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1. Introducéo

Entre as espécies ornamentais cultivadas, os anttirios
(Anthurium spp.) merecem destaque. Pertencem & familia
Araceae, ao género Anthurium Schott., sendo ornamentais a
maioria das suas 800 espécies. O Anthurium andraeanum
Linden é a espécie deste género de maior importancia
econdmica e a segunda flor tropical (Fig. 1A) mais
comercializada no mundo, perdendo apenas para as orquideas.
E largamente utilizado na floricultura como flor de corte,
folhagem ou planta envasada, e no paisagismo.

Embora sejam caracteristicos de regifes tropicais, os
antdrios sdo produzidos sob estufas em todo o mundo.
Aproximadamente 90% de sua comercializacdo se déo na
Europa, principalmente na Holanda. S&o cultivados em vérios
locais no Brasil, sendo a principal regido produtora o Vale do
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Ribeira, no Estado de Sac Paulo, ende sdo cultivados sob
telados (Fig. 1B) (Tombalato & Castro, 2005).

Os anttrios séo planias semi-herbaceas, eretas e 0 gue
normalmente se conhece por flor é na verdade um conjunto
formado por uma espadice e pela espata (Fig. 2A-H). A
espadice é uma inflorescéncia constituida por flores
mintisculas e dispostas em espiral (Fig. 21), sendo protegida

por uma folha modificada (bréctea colorida) denominada { |
espata. Suas flores sdo hermafroditas e apresentam o0 1 Fig. 1. Inflorescéncia de antirio tipo P ————
fenémeno de protoginia, ou seja, os 6rgéos sexuais femininos ;'Z?d:lgra(;i (espata), estruturas comumente chamadas de flor
. . . ; : antio comercial de antirio, sob i B
. : ) ) : . iVos,. o = ., Sob cultivo
atingem primeiramente a maturidade e tornam-se receptiv regiao do Vale do Ribeira, ern Sag Paulo (B, protedido. na

enguanto as estruturas masculinas ainda encontram-se
imaturas, dificultando a autofecundacdo e favorecendo o
cruzamento natural entre plantas diferentes (Tombolato & "

ior

f =
£ vt G 5
Castro, 2005). i T ‘o
Seu cultivo & realizado em vérias partes do mundo e, no o N L
. = s 4 - 22
Brasil, intensifica-se a cada década. Nos plantios sao utilizadas J e = E % 2
. A k] &
variedades/cultivares de diferentes procedéncias, melhoradas Ly | 3
i C:

no Brasil e na Europa, além de algumas selectes de colegdes
particulares (Castro et al., 2004). Leme (2004) relata que as
cultivares nacionais, desenvolvidas pelo programa de
melhoramento genético do Instituto Agronémico (Campinas,
SP), além de competirem com as variedades imporiadas,
levam a vantagem de menor custo na aquisicdo das mudas e
serem plantas risticas e adaptadas as nossas condicoes

climaticas. Fig. 2. Desenho esquemitioo. dus

2 : _ partes componentes do
anturio: raiz (A), inflorescéncia (espadice & espata) (B)

_e-Spé_diceA[C)., flor (vista frontal) (D), flor {vista lateral) (E)
;gfrutesiencla (F), fruto tipo baga (G), detalhe do frﬁto tHi
-onte: Tombolato & Castro, 2005) & espadi iri
m a, 2 pédice d :
flores femininas receptivas (1) e eom
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2. Propagacao

' jo sexuado
O anttirio pode sef propagado tanto por meio $
quanto assexuado.

e & : ig. 3), €

A propagagdo sexuada, isto é, por Sengtssr::a?dngir .
um processo lento, levando geralm:gtzrig{gﬂes obtidas 580
wi d? prOduzzziltaifgner?\l‘s;{a]%tas desun_ifOr_m_eS' podendos
heterogen::fr ;m vigor, tamanho e produtuwdadZ, laeto Zt
e \:;ncias Has cores, formas e tamanhos (Tolr;' .(;r-nento
inflores ) Entretanto, em programas de me ior g
A ,2.00 b = da propagacéo sexuada € @ prmmp.al ocr!m
geneucoob’tznzgg de novas vai:iedades. Depois de selecionadas,
paraao

tativamente,
as novas progénies devem ser propagadas vege

i ' jam mantidas.
para que as caracteristicas desejadas sgjam

N A

l Fata: Claudie de Norpes Rocha

i A
Fig. 3. Muda de antdrio 'Cananéia
germinagéo de sementes, em tubete.

obtida a partir da

p r b S
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produzidas e a possibilidade de disseminacdo de pragas e
doencas (Tombolato et al., 2004). Além desses dois métodos,
mais recentemente vem sendo utilizada a micropropagacao,
uma modalidade da cultura detecidos vegetais.

