessas auxinas 

(0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10 μM), totalizando 30 tratamentos. Cada tratamento foi replicado 5 

vezes, com cada repetição constituída por 6 tubos de ensaio. O delineamento 

experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema de parcelas 

subdivididas no tempo, devido às avaliações periódicas que foram realizadas durante os 

90 dias de inoculação no escuro (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Nesses períodos foram 

avaliadas a formação de calos com características embriogênicas [calos semi-friáveis, 

de coloração amarela e crescimento radial, de acordo com Pinheiro (2010)] e a oxidação 

do material inoculado. Os explantes considerados oxidados apresentavam 

escurecimento dos tecidos lesados, causado por liberação de compostos polifenólicos 

(GEORGE; SHERRINGTON, 1984). A partir da observação de presença (1) ou 

ausência (0) de calos embriogênicos e material oxidado, os dados coletados nas 

repetições pertencentes a cada tratamento foram expressos em porcentagem (P%), os 

quais foram transformados para arc sen √P%/100. Essa transformação homogeneíza a 

variância experimental, que é uma das exigências estatísticas para a validade dos testes 

de significância e dos intervalos de confiança para as médias dos tratamentos 

(HADDAD; VENDRAMIM, 2000). Dessa forma, os dados de porcentagem obtidos 

como resultados do presente estudo foram transformados para maior precisão na 

interpretação dos resultados.  

Os dados obtidos foram comparados pelo teste F da análise de variância em 

esquema de parcela subdividida no tempo. Quando diferenças significativas foram 

detectadas, os fatores quantitativos foram estudados utilizando-se análise de regressão, e 

os fatores qualitativos utilizando-se teste de Tukey (para os reguladores de crescimento) 

e teste F (para as cultivares), a 5 % de probabilidade.  
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2.2 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

Para análise dos aspectos anatômicos das estruturas formadas a partir dos 

explantes de antúrio das cultivares Luau e Jureia, submetidos à indução de 

embriogênese somática no meio ESA + 7,5 μM de ANA, foram recolhidas amostras aos 

0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 dias (duas amostras por data), após inoculação 

dos explantes. Esse meio foi escolhido pela eficiência na formação de calos 

embriogênicos para as cultivares correspondentes (resultados do presente estudo).  

No Laboratório de Microscopia, as amostras coletadas foram fixadas em 

solução Karnovsky, diluída em solução tampão fosfato 0,2 M de pH 7,2, por um 

período mínimo de 48h e acondicionadas em geladeira. Em seguida, as amostras foram 

lavadas com três trocas de tampão fosfato de 10 minutos cada, pós-fixadas em tetróxido 

de ósmio (1%) por 1 hora, lavadas em água destilada e desidratadas em soluções de 

etanol de concentração crescente (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90%), por 15 minutos cada, 

e em solução 100% de álcool, por 3 vezes, de 15 minutos cada. As amostras foram 

então, secas em aparelho de secagem ao ponto crítico, marca Quorum, montadas em 

stubs e recobertas com platina em metalizadora. Por fim, foram levadas ao microscópio 

eletrônico de varredura (MEV) Tescan, sob uma voltagem de aceleração de 15 Kv, para 

a obtenção das imagens, as quais foram processadas digitalmente. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Indução a embriogênese somática 

 

O experimento envolveu diferentes fatores que influenciaram as respostas, 

quanto à oxidação e formação de calos embriogênicos, de explantes de Anthurium 

andraeanum, submetidos à indução de embriogênese somática. As análises de variância 

dos dados coletados, para as características avaliadas, demonstraram que estes fatores 

apresentaram efeito isolado (principal) e de interação sobre as respostas que foram 

obtidas. No entanto, quando um fator interfere em outro, o efeito principal já não é mais 

importante, porque as interações são mais consistentes, e representam melhor a 

realidade. Dessa forma, para apresentação dos resultados, foram consideradas apenas as 

interações que apresentaram nível de significância a 5%, pelo teste F. 

 

3.1.1 Oxidação (%) 

 

As cultivares e os reguladores de crescimento apresentaram efeito de 

interação significativo para a característica oxidação (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Desdobramento do efeito da interação entre cultivares e reguladores de 

crescimento, referente à oxidação e presença de calos embriogênicos, durante 90 dias 

após a inoculação de segmentos nodais em meio de indução à embriogênese somática 

de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016 

                            Características Avaliadas 

Regulador de 

 crescimento 

Calos Embriogênicos (%)                      Oxidação (%) 

                    Cultivares   

Jureia Luau   Jureia    Luau  

2,4 D 7,13 Bb 10,60 Ab   35,14 Ab  22,90 Bb  

ANA 12,24 Ba 17,97 Aa   42,31 Aa  39,82 Aa  

Picloram 7,99 Bb 16,12 Aa   20,72 Ac  15,94 Bc  

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na linha, e minúscula, na coluna, não diferem entre si pelo 

teste de Tukey (p<0,05) e F (p<0,05).  

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 
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A cultivar Jureia foi aquela que apresentou a maior média (42,31 %), 

embora esta não tenha se diferenciado estatisticamente da cultivar Luau (39,82%), 

quando ambas foram submetidas à indução de embriogênese somática em meio de 

cultura com adição do regulador de crescimento ANA, o qual exibiu taxa de oxidação 

estatisticamente superior, quando comparado aos demais reguladores de crescimento 

utilizados no experimento. Dessa forma, as cultivares Jureia e Luau apresentaram o 

mesmo comportamento em relação às auxinas. 

A oxidação prejudica o desenvolvimento dos explantes, além de ser um 

fator de redução da taxa de multiplicação (CARNEIRO, 1997). Assim, é importante 

observar os resultados em que a taxa oxidação foi mínima, os quais foram verificados 

para o regulador de crescimento Picloram, proporcionando taxa de oxidação 

estatisticamente inferior para as duas cultivares de antúrio utilizadas (20,72% para 

Jureia; e 15,94 % para Luau), sendo que para a cultivar Luau, a oxidação foi 

estatisticamente mais baixa do que aquela obtida pela cultivar Jureia. Dessa forma, nota-

se que o meio adicionado de Picloram é menos propenso à oxidação dos seguimentos 

nodais nele inoculados, e que a cultivar Luau é menos sensível aos fatores que podem 

causar a oxidação, a qual além de ser altamente dependente da espécie e do genótipo, 

bem como do tipo de explante utilizado, também pode ser influenciada por danos físicos 

e químicos no momento da excisão e desinfestação. Assim, essas etapas devem ser 

executadas cuidadosamente, de maneira a minimizar o impasse (TEIXEIRA, 2001). 

Além disso, a oxidação fenólica também pode ser minimizada pela modificação dos 

ambientes, e pelo uso de antioxidantes (MONACO; SÖNDAHL; CARVALHO, 1977).  

A interação entre os tipos de reguladores de crescimento e os níveis de 

concentração destes, teve efeito significativo para a característica oxidação (%). Na 

comparação de médias, pelo teste de Tukey (p<0,05), estudou-se o desdobramento do 

efeito dos reguladores de crescimento para cada nível de concentração (Tabela 3). 

O maior nível verificado para a característica está associado ao meio com 

adição de ANA, o qual apresentou média estatisticamente superior aos demais 

reguladores de crescimento, nas concentrações de 2,5 (39,87%), 5,0 (45,99%) e 10,0 

µM (56,16%). Para a concentração de 7,5 µM, a taxa de oxidação não apresentou 

diferença estatística para ANA (53,55 %) e 2,4 D (49,05 %). As menores taxas de 

oxidação foram constatadas no meio com adição de Picloram, cuja menor média foi 

associada à concentração de 2,5 µM (2,43 %).   
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Tabela 3 – Desdobramento do efeito dos reguladores de crescimento para cada nível de 

concentração, referente à oxidação e presença de calos embriogênicos, durante 90 dias 

após a inoculação de segmentos nodais em meio de indução à embriogênese somática 

de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016 

Concentração dos 

reguladores de 

crescimento (µM) 

                      Características Avaliadas 

      Calos Embriogênicos (%)                         Oxidação (%) 

        Reguladores de Crescimento  

2,4 D ANA Picloram 2,4 D ANA Picloram 

0 0 A 0 A 0 A 9,74 A 9,74 A 9,74 A 

2,5 9,33 B 21,28 A 4,87 B 8,38 B 39,87 A 2,43 C 

5 15,47 A 16,01 A 9,42 A 28,44 B 45,99 A 16,75 C 

7,5 9,87 B 23,81 A 21,93 A 49,05 A 53,55 A 24,83 B 

10 9,66 B 14,41 B 24,22 A 49,50 B 56,16 A 37,88 C 

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Pela análise de regressão da figura 1, pode-se observar, por meio das linhas 

de tendência, o comportamento de cada regulador com relação à taxa de oxidação, em 

função das concentrações adicionadas ao meio de cultura.  

A análise de regressão para o regulador de crescimento 2,4 D, demonstra 

que o modelo estatístico se ajustou aos dados em regressão linear (R
2
 = 0,8924). Para 

esse regulador de crescimento, houve um aumento proporcional da taxa de oxidação 

com relação ao incremento da concentração. Assim, o pico da taxa de oxidação 

coincidiu com a máxima concentração do regulador de crescimento (10 µM). Para os 

reguladores de crescimento ANA e Picloram, as análises de regressão demonstram que 

os modelos estatísticos se ajustaram aos dados em regressão quadrática (R
2
 = 0,9634 

para ANA; R
2
 = 0,9343 para Picloram). Para ANA, o resultado da análise de regressão 

constou do aumento acentuado da taxa de oxidação com o incremento da concentração 

até o nível de 2,5 µM, a partir desse ponto o aumento da taxa de oxidação se dá de 

forma paulatina. Para Picloram, a taxa de oxidação aumentou de forma gradativa até a 

concentração 5 µM, quando o aumento desta taxa passou a ser mais acentuado, em 

função do aumento da concentração. Esses resultados revelam que a concentração dos 

reguladores de crescimento influencia a oxidação dos tecidos vegetais in vitro, sendo 
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que quanto menor a concentração dos reguladores de crescimento no meio de cultivo, 

menor a oxidação.  