3. Micropropagacéo

Tendo em vista que um dos principais fatores limitantes
para o cultivo do antlrio é a disponibilidade de mudas em
quantidade e de qualidade, sua producac em laboratério se

torna uma técnica alternativa para atingir este propdsito.

A micropropagacao vem sendo empregada para a répida
propagacdc clonal e alta producdo de mudas de novas
variedades de antdrios. A grande producdo de mudas s6 ocorre
mediante a cultura in vitro, uma vez que, pelo método
tradicional de propagacdo, apenas algumas unidades de

plantas podem ser obtidas anualmente (Tombolato et al.,
2004).

Como muitas das variedades de anttrio sao hibridos, a
tem permitido a uniformizacdo de

caracteristicas, tais como: época de floracdo, coloracio,

tamanho e forma das flores, entre outros aspectos (Fuzitani &
Nomura, 2004).

A maioria dos trabalhos com a cultura de tecidos de

anturio tem sido desenvolvida na Holanda, Alemanha e
Estados Unidos (Lightbourn & Prasad, 1990). No Brasil, o
primeiro registro € o de Castro et al. (19886).
atualmente, existam outros grupos conduzindo ensaios nesta
area, a técnica mais empregada ainda é a desenvolvida pelo
Instituto Agronémico (Tombolato & Quirino, 1996: Tombolato
etal., 1998; Tombolato et al., 2002; Tombolato et al., 2004),

Embora,
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Tem-se observado gue existe UmMa grande variacdo nas
respostas das plantas, gquanto as suas necessidades
fisiologicas, nos diferentes genotipos estudados. Como 0S
daptam para uso geral, a maioria dos
lver processos mais eficientes e/ou
de forma a aplica-los as
htbourn & Prasad, 1990).

protocolos ndo se a
estudiosos busca desenvo
adaptar os métodos ja existentes,
diferentes variedades de anturio (Lig

4. Protocolos para Micropropagagao

Existem varios protocolos para a micropropagacao do

anturio, Entretanto, é importante ressaltar que geraimente s80
necessarios alguns ajustes para a obtencédo de resultados
satisfatorios em diferentes gendtipos. De um modo geral, a
metodologia empregada envolve as seguintes etapas: a)
escolha do material vegetal, preparacao e inoculagdo do
explante no meio de cultura; b) inducdo de partes aéreas efou
multiplicac@o dos propégulos, por meio de vérios subcultivos;
c) alongamento e enraizamentio das brotactes produzidas; € d)
aclimatizacdo (transplantio das mudas obtidas para substrato

adequado).

Na fase de estabelecimento, na qual se faz a selecio dos
explantes, a desinfestacdo e a inoculacdo do material em meio.
nutritivo, sob condicdes assépticas, pode-se empregar Varios
tipos de explantes, tais como: sementes (Fig. 4A), meristemas
(Fig. 4B), frutos com sementes (Fig. 4C), frutos sem sementes
(Fig. 4D) e seccdes de folhas (Fig. 4E), sendo estes 03 mais

utilizados.
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Fotos: (& e B) Ana Cristing Partugal Pinto de Carvalho

B E

Fig. 4. Ti
Vl_sro dolzziﬁfbexslantes empregados no estabelecimenta in
+ sementes {A), meristem
i y a (B), fru 7]
ementes (C), fruto sem sementes (D) & seccao foliar (EED o