 

Figura 1 – Análise de regressão do desdobramento do efeito dos níveis de concentração 

para cada um dos reguladores de crescimento, referente à oxidação, durante 90 dias 

após a inoculação de segmentos nodais em meio de indução à embriogênese somática 

de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016. 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Bassan e colaboradores (2006) consideram que a ocorrência de compostos 

fenólicos pode estar ligada a processos de regulação de crescimento, especialmente em 

relação às auxinas que, dependendo da concentração nos tecidos, induzem à síntese 

desses compostos. No entanto, a adição ao meio de cultivo de compostos antioxidantes, 

como cisteína, ácido ascórbico e adsorventes, como carvão ativado e PVP, pode ser 

decisiva na prevenção à oxidação, a qual é mais acentuada nas fases iniciais de cultivo 

(TEIXEIRA, 2001). A redução da luminosidade na câmara de fluxo laminar durante a 

excisão dos explantes, e a manutenção da cultura no escuro no inicio do cultivo, 

também são consideradas benéficas, pois a luz induz à produção de fenóis na planta 

(MARKS; SIMPSON, 1990). No presente estudo, os explantes das cultivares Luau e 

Juréia foram mantidos, em meio de indução à embriogênese somática, no escuro por 90 

dias. Outros trabalhos desenvolvidos com antúrio, também avaliaram a taxa oxidação 

dos explantes de acordo com os tratamentos empregados (PINHEIRO, 2010; 

PINHEIRO, 2014; PINHEIRO et al., 2014). 



 

 

57 

 

3.1.2 Formação de Calos Embriogênicos (%) 

 

As cultivares e os reguladores de crescimento apresentaram efeito de 

interação significativo para a característica formação de calos embriogênicos (%) 

(Tabela 2).    

Pode ser verificado na tabela 2, que o mínimo percentual de calos 

embriogênicos foi obtido no meio adicionado de 2,4 D para a cultivar Luau (10,60 %), e 

2,4 D (7,13 %) e Picloram (7,99 %) para a cultivar Jureia. Em contrapartida, o maior 

percentual de calos embriogênicos foi obtido no meio acrescido de ANA para a cultivar 

Jureia (12,24 %), e ANA (17,97 %) e Picloram (16,12 %) para a cultivar Luau, os quais 

não apresentaram diferença estatística. No entanto, o regulador de crescimento ANA 

(25 g – R$ 167,00) apresenta vantagem econômica quando comparado ao regulador de 

crescimento Picloram (10 g – R$ 187,00) (SIGMA-ALDRICH
®
, 2016a,b). Assim, 

conclui-se que o meio adicionado de ANA é aquele mais indicado para a embriogênese 

somática das cultivares de antúrio Jureia e Luau.  

Ainda analisando a tabela 2, é válido observar que para a cultivar Luau, as 

médias com relação ao percentual de calos embriogênicos obtidos, sempre foram 

estatisticamente superiores do que aquelas apresentadas pela cultivar Jureia, o que pode 

ser explicado pelas menores taxas de oxidação dos explantes de Luau, revelando que 

esta cultivar possui maior potencial para formação de calos embriogênicos. 

A interação entre os tipos de reguladores de crescimento e os níveis de 

concentração destes, teve efeito significativo para a característica formação de calos 

embriogênicos (%). Na comparação de médias, pelo teste de Tukey (p<0,05), estudou-

se o desdobramento do efeito dos reguladores de crescimento para cada nível de 

concentração (Tabela 3).  

Na análise de comparação de médias, pode-se constatar que para a 

concentração 0 µM, representando o meio sem adição dos reguladores de crescimento, 

não houve formação de calos embriogênicos. Esse resultado aponta para a necessidade 

de incorporação ao meio de cultura, de fontes de reguladores de crescimento para 

desencadear o processo morfogenético de embriogênese somática nos segmentos nodais 

de antúrio, cultivares Jureia e Luau.  

Para a concentração 2,5 µM, o maior percentual de presença de calos 

embriogênicos está associado ao meio com adição de ANA (21,28 %). Para as 



 

 

58 

 

concentrações de 5 e 7,5 µM, as maiores médias também estão associadas ao meio 

ANA (16,01 % e 23,81 %, respectivamente), embora estas não difiram estatisticamente 

do percentual de calos embriogênicos no meio com adição de Picloram para as mesmas 

concentrações (9,42 % para 5 µM e 21,93 para 7,5 µM). Para a concentração de 10 µM, 

o percentual de calos embriogênicos estatisticamente superior foi obtido no meio 

Picloram (24,22 %). No entanto, este resultado ocorreu na concentração máxima 

empregada no estudo (10 µM). Dessa forma, por mais que o meio adicionado de ANA 

apresente maiores taxas de oxidação, esta é a auxina que, ainda assim, demonstra maior 

potencial para formação de calos embriogênicos para as cultivares de antúrio Juréia e 

Luau, necessitando de menores níveis de concentração para a indução à embriogênese 

somática, o que implica em redução de custos quando comparada às auxinas 2,4 D e 

Picloram.  Portanto, entre as auxinas testadas, enfatiza-se mais uma vez, que ANA é a 

mais adequada para a indução à embriogênese somática nas cultivares de antúrio 

estudadas.  

As auxinas desempenham importante papel na indução à embriogênese 

somática, etapa esta primordial para obtenção de mudas oriundas de embriões 

somáticos. Dessa forma, estes reguladores de crescimento têm sido bastante aplicados 

em pesquisas envolvendo a embriogênese somática. Em antúrio, estas pesquisas são em 

sua maioria conduzidas com as auxinas ANA e 2,4 D. Corroborando com o presente 

estudo, em que ANA foi a principal auxina responsável pela indução à embriogênese 

somática nas cultivares de antúrio Jureia e Luau, Pinheiro (2010) obteve resultado 

semelhante em trabalho desenvolvido com Anthurium andraeanum cultivar Eidibel. 

Neste estudo o autor também testou diferentes fontes de auxinas, bem como diferentes 

níveis de concentração. O resultado que o autor obteve foi que a auxina ANA, na 

concentração de 10 µM, proporcionou resultados superiores no estabelecimento de calos 

embriogênicos em segmentos nodais da cultivar estudada (1,23), sendo estes resultados 

expressos em número de calos embriogênicos formados. Bhattacharya e colaboradores 

(2016) obtiveram os melhores resultados para obtenção de calos embriogênicos em 

meio suplementado com ANA (2,68 µM) e BA (0,27 µM), a partir de explante de folha. 

Outros autores obtiveram sucesso em trabalhos conduzidos com a auxina 2,4 D para 

induzirem embriões somáticos em antúrio, como nas pesquisas de Kuehnle, Chen e 

SugII (1992); Hamidah, Karin e Debergh (1997); Jie (2006); Xin e colaboradores 

(2006); Bautista e colaboradores (2008) e Beyramizade e Azadi (2008).  
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Pela análise de regressão da figura 2, pode-se observar, por meio das linhas 

de tendência, o comportamento de cada regulador com relação à presença de calos 

embriogênicos (%), em função das concentrações adicionadas ao meio de cultura. 

 

Figura 2 – Análise de regressão do desdobramento do efeito dos níveis de concentração 

para cada um dos reguladores de crescimento, referente à presença de calos 

embriogênicos, durante 90 dias após a inoculação de segmentos nodais em meio de 

indução à embriogênese somática de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016. 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

As análises de regressão para os reguladores de crescimento 2,4 D e ANA, 

demonstram que os modelos estatísticos se ajustaram aos dados em regressão quadrática 

(R
2
 = 0,8647 para 2,4 D; R

2
 = 0,7715 para ANA). Para estes reguladores de 

crescimento, as linhas de tendência indicam um aumento gradativo do percentual de 

calos embriogênicos com relação ao incremento da concentração. No entanto, a partir da 

concentração 5 µM, para 2,4 D ocorre uma estagnação do aumento do percentual de 

calos embriogênicos, havendo uma queda neste percentual, em função do aumento dos 

níveis de concentração. O mesmo ocorre para ANA, porém a estagnação do aumento do 

percentual de calos embriogênicos se dá a partir da concentração 7,5 µM, sendo este o 

ponto ótimo para se obter maior percentual de calos embriogênicos para as cultivares 

Jureia e Luau. Os resultados obtidos para 2,4 D e ANA, indicam que à medida que os 

níveis de concentração aumentam, esses reguladores de crescimento apresentam efeito 

inibitório gradual da embriogênese somática para as cultivares de antúrio Luau e Jureia. 



 

 

60 

 

Ainda pode-se ressaltar, analisando a linha de tendência, que a inibição à embriogênese 

somática pode chegar ao nível de se tornar nula mediante ao incremento continuado 

para além da concentração de 10 µM dos reguladores de crescimento 2,4 D e ANA. 

Porém, estes resultados só podem ser confirmados mediante nova condução 

experimental, empregando-se concentrações mais elevadas desses reguladores de 

crescimento. 

Para Picloram, a análise de regressão demonstra que o modelo estatístico se 

ajustou aos dados em regressão linear (R
2
 = 0,9547), havendo um aumento continuado 

do percentual de calos embriogênicos formados, em função do incremento dos níveis de 

concentração, atingindo a média máxima, superior estatisticamente as demais, quando 

empregado ao meio de cultivo na concentração de 10 µM. A linha de tendência indica 

que ainda podem ser empregadas concentrações mais elevadas, com consequente 

aumento do percentual de calos embriogênicos. Assim, uma continuidade no estudo do 

comportamento desse fator deve ocorrer a fim de identificar o ponto crítico de formação 

de calos embriogênicos. 

Para as interações concentração x cultivar, cultivar x períodos de avaliação e 

concentração x períodos de avaliação, só houve efeito significativo para a característica 

avaliada presença de calos embriogênicos. 