4.1. Organogénese Indireta por Explante Foliar

De ac i r i
el e?r?D com metodologia desenvolvida por
_ al., 1998), os seguintes passos sio necessarios

para induzir organogén T
ese indireta )
anturio: em segmentos de folhas de

4.1.1. Material Vegetal e Desinfestacso

deverﬁ?on;ae:er];al VdeQetal utjlizado s&o folhas bem jovens que

Auxilio de uma\/;s as .em agua c?rren'te e detergente, com

cortadas na. regia ponj? pem ‘rnam_a (Fig. BA). As folhas s&o

segmentos de ag © proxima a nervura central (Fig. 5B), em

de largura. O Droxlmadamente 8 cm de comprimento e 3 cm

e d;fOIhcompnmet-r_\.to do segmento vai depender do
a a ser utilizada,
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a Cristina Portugal

Rocha (B A il e Carvaihe

Fotos: (A) Claudio de Norbigs

- r m agua correnie &
: anttrio com ag ¢
i em da folha de anturio ©BH AT e
P 5-8‘:-::350”1 auxilio de uma esponja {A) e::;l:\(a)
2::::;2 cortéd.a.na regifo proxima 4 pervuracen

jares sac
Em capela de fluxo lam._irna'r, 0s segmel:;o(sj;:ta:n s o
ipiente gsterilizado & mergu .a ; e
e TeCdD deixando-os escorrer depois pa!ra o
R SegUl‘ﬂ Oésc; Em seguida, 08 segmentios foharets SZO
" excf;?;’od: ?)(;:Jag olutro -recipiente estgri:zacizs g:r_;_zr;en
e i slci % + 3-4 90
So‘i"géo " hipoi‘ggt;iedza:gﬁlzgc;)s, f‘,ob agitagé-o duiante z’le(i
B e Caf_ia d —oé escorrer depois, € Iavad.o's irés Vga_da
minUtO_Sr s 0com agua destilada estenh?ada. _Ser
SUCES'S"VaTS:::é durar aprox‘imadamente 1 gwmuto e
Z?:tigaliieo, prefefencialmente-, em frascos separados.

4.1.2. Inoculagdo dos Explantes

ici locar as secgdes
] 50 superficial, col
s a desinfestagad =t e e om
:)1' P;Z: sobre papel de filtro estéril e cortar 0? sre;ija e fianem
0 '-aﬂio de pinca e pisturi autoc_lavadgs, de -(Ei "
aL:));w 1 cmade Ié\rgura e 7cmde comprimento {Fig.
c

Aspectos Praticos da Micrapropagacao de Plantas
mais apical submersa no meio,

4) Colocar os frascos contendo os explantes em camara
escura, a 25°C, para induzir a formacgéo de calo.

B) Apds 2 a 3 meses, transferir os frascos para sala de
crescimento, com 16 horas de fotoperiodo.

I

Nordes Rucha

Fotos: (A) &na Cristing Fortu,

Pinto diz Carvalho (B) Claudia de

; ; ﬁ%
i o B

Fig. 6. Segmento de folha de antdrio com tamanho de 1 x 7 cm
{A), cortado em seccdes de 1 cm’ (B).

4.1.3. Multiplicacdo

1) Quando os calos apresentarem inicio de formacio de
clorofila, isto €, se tornarem verdes (Fig. 7A), aguardar de 10 a
16 dias, transferi-los para o meio de cultura P2,

2) Manter as culturas em sala de crescimento com regime de

16 horas de luz, temperatura de 251°C e intensidade luminosa
de 30 umol/m?/s.

4.1.4. Alongamento e Enraizamento

de 1 cm’, de formaquea

- coes )
2) Cortar cada segmento em sect - do explante (Fig. 6B).

. - -
nervura central figue na regiao media o
es -preferencia!mente um por &
|tL;ra p1 (Tabela 1), com 1/3 da reg

1) Passados 2 meses, quando os brotos atingirem
aproximadamente 1 cm de altura (Fig. 7B), transferi-las para o

meio P3, onde permanecerdo por mais 2 a 3 meses. Nessas
3) Inocular os explant

ensaio, em meio de cu
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inicio a formacdo de
condicdes, alguns brotos podem dar inicio @
raizes (Fig. 7C). )
ir a - is desenvolvidas
2) Posteriormente, transferir as plantas r;alsm e tador o
ara o meio MS (Murashige & Skoog. 1962) seerménecem o
: scimento, enguanto as plantas menores p
cre i ]
meio P3. R
3) Apos 2 a 3 meses, aclimatizar as rnuc_ias (;E@ o) e
bs‘frato comercial, adicionado de vermiculita e 3 de
o ' ; a0.
(ou p6 de coco seco), em casa de vegetacac

de Carvalho

B) David dos Santos Junior

sting Portugal Finta

v
(Ae

Fotes:

(C e Bl An ¢

m— T ) jo de cultura
iar d tdrio inoculado em meio de CUiLh
i xolante foliar de antuy 1 o i
I'??. Zr;nixc?éta\he da nervura central € a forn::iz;?i:iuc‘tura o
: : i ontato com o !
idades que ficam em ¢! : i
Eﬂ;igfl:es f:lé ghtario regeneradas a partif .d.e cuaégs oo
* e:;i lénte‘foliar, em meio de cultura P2 (B); mtc). e
em énzradas em meio de C.UItL.”a ES g e;:w-owimento
it répagada de antiric 'Eidibel’, com des
microp antur
adequade para ser aclimatizada (D),
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Tabela 1. Meios de cultura P1, P2 e P3 utiliza

dos em diferentes etapas da
micropropagacdo do anturio (Pierik, 1978).

Componentes '™ P P2 P3
mg/L

NHaNO3 825 825 206
KNOs 950 950 950
MgS04.7H20 370 185 1856
KHzPO. 85 85 85
CaClz,4H:=0 440 220 220
Sacarose 30.000 20.000 20.000
BAP - 1 -
2,4-D 0,08 - -
Zea (Zeatina) 1

trientes, FeEDTA, mio-inositol e
pH corrigide para 8,0 @ autoclavados a 1 atm

"Todos o8 meios sd0 acrescidos dos micrenu
vitaminas do MS, solidificados com agar,
e 120°C, durante 20 minutos,

4.2, Organogénese Indireta por Explante de Fruto

E importante mencionar que esta metodologia,
desenvolvida por Santos et al. {2005), deve ser ajustada para
que possa ser utilizada na producdo de mudas de antdrio em
larga escala. Entretanto, os resultados preliminares indicam
que € possivel induzir a formag&o de calos em frutos de anturio
Sem sementes, com a posterior regeneracao de plantas
completas, Dentre as vantagens deste método, pode-se citar 3
reducdo do tempo e dos custos na obtenc¢ao das mudas.

4.2.1. Material Vegetal e Desinfestacao

Frutos maduros sem semente sio empregados como
material de partida.

As espadices contendo os fruto

s maduros (Fig. 8A)
deverdo ser

lavadas com &gua carrente e sabao liquido
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ST 0, te
T l’ N i m i m i cia.

4.2.1.1. Na Bancada do Laboratdrio

i izar com
1) Colocar a espédice numa placa de Petri e.pul\.;e;aao el
ufna solucio de antibiético (rifampicina de sodio a 12,
deixando o material por 2 horas.

i adi alcool
2) Em recipiente adequado, desinfestar a espadice com
70% por 2 minutos.

¢ ?

ipi cédo de
4) E, posteriormente, em outro recipiente, em soluc
carbenzim a 50% (p/v) por 2 horas.

5) Retirar os frutos maduros da espadice.
4.2.2.2. Na Capela de Fluxo Laminar

ipi erilizado e
1) Colocar os frutos maduros em recipiente esteril )
irnerg.i'—los er alcool 70% por 2 minutos.

-
> ? 4

duros é ezes suce sivamentie, com
3) Lavar os frutos maduros, trés vez S sSsIv § r’_ ' o
égua destilada esterilizada. Cada ellxaguref dre_ e.ial dut ‘
. men min : 'etuado, preferenciaimen €
i 1 mi utoesere_fe
-aproxnmada ente
em frascos separados.
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4.2.3. Inoculagdo dos Explantes

1) Apés a desinfestacio superficial, colocar os frutos maduros
numa placa de Petri esterilizada (Fig. 8B) e retirar al(s)
semente(s) com auxilie de pinga e bisturi autoclavados,

2) Apds a remocéo da(s) semente(s), os frutos sdo inoculados
em tubos de ensaio contendo 10 mL de
suplementado com

diclorofenoxiacético).

meio de cultura MS
18,08 uM de 2,4-D (dcido 2,4-

3) Colocar os frascos contendo os explantes em camara de
crescimento a 25°C e soh fotoperiodo de 16 horas.

;
Fig. 8. Espadice de anturio, cultivar Cananéia, contendo vérios

frutos maduros para excisdo (A) e 0 seu fruto madure sem
semente (B).

4.2.4. Multiplicacso

1) Apés 30 dias, quando os calos apresentarem uma coloracio
branca a bege (Fig. 9A) e parecerem Ser organogénicos,

transferi-los para meio de cultura MS adicionado de 0,89 yM
de BAP (benzilaminopurina),

2) Depois 30 dias, os calos apresentarao inicio de formacao de
clorofila (Fig, 9B), isto €, se tornario verdes, e apés mais 30
dias ocorrerd a formacéo de plantas (Fig. 8C).

227
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em §
3) Durante todo o processc, manter as culturas
crescimento com regime de 16 hor

ala de
as de luz, temperatura de

2
951°C e intensidade luminosa de 30 gmol/m’/s.

As brotacoes obtidas podem ser multiplicadas atraves de

jante nodais,
sucessivos subcultivos mediante 0s segmt-:-ntc}sl‘ldas o
diretémehte a partir do seccionamento das mudas, O

indiretamente, via brotos estiolados.

de Nofdies Roeha
al Pinto de Carvalhio

(C) Apz Cri

Fig. 9. Calo de anturio 'Cananéia’, de coloragaofﬁ:ﬁ)eéiogmfﬁz
a tiartir de explantes de fruto sem :semenfce, em - tfanstrénéia
contendo 2,4-D (A); de coloragdo yerde apo transferéneie
ara o meio de cultura com BAP (B); e plantas ngP(C) ;
Ppart‘ir desses calos em meio de cultura contendo Gl

4.3. Micropropagacéo por Segmento Nodal

Este protocolo, desenvolvido por (Pinheiro, 2007),
consta das seguintes etapas:

4.3.1. Material Vegetal

mudas estabelecidas in vitro (Fig. 10A).
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4.3.2. Inoculacido dos Expiantes em Capela de Fluxo
Laminar

1) Inocular quatro explantes por frasco de vidro transparente
com capacidade de 220 mL (Fig. 10B), contendo 30 mL do

meio de cultura de Pierik (1976), adicionado de 2,22 M de
BAP.

2) Manter as culturas em sala de crescimento, a 25+ 1°C,

intensidade luminosa de 30 umol/m¥s e fotoperiodo de 12
horas.

4.3.3. Subcultivos

Realizar os subcultivos em intervalos de 30 dias.

£

'3 2

ol - £
-w E 5
&

g

=

¥,

il

v o

J ,g
= : £

Fig. 10. Mudas de antririo, cultivar Eidibel, estabelecidas in
vitro (A) e explantes provenientes dessas mudas inoculados
em meio de cultura Pierik, contendo BAP (B).

4.4. Micropropagacéo por Estiolamento

Protocolo também desenvolvido por (Pinheiro, 2007),
que tem como base o estiolamento das brotagées. 0
estiolamento é uma técnica em que se obtém o

229
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na
desenvolvimento de brotos, caules ou partes‘deiizsélon
i me
&nci usa crescimente, gera
auséncia de luz, o que ca I oo
gado e com coloracdo amarela ou branca, gl;n gzaoﬁ(jja;enfo
i i j & Kester, 1990). O es
cia de clorofila (Hartmann & . tiol o
cénicas dos
ignificaca sduz as propriedades me
retarda a lignificacao e red " / o
tecidos, induzindo o enraizamento nas brotagdes estiolad
(Biasi, 1996). N
i s
A micropropagacdo por ITIBIO. de segm?ggjss) r:;nr;o
estiolados in vitro foi proposta por Kiss et gl. .( Coni,egﬁ\,e;
desenvolvida inicialmente para o aba’cax;_zenrq .\',antagem
(Ananas comosus var. comosus). Este método .tem a:j ; dD 'e,rou
. - ca in -
[ O de regeneracdo, impe :
de evitar lesbes na zona oo
reduzindo a formacéo de calo g, consequenten:le.nte, E::Sora -
. | i variabilidade fenotipica. E :
nando baixos niveis de enatipica ’ I
. i i i 4 tenha si
duca ' tro por esta técnica |
roducdo de mudas in vi : et te oo
Feiatéda para algumas culturas, este € o primeiro registro p
anturio e segue este procedimento:

'ﬁ
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2) Manter as culturas sob temperatura de 25+ 1°C e em
auséncia de luz, por 60 dias.