Quanto ao desdobramento do efeito das cultivares para cada nível de 

concentração (Tabela 4), a análise comparativa pelo teste F (p<0,05) entre as cultivares 

de antúrio Jureia e Luau, revela que a cultivar Luau, dos níveis de concentração 2,5 µM 

(15,18 %) à 7,5 µM (22,48 %), apresenta médias de percentual de calo embriogênico 

estatisticamente superior às médias apresentadas para a cultivar Jureia. Para a 

concentração 10 µM, as cultivares apresentaram resultados significativamente similares 

(16,99 % para Luau; 15,20 % para Jureia).  

Pela análise de regressão da figura 3, pode-se observar, por meio das linhas 

de tendência, o comportamento de cada cultivar com relação à presença de calos 

embriogênicos (%), em função das concentrações adicionadas ao meio de cultura. 
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Tabela 4 – Desdobramento do efeito das cultivares para cada nível de concentração, 

referente à presença de calos embriogênicos, durante 90 dias após a inoculação de 

segmentos nodais em meio de indução à embriogênese somática de Anthurium 

andraeanum. Fortaleza-CE, 2016 

Concentração dos 

reguladores de 

crescimento (µM)  

                          Calos Embriogênicos (%) 

                                     Cultivares   

Jureia  Luau 

 
0 

2,5 

0 A 0 A  

8,47 B 15,18 A  

5 7,33 B 19,91 A  

7,5 

10 

14,59 B 22,48 A  

15,20 A 16,99 A  

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na linha, não diferem entre si pelo teste F (p<0,05). 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

 

Figura 3 – Análise de regressão do desdobramento do efeito dos níveis de concentração 

para cada cultivar, referente à presença de calos embriogênicos, durante 90 dias após a 

inoculação de segmentos nodais em meio de indução à embriogênese somática de 

Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016. 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 
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A análise de regressão para a cultivar Jureia demonstra que o modelo 

estatístico se ajustou aos dados em regressão linear (R
2
 = 0,8677). Assim, à medida que 

há o incremento da concentração dos reguladores de crescimento no meio de cultura, 

maior o percentual de calos embriogênicos obtidos para a cultivar. Dessa forma, a maior 

média obtida para a característica avaliada (15,20 %), coincide com o maior nível de 

concentração dos reguladores de crescimento (10 µM).  

Para a cultivar Luau, a análise de regressão demonstra que o modelo 

estatístico se ajustou aos dados em regressão quadrática (R
2
 = 0,9891), em que o 

incremento nos níveis de concentração dos reguladores de crescimento, resulta no 

aumento do percentual de calos embriogênicos até a concentração de 7,5 µM, onde 

verifica-se maior média (22,48 %). Após esse ponto, o percentual de calos 

embriogênicos decresce com o aumento da concentração dos reguladores de 

crescimento.  

Guerra, Torres e Teixeira (1999) afirmam que a sensitividade da célula em 

responder a um estímulo depende das substâncias endógenas presentes. Assim, esses 

resultados indicam que os níveis endógenos de hormônios com efeito sobre a 

embriogênese somática devem ser maiores na cultivar Luau, pois esta necessita de 

menores concentrações de reguladores de crescimento para formação de calos 

embriogênicos, alcançando o ponto crítico de formação de calos quando os reguladores 

de crescimento tem concentração de 7,5 µM, a partir da qual o incremento dos níveis de 

concentração passa a inibir a embriogênese somática. Para a cultivar Jureia, os níveis de  

endógenos de hormônios com efeito sobre a embriogênese somática devem ser menores, 

portanto, para esta cultivar, são necessárias maiores níveis de concentração de 

reguladores de crescimento para ocorrência da embriogênese somática com maior 

eficiência. Assim, até a concentração estudada nesse experimento, não se pôde 

encontrar o ponto crítico de formação de calos embriogênicos para a cultivar Jureia. 

Assim, nova condução experimental pode ser realizada para definir o potencial de 

formação de calos embriogênicos para a cultivar Jureia. 

Quanto ao desdobramento do efeito das cultivares para cada período de 

avaliação (Tabela 5), a análise comparativa pelo teste F (p<0,05) entre as cultivares de 

antúrio Jureia e Luau, revela que para o período de avaliação de 15 dias não houve 

formação de calos embriogênicos para as duas cultivares estudadas. Aos 30 dias de 

inoculação em meio de indução à embriogênese somática foram observados os 
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primeiros calos embriogênicos, e para este período de avaliação, as cultivares Luau e 

Jureia apresentaram médias estatisticamente iguais (4,36 % e 5,01 %, respectivamente). 

A partir dos 45 dias de avaliação da formação de calos embriogênicos, as médias para a 

cultivar Luau apresentaram-se estatisticamente superiores àquelas apresentadas para a 

cultivar Jureia. Para Luau e Jureia as máximas médias de percentual de calos 

embriogênicos (14,98 % para Jureia; 25,73 % para Luau) se deram no período mais 

elevado de avaliação, aos 90 dias. Esses fatos afirmam a hipótese anteriormente 

discutida de que a cultivar Luau apresenta maior potencial na formação de calos 

embriogênicos. 

  

Tabela 5 – Desdobramento do efeito das cultivares para cada período de avaliação, 

referente à presença de calos embriogênicos, durante 90 dias após a inoculação de 

segmentos nodais em meio de indução à embriogênese somática de Anthurium 

andraeanum. Fortaleza-CE, 2016 

Períodos de 

avaliação (dias)  

                       Calos Embriogênicos (%) 

                                  Cultivares   

 Jureia        Luau         

15 

30 

0 A 0 A  

5,01 A 4,36 A  

45 7,44 B 12,12 A  

60 12,88 B 21,84 A  

75 

90 

14,39 B 25,46 A  

14,98 B 25,73 A  

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na linha não diferem entre si pelo teste F (p<0,05). 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Em relação ao período inicial de formação de calos embriogênicos, o 

trabalho de Bautista e colaboradores (2008), obteve resultado similar. Trabalhando com 

segmentos de folha de Anthurium andraeanum Lind. variedade Lambada, estes autores 

observaram a presença de calos a partir da quarta semana de cultivo in vitro. Este 

mesmo período foi observado para formação de calos embriogênicos de Anthurium 

andraeanum Tera, a partir de explantes de folha, por Beyramizade e Azadi (2008). Em 

estudo conduzido por Bhattacharya e colaboradores (2016) o resultado não foi diferente. 

Neste estudo, para Anthurium andraeanum cultivar Fantasia, a partir de explantes de 
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folha, após 28 dias de cultivo em meio de indução à embriogênese somática, surgiram 

os primeiros embriões somáticos. Pinheiro (2010) observou a formação dos primeiros 

calos embriogênicos de Anthurium andraeanum cultivar Eidibel, a partir de segmento 

nodal e pecíolo, após a quinta semana de cultivo em meio de indução à embriogênese 

somática. Estes resultados revelam que, para antúrio, são necessários, pelo menos, cerca 

de quatro semanas para que ocorra a morfogênese in vitro pela rota embriogenética.   

 Pela análise de regressão da figura 4, pode-se observar, por meio das linhas 

de tendência, o comportamento de cada cultivar com relação à presença de calos 

embriogênicos (%), em função dos períodos de avaliação. 

 

Figura 4 – Análise de regressão do desdobramento do efeito dos períodos de avaliação 

para cada cultivar, referente à presença de calos embriogênicos, durante 90 dias após a 

inoculação de segmentos nodais em meio de indução à embriogênese somática de 

Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016. 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

 A análise de regressão para a cultivar Jureia demonstra que o modelo 

estatístico se ajustou aos dados em regressão linear (R
2
 = 0,9385). Assim, há um 

aumento proporcional no percentual de calos embriogênicos, em função do maior 

período de permanência no meio de indução à embriogênese somática.  

Para a cultivar Luau, a análise de regressão demonstra que o modelo 

estatístico se ajustou aos dados em regressão quadrática (R
2
 = 0,9385). Dessa forma, a 

cultivar apresenta acentuado aumento do percentual de calos embriogênicos, em função 

do maior período de permanência no meio de indução à embriogênese somática, até o 
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período de avaliação de 60 dias (21, 84 %), quando este aumento passa a ser gradual, 

até atingir maior percentual de calos embriogênicos, aos 90 dias de avaliação.  

Esses resultados mostram que, para as cultivares de antúrio Jureia e Luau, 

quanto maior a permanência dos explantes em meio de indução à embriogênese 

somática, maior o percentual de calos obtidos, até o período de 90 dias. Apesar de que 

as duas cultivares se comportam dessa forma, para a cultivar Luau o percentual de calos 

embriogênicos aumenta de forma estatisticamente superior, ou seja, para obter um 

mesmo percentual de calos embriogênicos, é necessário maior tempo de permanência in 

vitro dos explantes da cultivar Jureia, e menos tempo para os explantes pertencentes à 

cultivar Luau. 

Os resultados dos desdobramentos mostrando os diferentes efeitos das 

cultivares Luau e Jureia nas interações com os reguladores de crescimento, 

concentrações destes reguladores e períodos de avaliação, são pertinentes. Jie (2006), 

induziu embriogênese somática em cinco cultivares de antúrio, e destas, apenas uma 

(cultivar Sonate) apresentou significativa diferença no potencial de indução à 

embriogênese somática, com maior sensibilidade a esta rota de morfogênese in vitro. 

Guerra, Torres e Teixeira (1999) afirmam que as respostas às condições de cultivo 

podem variar quanto à fonte de explante e em função da espécie estudada. Krishnaraj e 

Vasil (1995) acrescentam que o genótipo é considerado um fator muito importante no 

desenvolvimento e na fisiologia dos explantes e, portanto, nas respostas destes em 

cultura de tecidos. Assim, em virtude da variedade de respostas morfogênicas 

propiciadas pela genótipo-dependência, os procedimentos de propagação in vitro devem 

apresentar especificações quanto aos diferentes genótipos de Anthurium.  

É importante também ressaltar que o tipo de explante utilizado no presente 

estudo foi responsivo para a embriogênese somática.  Este fato é relevante, pois dentro 

de um determinado genótipo, alguns explantes podem ser competentes para a 

embriogênese e outros não (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; JIMÉNEZ, 2001; 

2005), o que pode ser confirmado para antúrio em pesquisa conduzida por Pinheiro e 

colaboradores (2014). Estes autores utilizaram como explantes segmentos nodais 

contendo apenas um nó, pecíolo, segmentos de raiz sem o ápice, folhas completas e 

folhas seccionados perpendicularmente à nervura central, para indução à embriogênese 

somática em antúrio cultivar Eidibel. Os explantes mais competentes para a indução de 

calos embriogênicos foram derivados a partir de pecíolos e segmentos nodais; sendo os 
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explantes de segmento nodal mais sensíveis. Em contraste, os explantes de folha inteira, 

folha seccionada e segmentos de raiz não produziram calos embriogênicos, tornando-se 

oxidados após cinco semanas em cultura. 

A figura 5 apresenta a análise de regressão do desdobramento da interação 

entre os períodos de avaliação e níveis de concentração dos reguladores de crescimento, 

referente à presença de calos embriogênicos.  

 

Figura 5 – Análise de regressão do desdobramento do efeito da interação entre períodos 

de avaliação e níveis de concentração, referente à presença de calos embriogênicos, 

durante 90 dias após a inoculação de segmentos nodais em meio de indução à 

embriogênese somática de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016. 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Para a concentração 0 µM, a regressão não foi significativa, já que não 

houve formação de calo embriogênico para os meios sem adição de regulador de 

crescimento. Para os níveis de concentração 2,5, 5,0 e 10 µM, as análises de regressão 

demonstraram que os modelos estatísticos se ajustaram aos dados em regressão linear 

(R
2
 = 0,9256; R

2
 = 0,9483; R

2
 = 0,9312, respectivamente). Assim, estes níveis de 

concentração apresentaram médias de percentual de calos embriogênicos que 

aumentaram, em função do aumento do tempo de permanência em meio de indução à 

embriogênese somática. No entanto, este aumento foi mais acentuado para as 

concentrações de 5,0 e 10 µM, enquanto para o nível de 2,5 µM, o aumento ocorreu de 

forma mais paulatina, apresentando médias de percentual de calo embriogênico 
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inferiores àquelas apresentadas para os demais níveis de concentração dos reguladores 

de crescimento, obtendo maior média de 19,8 %, aos 90 dias de avaliação. Para os 

níveis de concentração 5,0 e 10 µM, o aumento das médias de percentual de calos 

embriogênicos ocorreu de forma similar, sendo que para estes níveis de concentração as 

médias máximas foram de 24,74 % e 25,81%, respectivamente.   

Para o nível de concentração 7,5 µM, a análise de regressão demonstrou que 

o modelo estatístico se ajustou aos dados em regressão quadrática (R
2
 = 0,9865). Assim, 

para este nível de concentração, as médias de percentual de calos embriogênicos 

apresentaram um aumento, em função do tempo de permanência em meio de indução à 

embriogênese somática, que ocorreu de forma mais acentuada até os 60 dias (25,64 %). 

A partir desse período, o aumento do percentual de calos embriogênicos passou a 

ocorrer de forma mais gradual. Esse fato demonstra uma estabilidade na formação de 

calos embriogênicos, o que pode ser atribuída à uma provável perda da capacidade de 

indução à embriogênese somática pelo tempo prolongado de permanência dos explantes 

no meio de indução, com 7,5 µM de concentração dos reguladores de crescimento. É 

importante observar que a partir dos 45 dias de permanência no meio de cultivo, as 

médias obtidas pelo nível de concentração de 7,5 µM, se apresentaram superiores 

àquelas apresentadas pelos demais níveis de concentração, alcançando o máximo de 

percentual de calos embriogênicos no período de avaliação de 90 dias (30,88 %). No 

entanto, apesar deste período apresentar as maiores médias para todas as concentrações, 

estas são bem similares àquelas verificadas aos 75 dias de avaliação, o que significa 

uma economia de tempo de 15 dias para obtenção de calos embriogênicos a uma taxa 

similar.  

Esses resultados evidenciam que para as cultivares de antúrio Jureia e Luau, 

dentre os cinco níveis de concentração testados, o mais adequado para obter calos 

embriogênicos em maior quantidade e menor período de tempo é a concentração de 7,5 

µM, e o período de 75 dias é ideal para obtenção de percentual de calos embriogênicos 

satisfatório, segundo o potencial de formação de calos embriogênicos pelas cultivares 

em estudo.  

Com relação à hipótese de perda do potencial embriogênico discutido 

anteriormente, Guerra, Torres e Teixeira (1999) ressaltam que a manutenção prolongada 

das culturas embriogênicas em meio com 2,4 D pode induzir variações genéticas e 

epigenéticas afetando seu potencial embriogênico. Além disso, os embriões somáticos 
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podem tornar-se habituados durante períodos prolongados de subcultivos em 2,4 D, 

resultando na perda de potencial de maturação, e consequentemente, da capacidade de 

conversão dos embriões em plantas.  

 

3.2 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

As amostras coletadas para realização da microscopia eletrônica de 

varredura podem ser observadas, a partir do 7° dia de cultivo em meio de indução à 

embriogênese somática, nas figuras 6 e 7, para Jureia e Luau, respectivamente. 

 

Figura 6 – Amostras de explantes de segmento nodal (± 1,0 cm de tamanho) de 

Anthurium andraeanum cultivar Luau, utilizadas na microscopia eletrônica de 

varredura, para análise tridimensional das estruturas formadas aos 7, 14, 21, 28, 35, 42, 

49, 56, 63 e 70 dias (d) de cultivo em meio de indução à embriogênese somática (ESA + 

7,5 μM de ANA). Fortaleza-CE, 2016. 

 
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Pode-se visualizar que as estruturas formadas no decorrer dos 70 dias em 

que os explantes foram submetidos ao meio de indução à embriogênese somática, 

apresentaram-se friáveis, de coloração amarela e de crescimento radial. Em outras 

palavras, os calos que foram formados possuem células com formato arredondado 

(isodiamétrico) e mais facilmente separáveis umas das outras. Essas células possuem 

características meristemáticas, sendo promissoras quando se busca a embriogênese 

somática. Estas mesmas observações foram feitas por Pinheiro (2010), para as estruturas 

formadas em explantes nodais de antúrio cultivar Eidibel, após a quinta semana de 

cultivo em meio ESA adicionado de 10 µM de ANA. 

Ainda analisando-se as mesmas figuras, pode-se observar que as duas 

cultivares apresentaram desenvolvimento de calos de forma similar, e que o registro 



 

 

69 

 

dessas estruturas só ocorreu, para as duas cultivares, a partir dos 21 dias de cultivo em 

meio de indução à embriogênese somática. 

 

Figura 7 – Amostras de explantes de segmento nodal (± 1,0 cm de tamanho) de 

Anthurium andraeanum cultivar Jureia, utilizadas na microscopia eletrônica de 

varredura, para análise tridimensional das estruturas formadas aos 7, 14, 21, 28, 35, 42, 

49, 56, 63 e 70 dias (d) de cultivo em meio de indução à embriogênese somática (ESA + 

7,5 μM de ANA). Fortaleza-CE, 2016. 

 
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Para as cultivares Jureia e Luau, o aspecto tridimensional dos explantes 

antes de serem submetidos ao cultivo em meio de cultura de indução à embriogênese 

somática, pode ser observado na figura 8. Nota-se que não há intumescimento das 

células e que uma bainha recobre a gema. 

 

Figura 8 – Amostras de explantes de segmento nodal (± 1,0 cm de tamanho) das 

cultivares de Anthurium andraeanum Jureia (figura A) e Luau (figura B), antes do 

cultivo em meio de cultura de indução à embriogênese somática, e suas respectivas 

imagens ultraestruturais, obtidas por microscopia eletrônica de varredura. A seta azul 

indica as células do explante sem presença de intumescimento na figura A, e a seta 

amarela indica a bainha que recobre a gema do explante na figura B. Barras: 1mm. 

Fortaleza-CE, 2016. 

 
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 
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A partir da microscopia eletrônica de varredura, foram selecionadas as 

imagens que apresentaram as informações mais relevantes sobre o desenvolvimento dos 

calos embriogênicos, para as cultivares Jureia e Luau (Figuras 9 e 10, respectivamente). 

 

Figura 9 – Imagens, obtidas por microscopia eletrônica de varredura, das amostras de 

explantes de segmento nodal de Anthurium andraeanum cultivar Jureia, 

correspondentes aos 7, 21, 42 e 56 dias de cultivo em meio de indução à embriogênese 

somática (ESA + 7,5 μM de ANA). A seta verde indica células intumescidas e 

alongadas. A seta vermelha indica células com formato arredondado. A seta amarela 

indica células individualizadas. Barras: 500 μm (7 d); 100 μm (21 d); 50 μm (42 d); 200 

μm (56 d). Fortaleza-CE, 2016. 

 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Aos 7 dias de cultivo, as amostras das cultivares Jureia e Luau, 

apresentaram aspecto estrutural similar àquele observado nas amostras de 0 dias de 

cultivo. Porém, aos 21 dias de cultivo, as amostras correspondentes as duas cultivares, 

apresentaram intumescimento proeminente, indicando intensa divisão celular. A partir 

do intumescimento, as células passaram de formato alongado para um formato 

arredondado. Aos 42 dias de cultivo, foi possível visualizar nitidamente estas células 

por dentro da estrutura do calo, para as cultivares Jureia e Luau. Com a medida do 

passar do tempo, as células foram se tornando cada vez mais individualizadas, as quais 

passaram a ser semelhantes à embriões somáticos em estágio globular. As imagens das 

amostras dos 56 dias, para Jureia e 70 dias para Luau, demonstram essas observações.    