3) Verificar se o estiolamento in vitro ocorre apenas nos brotos
que se desenvolvem a partir das gemas axilares, presentes nos
nos (Fig. 11A),

4.4.3, Etapa 2: Obtencdo das Mudas

Esta etapa, empregando-se os brotos estiolados in vitro
da Etapa 1, constard dos seguintes passos, também
executados em capela de fluxo laminar:

1) Seccionar os brotos estiolados em segmentos contendo
apenas dois nds,

2) Colocar os explantes horizontalmente, um por tubo de ensaio
(150 x 25 mm) contendo 10 mL do meio de cultura de Pierik

(19786), suplementado com 2,22 uM de BAP.

3) Manter as culturas (Fig. 11B) em camara de crescimento
com temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 30 pmol/m?/s.

4.4.1. Material Vegetal

i idas

Os explantes sao obtidos a partir de mudas estalselecrlﬁiS

in vitro (Fig. 10A), gue sdo seccionadas em gegmecon

(it r ' dio de 5 cm, =

caulinares (microestacas) com ta‘manho medl_o d S omly oon
:l'endo em torno de trés a cinco nds, que devem ser

Rocha

Groes

m
o

=
desfolhados. " §
4.4.2. Etapa 1: Indugdo ao Estiolamento ‘ ;’
£ {
W A

: . B 4
Fig. 11. Segmento caulinar de antirio 'Eidibel' contendo de 3a
5 nos, totalmente desfolhada, sob estiolamento in vitro (A): e
em crescimento apds a exposicao 4 luz (B),

1) Inocular os explantes, em capela de fluxo laminar, perr;:z:;
cularmente, um por tubo de ensaio (150 x 25 mm) cont o
10 mL-do meio de cultura de Pierik {1976), sem a adicao

fitorreguladores.
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4.4.4, Alongamento e Enraizamento das Mudas

i ultura
Apds B0 dias, transferir as mudas pe_lra 0 metg qéa?,io_as
de Pierik (1978), sem regulador de crescimento, delx
nesse meio por 2 meses.

4.5, Aclimatizacao

o ]
Seguindo protocolo produzido por.TomboIatode; Ze
(1998), a aclimatizacdo das mudas micropropagada

anturio obedecerd a seguinte sequéencia.: d
' j vidas e

1) Retirar, do meio de cultura, mudas bgm dce)senvol

apresentandoum bom sistema radicular (Fig. 7C).

i irmi residuos do
2) Lavar as raizes em &gua corrente para eliminar res
meio de cultura. o
3 asti 150 ,
3) Plantar as mudas em bandejas plasticas ou de D

dos macronutrientes do MS. .
4) Cobrir as bandejas com plastico transp.arente;e"msagge‘uisr
em camara de cultivo com intensidade lumlg:)é.a el.
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 2 . |
5) Remover as caixas apds 30-40 dias para terzpe;raft:iiz
ambiente e eliminar a cobertura gradualmente para a p
adaptacdo das mudas (Fig. 12A-B). | L
6) Transferir as plantas individualmente, decorr[[clcr)rsargzislosa
dias, para recipientes contendo como Msubétr.a;to ra praoee
4+ areia + matéria organica na proporgao 1:1: eFrT\ ey
casa dé- vegetacao com 70% de sombreamento (Fig.
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T T —— £l
Fig. 12. Mudas micropropagadas de antlric, cv, Eidibel,
plantadas em bandejas plasticas, aproximadamente aos 30 (A)
e 60 dias (B) de aclimatizacdo; em sacos plésiicos,

aproximadamente aos 90 dias de aclimatizacdo (C) e em
destague (D),
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