Resultados similares foram relatados por Pinheiro (2014). Por microscopia 

eletrônica de varredura e análises histológicas, este autor acompanhou o 

desenvolvimento de embriões somáticos em antúrio Eidibel. Apenas aos 15 dias, em 
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meio de indução de embriogênese somática, o meristema axilar dos explantes 

apresentou intumescimento. Aos 40-45 dias os calos embriogênicos tornaram-se 

visíveis, após rompimento da epiderme do segmento nodal. Aos 50-55 dias foi possível 

observar a formação de calos embriogênicos friáveis, a partir da diferenciação das 

células meristemáticas. Aos 90 dias houve o aumento do tamanho dos calos 

embriogênicos de coloração amarela, sendo evidenciados embriões somáticos. 

O formato isodiamétrico é característico de células meristemáticas 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), sendo que os calos embriogênicos são compostos, em 

sua maioria, por células meristemáticas com dimensões relativamente pequenas e com 

citoplasma denso (APPEZZATO-DA-GLÓRIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2003).  

Em trabalho desenvolvido por Jie (2006), a indução à embriogênese 

somática em cinco cultivares de antúrio foi acompanhada por microscopia eletrônica de 

varredura. Os resultados mostraram que as células de calos embriogênicos eram 

pequenas e isométricas. Foram identificadas, ainda, massas celulares que consistiam em 

muitas células embriogênicas, as quais tinham formato esférico. 

Dessa forma, com base nas observações que foram feitas no presente estudo, 

constata-se que as estruturas formadas nos explantes de antúrio Jureia e Luau 

corresponderam a calos embriogênicos.  

 

Figura 10 – Imagens, obtidas por microscopia eletrônica de varredura, das amostras de 

explantes de segmento nodal de Anthurium andraeanum cultivar Luau, correspondentes 

aos 7, 21, 42 e 70 dias de cultivo em meio de indução à embriogênese somática (ESA + 

7,5 μM de ANA). A seta verde indica células intumescidas e alongadas. A seta 

vermelha indica células com formato arredondado. A seta amarela indica células 

individualizadas. Barras: 200 μm (7 d, 42 d e 70 d); 100 μm (21 d). Fortaleza-CE, 2016. 

 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 
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4 CONCLUSÕES 

 

A indução à embriogênese somática é viável como primeira etapa na 

obtenção de mudas de antúrio (Anthurium andraeanum), a partir de embriões somáticos, 

para as cultivares Luau e Jureia. 

A microscopia eletrônica de varredura é eficiente para identificar a 

formação de calos embriogênicos durante a embriogênese somática de Luau e Jureia. 

A adição de auxina, ao meio de cultura ESA (Pierik, 1976 modificado), é 

necessária para que ocorra a formação de calos embriogênicos, a partir de segmentos 

nodais das cultivares Jureia e Luau. O início de formação destes calos se dá com 

aproximadamente 4 semanas.  

Entre as cultivares estudadas, a cultivar Luau é a mais responsiva à 

embriogênese somática, e a cultivar Jureia mais propensa a sofrer oxidação a partir de 

explantes de segmentos nodais.     

Para obtenção de uma eficiente indução à embriogênese somática das 

cultivares de antúrio Luau e Jureia, é indicado que o meio ESA seja suplementado com 

o regulador de crescimento ANA, na concentração de 7,5 μM. Os explantes devem 

permanecer em meio de indução à embriogênese somática, até os 75 dias após a 

inoculação. 
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CAPÍTULO II – IDENTIFICAÇÃO DE MARCADORES ISSR PARA 

CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE QUATRO CULTIVARES DE 

ANTÚRIO 

 

Resumo - O antúrio é uma flor tropical de grande importância para o mercado de 

ornamentais, apresentando elevado valor de comercialização. A principal espécie de 

importância econômica do gênero é o Anthurium andraeanum Linden. Como forma de 

contribuir para o sucesso do cultivo do antúrio e proteção de cultivares, é de suma 

importância que estas sejam precisamente caracterizadas. A caracterização das 

cultivares da espécie, por meio de marcadores moleculares, é uma ferramenta bastante 

útil para atender o critério de distinguibilidade de cultivares. Assim, objetivou-se com 

esse trabalho identificar marcadores moleculares para caracterização das cultivares de 

antúrio Sublime, Luau, Jureia e Maré, utilizando-se amostras de DNA de calos 

embriogênicos, obtidos por embriogênese somática indireta, e folhas oriundas de mudas 

estabelecidas in vitro, obtidas por organogênese indireta. Foi realizada a extração de 

DNA a partir das amostras coletadas para cada cultivar. Foram selecionados 18 

marcadores ISSR para caracterização molecular das cultivares de antúrio. Os produtos 

da PCR foram visualizados por eletroforese e, posteriormente, foram coletados dados de 

presença (1) e ausência (0) de bandas, as quais foram utilizadas para construir a matriz 

de dissimilaridade genética, utilizando-se o coeficiente de Jaccard. O método de 

agrupamento foi o UPGMA, obtendo-se o dendrograma por análise multivariada. Foi 

constatado que todos os marcadores ISSR utilizados apresentaram polimorfismo e 

foram eficientes para caracterizar e diferenciar as amostras de antúrio estudadas. Pôde-

se identificar marcadores cultivar-específicos. Quanto às distâncias genéticas, a cultivar 

Sublime revelou-se como a geneticamente mais estável, e a cultivar Maré, como a mais 

instável. Estes resultados permitem um maior conhecimento das características inerentes 

de cada cultivar avaliada, sendo aplicáveis para fins de otimização das condições de 

cultivo, indicação dos melhores cruzamentos para obtenção de híbridos e até mesmo, na 

proteção das cultivares.  

 

Palavras-chave: Proteção de cultivares. Fingerprinting. Identidade genética. 
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IDENTIFICATION OF ISSR MARKERS FOR MOLECULAR 

CHARACTERIZATION OF FOUR ANTHURIUM'S CULTIVARS  

 

Abstract - Anthurium is a tropical flower of great importance for the ornamental 

market, with marketing value. The main species of economic importance of the genus is 

the Anthurium andraeanum Linden. The precise characterization of anthurium's 

cultivars contribute to the success of anthurium cultivation and is very much important 

for cultivars protection. The characterization of cultivars by molecular markers is a 

useful tool to meet the criterion of distinctness of cultivars. Thus, the aim os this study 

was to identify molecular markers for the characterization of the anthurium's cultivars 

Sublime, Luau, Jureia and Maré, using DNA samples from embryogenic calli, obtained 

by indirect somatic embryogenesis, and leaves of in vitro established plantlets, obtained 

by indirect organogenesis. DNA extraction was performed using the samples collected 

for each cultivar. It was selected 18 ISSR markers for the molecular characterization of 

the anthurium's cultivars. The PCR products were visualized by electrophoresis and 

thereafter, data of presence (1) or absence (0) of bands was collected, which were used 

to construct a genetic dissimilarity matrix, using the Jaccard coefficient. The grouping 

method used was the UPGMA and the dendrogram was obtained by multivariate 

analysis. It was found that all ISSR markers used, exhibited polymorphism and that they 

were efficient to characterize and differentiate anthurium's samples studied. It was 

possible to identify markers cultivar specific. As for the genetic distances, it was found 

that the cultivar Sublime is the most genetically stable among the studied cultivars, and 

the cultivar Maré the most unstable. These results allow a better understanding of the 

inherent characteristics of each cultivar evaluated, and they can be apply for 

optimization purposes of the best conditions of cultivation, crosses indication to obtain 

hybrids and even to the cultivars protection. 

 

Keywords: Cultivars protection. Fingerprinting. Genetic identity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Dentre as flores tropicais que têm apresentado interesse econômico, o 

cultivo do antúrio (Anthurium andraeanum Linden) em vaso e como flor de corte, 

apresenta boa aceitação nos mercado interno e externo. Dessa forma, existem 

perspectivas favoráveis para elevar a sua produção, comercialização e consumo, em 

ambos os mercados (ANEFALOS, TOMBOLATO; RICORDI, 2010). 

Os esforços voltados para obtenção de uma propagação cada vez mais 

eficiente da cultura têm proporcionado uma área de cultivo do antúrio que cresce 

continuamente desde 1991, com a evolução de sua tecnologia de cultivo, uniformidade 

de plantas e material básico livre de doenças e vírus. Tais características foram 

conseguidas através do uso da cultura de tecidos, pelo uso de variedades e tecnologias 

que contribuíram para o aumento da produtividade e expansão de mercado (VAN 

HERK et al., 1998). No entanto, uma das técnicas que ainda podem contribuir 

efetivamente para o sucesso do cultivo de antúrio é a caracterização dos genótipos da 

espécie, por meio da utilização de marcadores moleculares (CAIXETA et al., 2009). 

Os marcadores moleculares podem acessar diretamente o genótipo de um 

indivíduo, evitando, assim, a expressão do fenótipo e a influência do ambiente sobre 

este (MILACH, 1999). Dessa forma, são tidos como ferramentas úteis para detecção de 

variações no genoma, aumentando o poder da análise genética de plantas (CAIXETA et 

al., 2009), o que permite o conhecimento inerente das características específicas de cada 

cultivar para fim de melhoramento (CASTRO et al., 2004) e a precisa distinção de 

indivíduos geneticamente diferentes (BORÉM, 1997), atendendo o requisito de 

distinguibilidade da Lei de Proteção de Cultivares de n° 9.456 (MILACH, 1999).  

São vários os tipos de marcadores moleculares disponíveis e estes se 

diferenciam pela metodologia empregada para revelar variabilidade em nível de DNA. 

Os principais tipos de são identificados por hibridização ou amplificação de DNA por 

PCR (Polymerase Chain Reaction) (MILACH, 1998). 

Dentre os marcadores moleculares identificados por PCR estão os ISSR, os 

quais representam uma das classes mais recentes. Esses marcadores apresentam alto 

grau de polimorfismo, baixo custo e alta reprodutibilidade, sendo ideais para serem 

empregados em estudos de diversidade genética, correlações filogenéticas, dentre outros 

(LIMA, 2012).  
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Visando contribuir para a otimização das condições de cultivo, indicação 

dos melhores cruzamentos para obtenção de híbridos e a proteção de cultivares, 

objetivou-se com esse trabalho identificar marcadores moleculares ISSR para 

caracterização molecular das cultivares de antúrio Sublime, Luau, Jureia e Maré, 

utilizando-se DNA de calos embriogênicos, oriundos de embriogênese somática 

indireta, e folhas, oriundas de mudas estabelecidas in vitro, por organogênese indireta. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Biologia Molecular, pertencente 

à Embrapa Agroindústria Tropical (CNPAT), em Fortaleza (CE). 

Como material vegetal, foram utilizadas as cultivares de Anthurium 

andraeanum Jureia, Luau, Maré e Sublime, cedidas pelo Instituto Agronômico (IAC), 

em Campinas, São Paulo.  

 

2.1 Extração de DNA 

 

A extração de DNA seguiu o protocolo de Cavalcanti (2004), com 

modificações (Apêndice A), o qual utiliza o tampão de extração CTAB 2 %, cujos 

componentes são: 100 mM de TRIS-HCL (pH 8,0);  20 mM de EDTA (etilenodiamino 

tetra-acético); 1,4 M de NaCl; 2% de CTAB (brometo de cetil-trimetilamônio) e  2% de 

PVP 40 (polivinilpirrolidona).  

Para cada cultivar, foram coletadas duas amostras para a extração do DNA, 

as quais foram constituídas de folhas de mudas de antúrio, pré-estabelecidas in vitro por 

organogênese indireta, e calos embriogênicos, obtidos por embriogênese somática 

indireta. As mudas pré-estabelecidas in vitro estavam sendo mantidas em meio Pierik 

sem adição de reguladores de crescimento. O meio de indução dos calos embriogênicos 

foi o ESA + 10 μM de ANA. Esse meio foi utilizado por ser eficiente na indução à 

embriogênese somática em antúrio (PINHEIRO, 2010). Assim, o material vegetal 

utilizado no experimento constou de oito amostras: duas amostras diferentes de DNA 

para cada uma das quatro cultivares. A identificação dessas amostras está apresentada 

na tabela 1. 

Os DNAs extraídos foram quantificados em espectrofotômetro NanoDrop 

2000 e, em seguida, diluídos em água ultra pura (miliQ) para a concentração de 10 

ng/μl. A partir das soluções diluídas realizaram-se as reações de PCR. Os DNAs 

extraídos foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose a 1,8%, preparado 

em TBE (90 mM Tris-ácido bórico/ 1 mM EDTA) com concentração final 1X, corado com 

brometo de etídio. O peso molecular de cada fragmento amplificado foi estimado com base 

no marcador de DNA 1 kb ladder (Invitrogen). 
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Tabela 1 – Identificação das amostras de DNA utilizadas para a condução do 

experimento de identificação de marcadores moleculares ISSR, para a caracterização 

molecular do antúrio. Fortaleza-CE, 2016 

Identificação das 

Amostras de Antúrio  

Cultivar Identificação das 

Amostras de DNA  

1 Luau  Folha (LF) 

2 Sublime  Folha (SF) 

3 Maré  Folha (MF) 

4 Jureia  Folha (JF) 

5 Luau  Calo (LC) 

6 

7 

8 

Sublime  

Maré  

Jureia  

Calo (SC) 

Calo (MC) 

Calo (JC) 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

2.2 Amplificação do DNA 

 

Foram realizados testes preliminares de amplificação com 63 iniciadores 

ISSR da marca IDT (Integrated DNA Technologies), utilizando-se DNA de folhas e 

calos embriogênicos de duas cultivares de antúrio selecionadas ao acaso. Estes 

iniciadores foram escolhidos com base na temperatura de anelamento (47 a 54 °C) da 

PCR. Após a amplificação, foi feita a eletroforese, permitindo a visualização do produto 

da PCR em gel de agarose. Assim, com base nos melhores resultados quanto à 

amplificação em termos de polimorfismo e nitidez das bandas geradas, dos 63 

iniciadores testados, foi possível selecionar 27 para serem aplicados na amplificação das 

quatro cultivares de antúrio em estudo. Por fim, foram selecionados 18 iniciadores, os 

quais apresentaram polimorfismo na amplificação de todas as amostras de antúrio. 

As reações de amplificação foram feitas em um volume final de 25 μl, 

compostas por: 2,5 μl de tampão de reação 10x; 1,0 μl de MgCl2 50 mM; 0,50 μl de 

dNTPs (2,5 mM/nucleotídeo); 2,0 μl de DNA (10 ng/μl); 2,0 μl de cada iniciador 

(10μM); 0,2 μl de Taq DNA polymerase platinum (5 U/μl) e água miliQ para completar 

o volume da reação.  

A PCR foi realizada nas seguintes condições: 5 minutos a 94 ºC 

(desnaturação inicial), seguindo-se de 40 ciclos de desnaturação (94 ºC por 1 minuto), 
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anelamento (47 a 55 ºC, dependendo do iniciador, por 1 minuto) e extensão (72 ºC por 1 

minuto). Após os 40 ciclos, seguiu-se uma etapa de extensão final (72 ºC por 5 

minutos). As reações de amplificação foram realizadas em dois termocicladores, sendo 

um do modelo TC 512, e o outro do modelo FLEXIGENE, ambos da TECHNE. As 

reações foram preparadas isoladamente.  

Após a amplificação, foi feita a eletroforese, na qual os produtos da PCR 

foram separados em gel de agarose (1,8%), corados com brometo de etídeo (0,5 μg/μL) 

e submetidos a 90 volts por 2 horas. Posteriormente, os géis foram visualizados sob luz 

UV e fotografados em fotodocumentador.  

Foram feitas análises visuais dos géis de agarose para cada iniciador utilizado na 

amplificação das amostras de DNA de folhas e calos embriogênicos, de cada uma das 

cultivares de antúrio estudadas. A partir dos padrões de bandas obtidos com os 

marcadores ISSR foi elaborada uma matriz binária de dados, com base na presença (1) e 

ausência (0) de bandas. Com estas informações, foi calculada a porcentagem de 

polimorfismo total e por cada iniciador utilizado, por meio da expressão 1 e a distância 

genética (dissimilaridade genética) entre as amostras, por meio do complemento do 

coeficiente de Jaccard ( ), de acordo com a expressão 2. 

                                                  Expressão 1 

 

 

Onde, 

P: é a percentagem de polimorfismo; 

nbp: é o número de bandas polimórficas; e 

ntb: é o número total de bandas.  

 

                                              Expressão 2 

 

Em que, 

A: presença da mesma banda em ambos os indivíduos (1-1);  

B: presença da banda em um indivíduo e ausência no outro (1-0); e 

C: ausência da banda em um indivíduo e presença no outro (0-1).  
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A partir da matriz de dissimilaridade genética, foi utilizado o método de 

agrupamento UPGMA (Método de média aritmética não ponderada) para a obtenção do 

dendrograma, utilizando-se análise multivariada. Também foi calculado o coeficiente de 

correlação cofenético (r), para avaliar a consistência do padrão de agrupamento, sendo 

que valores próximos à unidade indicam melhor representação (CRUZ, CARNEIRO; 

2003). 

O ponto de corte do dendrograma foi definido com base na estimativa da 

dissimilaridade genética média (Dgm): 

 

Dgm =   ∑ Dgij      

                                                                 N 

Onde, 

Dgij: dissimilaridade genética entre os indivíduos i e j;  

N: número de pares obtidos.  

 

As análises estatísticas foram realizadas no programa computacional Genes 

(CRUZ, 2008). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Extração de DNA 

 

Os DNAs extraídos das diferentes amostras obtidas para cada cultivar, estão 

expostos na figura 1. Com a quantificação dos DNAs extraídos, pode-se analisar a 

pureza destes, sendo verificada pelas relações A260/ A280, as quais variaram de 2 a 2,2. 

Razões entre 1,8 e 2,2 são consideradas ideais (PARPINELLI; RIBEIRO, 2009). Assim, 

as amostras obtidas apresentaram boa qualidade, o que é essencial para prosseguir para 

a etapa de PCR, pois a integridade do DNA é fundamental para a nitidez e 

reprodutibilidade dos produtos de amplificação (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 

1998). 

 As quantidades de DNA extraídas foram suficientes para realização de 

todas as reações, sendo observadas em maior abundância quando este foi extraído de 

amostras de calo embriogênico. A partir dos 30 dias de indução à embriogênese 

somática da cultivar de antúrio Eidibel, Pinheiro (2014) verificou, por meio de análises 

anatômicas, tanto em células em divisão, quanto em calos embriogênicos, grupo de 

células com citoplasma denso, núcleo grande e nucléolo evidente. Assim, a maior 

quantidade de DNA é explicada pela grande abundância de material nuclear das células 

de calo embriogênico, as quais apresentam alta taxa de divisão celular. 

 

Figura 1 – Visualização dos DNAs extraídos em gel de eletroforese a 1,8% de agarose, 

em TBE. A primeira e última colunas correspondem ao marcador 1 kb da invitrogen. As 

demais colunas são as amostras dos DNAs de antúrio Luau (L), Sublime (S), Maré (M) 

e Jureia (J), a partir de folhas (F) de mudas estabelecidas in vitro e calos embriogênicos 

(C), totalizando 8 amostras. As amostras de DNA foram extraídas em replicatas (1 e 2). 

 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.  
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3.2 Amplificação do DNA 

 

Na tabela 2 estão listados os 18 marcadores selecionados para análise da 

diversidade genética entre as oito amostras (1-FL; 2-FS; 3-FM; 4-FJ; 5-CL; 6-CS; 7-

CM e 8-CJ) de antúrio, os quais amplificaram um total de 175 fragmentos, havendo 

variação no número destes para cada iniciador. O número total de fragmentos 

polimórficos foi de 158, correspondendo a 90,28% de polimorfismo. Os polimorfismos 

individuais variaram de 57,14% (I 825) a 100% (I 810, I 811, I 817, I 826, I 828, I 844, 

I 855, I 856, I 858, I 859 e I 878). A média de fragmentos polimórficos gerados por 

iniciador foi de 8,78. O alto nível de polimorfismo indica que os iniciadores utilizados 

no presente trabalho são úteis para a caracterização das diferentes amostras de antúrio 

estudadas. 

Souza Neto e colaboradores (2014), trabalhando com a caracterização 

molecular de 20 genótipos de Anthurium andraeanum, obtiveram uma média de 13,76 

fragmentos polimórficos gerados por iniciador ISSR, correspondendo a 91,05 % de 

polimorfismo. Em experimento conduzido por Venkat e colaboradores (2014) com a 

construção de mapa genético entre duas espécies de antúrio (Anthurium ornatum e 

Anthurium andraeanum), cada primer ISSR produziu entre um e dois fragmentos 

polimórficos, com 100 % de polimorfismo total. Estes resultados, independentemente 

das médias de fragmentos polimórficos geradas por primer, são similares em termos de 

polimorfismo total aos obtidos no presente estudo, o que indica que os marcadores ISSR 

são eficientes em detectar polimorfismo na espécie de antúrio estudada. Gantait e 

Sinniah (2011), em experimento conduzido com Anthurium andreanum cultivar 

CanCan, submeteram amostras de DNA de plantas, obtidas por micropropagação e 

derivadas de sementes, a uma análise sobre a integridade genética explorando 

iniciadores ISSR, os quais exibiram um padrão monomórfico de bandas, revelando 

assim, a manutenção da identidade genética das plantas obtidas pelos diferentes 

métodos de propagação. Com este resultado pode-se concluir que a utilização de 

marcadores ISSR para caracterização de cultivares de antúrio é uma ferramenta 

confiável. 
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Tabela 2 – Identificação, bandas geradas e polimórficas, e percentual de polimorfismo 

dos 18 iniciadores ISSR utilizados na caracterização das amostras de antúrio em estudo. 

Iniciador 

ISSR 

(Sequência 5‟→ 3‟) 

 

Bandas 

geradas 

Bandas 

polimórficas 

Polimorfismo 

(%) 

807 5‟ AGA GAG AGA GAG AGA GT 8 6 75,00 

810 5‟ GAG AGA GAG AGA GAG AT 5 5 100,00 

811 5‟ GAG AGA GAG AGA GAG AC 7 7 100,00 

817 5‟ CAC ACA CAC ACA CAC AA 8 8 100,00 

818 5‟ CAC ACA CAC ACA CAC AG 9 8 88,89 

825 5‟ ACA CAC ACA CAC ACA CT 7 4 57,14 

826 5‟ ACA CAC ACA CAC ACA CC 7 7 100,00 

828 5‟ TGT GTG TGT GTG TGT GA 13 13 100,00 

829 5‟ TGT GTG TGT GTG TGT GC      9 8 88,89 

844 5‟ CT CT CT CT CT CT CT CT RC     11 11 100,00 

846 5‟ CAC ACA CAC ACA CAC ART 15 12 80,00 

847 5‟ CAC ACA CAC ACA CAC ARC 13 8 61,54 

849 5‟ GTG TGT GTG TGT GTG TYA 11 9 81,82 

855 5‟ AC AC AC AC AC AC AC AC YT  8 8 100,00 

856 5‟ ACA CAC ACA CAC ACA CYA 11 11       100,00 

858 5‟ TGT GTG TGT GTG TGT GRT   12 12 100,00 

859 5‟ TGT GTG TGT GTG TGT GRC 11 11 100,00 

878 5‟ GGA TGG ATG GAT GGA T 10 10 100,00 

Total  175 158 90,28 

*Nucleotídeos degenerados: R: A,G; Y: C,T.  

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Na figura 2 pode-se observar o perfil de amplificação de um dos iniciadores 

ISSR (I 807), escolhido por apresentar pelo menos um produto com padrão adequado 

[(presença (1) ou ausência de bandas (0)]. O padrão de amplificação encontrado 

apresentou um grande número de bandas, sendo esta uma caract1erística dos 

marcadores ISSR.  
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Figura 2 – Padrão de amplificação de oito amostras de antúrio, utilizando o iniciador I 

807. A primeira coluna corresponde ao marcador 1 kb da invitrogen. As quatro 

posteriores colunas são as amostras dos DNAs de antúrio de folhas: 1- Luau; 2- 

Sublime; 3- Maré; 4- Jureia. As quatro posteriores colunas são as amostras dos DNAs 

de antúrio de calos embriogênicos: 5- Luau; 6- Sublime; 7- Maré; 8- Jureia. As setas 

amarela e vermelha, indicam bandas polimórficas e monomórficas, respectivamente. 

 
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

Apesar de todos os iniciadores selecionados, de uma maneira geral, 

apresentarem-se eficientes na caracterização molecular das cultivares de antúrio 

empregadas no trabalho, pôde-se selecionar os iniciadores ideais para caracterização 

molecular de cada cultivar, em particular. A seleção desses marcadores se dá pela 

identificação de marcadores que detectam polimorfismo capaz de diferenciar apenas 

uma cultivar das demais. Esta seleção pode ser visualizada na tabela 3, cuja análise 

permite verificar que as amostras de DNA de calos embriogênicos, possuem maior ou 

igual número de marcadores específicos, quando comparados às amostras de folhas. 

Esse resultado pode ser explicado pela diferença do estádio fisiológico entre as duas 

amostras de DNA para cada cultivar. O tecido da folha já está diferenciado, enquanto o 

tecido do calo embriogênico está em processo de desdiferenciação e rediferenciação. 

Assim, maiores são as chances de serem geradas mutações e, portanto, maior o número 

de sequências específicas que podem ser reconhecidas pelos marcadores moleculares. 

Em trabalho desenvolvido por Buldewo, Pillay e Jaufeerally-Fakim (2012) com a 

identificação da diversidade genética entre 12 cultivares de Anthurium andraeanum, 

marcadores ISSR exibiram polimorfismos únicos úteis para a distinção mais facilitada 

de algumas dessas cultivares.  
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A seleção de marcadores específicos para caracterização molecular de 

determinada cultivar, é muito importante para a proteção de cultivares e propicia que o 

melhorista tenha mais facilidade em identificar uma nova cultivar para lançamento. 

 

Tabela 3 – Marcadores ISSR ideais para caracterização molecular das cultivares de 

antúrio Luau, Sublime, Maré e Jureia, a partir de amostras de folha (obtidas de mudas 

estabelecidas in vitro por organogênese indireta) e de calos embriogênicos (obtidos por 

embriogênese indireta de segmentos nodais) 

  

Cultivar Amostra de DNA com informação particular 

de presença ou ausência de bandas 

Iniciadores ISSR 

selecionados 

 

Luau  

Folha 

Calo 

847 

811, 828, 858, 878 

 

Sublime  

Folha 

Calo 

828, 846 

807, 817 

 

Maré  

Folha 

Calo 

811, 825,856 

818, 828, 846, 847, 

859, 878 

 

Jureia 

Folha 

Calo 

847, 858, 878 

828, 844, 849 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

A análise da matriz de dados binários permitiu observar que alguns 

marcadores moleculares não apresentaram diferença na caracterização molecular de 

folhas e calos embriogênicos pertencentes a uma mesma cultivar. Esses marcadores 

estão listados na tabela 4, bem como as cultivares correspondentes. A igualdade 

genética entre as duas amostras de DNA utilizadas para caracterização molecular de 

uma mesma cultivar, já é um fato esperado, pois o genótipo é a constituição genética 

elementar de um indivíduo, assim, salvo por eventos genéticos extraordinários, ele não 

deve mudar. No entanto, à exceção dos marcadores listados na tabela 3, a caracterização 

molecular provida pelos demais iniciadores, para as amostras de folha e calo 

embriogênico de uma mesma cultivar, foi distinta. Esse fato pode ser explicado pela 

maior tendência à ocorrência de mutações em células de calos embriogênicos, pois estas 
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ainda não estão diferenciadas, gerando polimorfismo entres amostras de uma mesma 

cultivar. 

De acordo com a tabela 4, verifica-se que para as cultivares Luau, Maré e 

Jureia, foi apontado apenas um marcador monomórfico na caracterização de folhas e 

calos embriogênicos pertencentes à mesma cultivar, diferente do que ocorreu para a 

cultivar Sublime, quando seis marcadores moleculares apresentaram-se monomórficos. 

Com base no que já foi discutido, esse fato indica que a cultivar Sublime tem maior 

estabilidade genética do que as demais cultivares, e assim o polimorfismo entre as duas 

amostras de DNA é mínimo (distância genética: 0,239). 

 

Tabela 4 – Iniciadores monomórficos empregados na caracterização molecular de 

amostras de DNA de folhas e calos embriogênicos de cultivares de quatro cultivares de 

antúrio 

  

Cultivar Iniciadores ISSR monomórficos 

Luau 825 

Sublime  818, 825, 829, 847, 849, 858 

Maré  849 

Jureia 811 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

A partir dos dados de presença (1) e ausência (0) de bandas observadas com 

a eletroforese, foi gerada uma matriz com a distância genética entre as amostras de 

antúrio, a qual está apresentada na tabela 5.  

 

Tabela 5 – Matriz de dissimilaridade obtida para as quatro amostras de folha (F) e 

quatro amostras de calo (C) de antúrio estudadas, indicando a distância genética entre 

cada uma delas. Amostras: 1 - Luau F; 2 - Sublime F; 3 - Maré F; 4 - Jureia F; 5 - Luau 

C; 6 - Sublime C; 7 - Maré C; 8 - Jureia C 

 

 1     2   3   4    5    6    7     8 

1 0 0,511 0,477 0,362 0,400 0,465 0,570 0,381 

2  0 0,586 0,560 0,569 0,239 0,623 0,545 

3   0 0,500 0,579 0,547 0,508 0,500 

4    0 0,299 0,534 0,625 0,444 

5     0 0,587 0,635 0,519 
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6      0 0,539 0,450 

7       0 0,463 

8        0 

 Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 
 

Para melhor observação das distâncias genéticas, estas foram listadas em 

ordem crescente na tabela 6. Os valores mais baixos de distância genética representam 

as amostras mais similares, e os valores mais altos, as amostras mais distantes 

geneticamente. A distância genética entre as amostras variou de 0,239 a 0,635. Os 

menores índices de dissimilaridade foram observados entre as amostras 2 e 6 (0,239), e 

4 e 5 (0,299). Em contrapartida, os maiores índices de dissimilaridade foram observados 

entre as amostras 2 e 7 (0,623), 4 e 7 (0,625) e 5 e 7 (0,635). 

 

Tabela 6 – Ordem crescente da distância genética entre amostras de folha (F) e calo (C) 

de antúrio, indicando as amostras com maior similaridade (menor distância) e 

dissimilaridade genética (maior distância). Amostras: 1 - Luau F; 2 - Sublime F; 3 - 

Maré F; 4 - Jureia F; 5 - Luau C; 6 - Sublime C; 7 - Maré C; 8 - Jureia C  

  

Amostras Distância Genética Amostras Distância Genética 

2 e 6 0,239 4 e 6 0,534 

4 e 5 0,299 6 e 7 0,539 

1 e 4 0,362 2 e 8 0,545 

1 e 8 0,381 3 e 6 0,547 

1 e 5 0,400 2 e 4 0,560 

4 e 8 0,444 2 e 5 0,569 

6 e 8 0,450 1 e 7 0,570 

7 e 8 0,463 3 e 5 0,579 

1 e 6 0,465 1 e 3 0,586 

1 e 3 0,477 5 e 6 0,587 

3 e 4; 3 e 8 0,500 2 e 7 0,623 

3 e 7 0,508 4 e 7 0,625 

1 e 2 0,511 5 e 7 0,635 

5 e 8 0,519   

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 
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Quanto maior a dissimilaridade obtida entre diferentes genótipos, maiores as 

chances de estes serem considerados promissores em processos de melhoramento 

genético, e possíveis genitores de novas variedades. Já o cruzamento entre genótipos de 

antúrio que apresentem baixa dissimilaridade não é interessante para programas de 

melhoramento da espécie, devido à baixa heterogenia dos genótipos e consequente 

baixa probabilidade de ocorrerem novas variantes a partir deste cruzamento (SOUZA 

NETO et al., 2011). Assim, as plantas provenientes das amostras 2 e 5, correspondentes 

às amostras de folha de Sublime e à amostra de calo embriogênico de Luau, 

respectivamente, podem ser utilizadas para cruzamento com plantas provenientes da 

amostra 7, correspondente à amostra de calo embriogênico de Maré, obtendo-se 

progênies variantes. No entanto, o melhorista deve considerar os caracteres mais 

apropriados que devem ser selecionados nos genitores, para obtenção de genótipos 

superiores. 

 As diferentes distâncias genéticas verificadas no presente estudo, revelando 

proximidade, bem como distância genética relevante entre diferentes cultivares de 

Anthurium andraeanum, podem ser verificadas, de forma similar, em outros trabalhos 

desenvolvidos com a caracterização molecular da espécie. Em pesquisa conduzida por 

Buldewo, Pillay e Jaufeerally-Fakim (2012) marcadores ISSR foram utilizados na 

identificação da diversidade genética entre 12 cultivares de Anthurium andraeanum. As 

distâncias genéticas entre os diferentes genótipos variaram de 0,24 a 0,78, revelando 

ampla variabilidade genética entre os genótipos em estudo. O trabalho desenvolvido por 

Souza Neto e colaboradores (2014) envolveu 20 genótipos de antúrio, os quais tiveram 

a diversidade genética estimada com a utilização de marcadores ISSR e RAPD. Os 

autores geraram uma matriz binária conjunta para estes marcadores. Os maiores valores 

de similaridade corresponderam a 0,27, entre os genótipos SA 01 e SA 02, os quais 

compartilhavam muitas características comuns, sendo inadequados para cruzamentos. Já 

os genótipos SA 01 e NA 33, que compartilhavam apenas uma característica em 

comum, apresentaram a maior dissimilaridade, de 0,914. Assim, segundo Souza Neto e 

colaboradores (2011) o cruzamento entre os genótipos SA 01 e SA 02 não seria viável 

para obtenção de novas variantes. Já os genótipos SA 01 e NA 33, por apresentarem 

grande dissimilaridade entre si, podem ser considerados promissores em processos de 

melhoramento genético e possíveis genitores de novas variedades.  
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A partir da matriz de distâncias genéticas, utilizando-se o método de 

agrupamento UPGMA, por meio do coeficiente de Jaccard, foi gerado o dendrograma 

de dissimilaridade genética (Figura 3), com ponto de corte de 0,50, o qual foi obtido 

pela distância genética média. O valor do coeficiente de correlação cofenética (CCC) 

calculado foi de 0,8522. De acordo com Rohlf (1970), valores de coeficiente de 

correlação cofenética menores que 0,7 indicam inadequação do método. Assim, o valor 

do coeficiente obtido no presente trabalho indica boa representatividade do 

dendrograma de dissimilaridade genética gerado para as amostras de antúrio em estudo. 

 

Figura 3 – Dendrograma de dissimilaridade genética entre quatro amostras de folha (F) 

e quatro amostras de calo (C) de antúrio. Grupos formados: I (2 - Sublime F; 6 - 

Sublime C); II (1 - Luau F; 4 - Jureia F; 5 - Luau C; 8 - Jureia C); Grupo III (3 - Maré 

F); Grupo IV (7 - Maré C).  

 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

O ponto de corte, gerado pela distância genética média, resultou na divisão 

das amostras em quatro grupos, os quais podem ser observados na tabela 7. No primeiro 

grupo estão as amostras 2 e 6, as quais correspondem às amostras de folha e calo 

embriogênico da mesma cultivar (Sublime). Assim, por mais que haja distância genética 

entre amostras de uma mesma cultivar, esta tenderá a ser mínima. 

 O mesmo ocorre com o segundo grupo, no qual as amostras 1 e 5, e 4 e 8, 

correspondem às amostras de folha e calo embriogênico das mesmas cultivares de 

antúrio, Luau e Jureia, respectivamente. No entanto, é importante observar que dentro 
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do grupo, as amostra 4 e 5 são aquelas mais próximos geneticamente, bem como as 

amostras 1 e 8. Porém, as quatro amostras integrantes do grupo possuem maior 

similaridade genética, quando relacionados àquelas amostras em grupos distintos.  

Os grupos III e IV, são os mais afastados geneticamente dos demais, sendo 

compostos pelas amostras 3 e 7, respectivamente, correspondendo, nesta ordem, às 

amostras de folha e calo embriogênico da cultivar Maré. Diferentemente dos casos 

anteriores, os dois tipos de amostras de DNA da cultivar Maré, possuem distância 

genética bem superior, não estando ligados pelo agrupamento de similaridade genética.  

Esses resultados são similares ao caso anteriormente discutido sobre 

diferenças na caracterização molecular entre amostras de DNA de folhas e calos 

embriogênicos, para uma mesma cultivar. Assim, ele pode ser explicado da mesma 

maneira, com a ressalva de que nesse caso, a comparação é feita entre e dentro dos 

grupos formados, porém, segue o mesmo raciocínio, ou seja, a cultivar Sublime é aquela 

que possui maior estabilidade genética e a cultivar Maré, a menor, além de possuir a 

maior distância genética entre as amostras de antúrio estudadas. Por fim, quando 

comparadas às cultivares Sublime e Maré, as cultivares Sublime e Jureia são mais 

próximas geneticamente entre si. Estes resultados enfatizam que, dentre as cultivares 

estudadas, a cultivar Maré é aquela mais indicada para ser usada em programas de 

melhoramento genético d antúrio. 

 

Tabela 7 – Agrupamento das amostras de folha (F) e calo (C) de antúrio, pelo método 

de UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard. Amostras: 1 - Luau F; 2 - Sublime F; 3 

- Maré F; 4 - Jureia F; 5 - Luau C; 6 - Sublime C; 7 - Maré C; 8 - Jureia C 

  

 

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo. 

 

A caracterização molecular de cultivares de antúrio, a partir de DNA de 

diferentes tecidos, possivelmente é uma novidade na área de pesquisa dessa espécie, 

sendo o presente trabalho um dos primeiros desenvolvidos com este estudo. 

 

Grupo Amostras 

I 2 e 6 

II 1, 4, 5 e 8 

III 3 

IV 7 
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4 CONCLUSÕES 

 

O protocolo de extração de DNA utilizado neste trabalho foi eficiente para 

obtenção de DNA de qualidade e em quantidade satisfatória, a partir de amostras de 

folhas e calos embriogênicos pertencentes às cultivares de antúrio Luau, Sublime, Maré 

e Jureia. 

Os marcadores ISSR selecionados para amplificação das amostras de DNA 

foram eficientes em detectar polimorfismos entre as cultivares. 

Foram distinguidos marcadores polimórficos específicos para 

caracterização molecular de cada uma das amostras de DNA das cultivares, o que pode 

garantir maior eficiência nos processos de lançamento de novas cultivares, bem como 

na proteção legal destas. 

Amostras de DNA de folhas e calos embriogênicos podem apresentar 

diferentes graus de polimorfismo, para uma mesma cultivar, sendo que Sublime é a 

cultivar geneticamente mais estável e Maré, a menos estável. 
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APÊNDICE A – PROTOCOLO DE CALVALCANTE (2004), COM 

MODIFICAÇÕES 

 

 

 

 

 

 


