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" Introducéo

: Entre as plantas ornamentais cultivadas, os antlrios
merecem destaque. Pertencem & familia Araceae e ao género
Anthurium Schott. A maioria das suas 800 espécies &
-ornamental, sendo aproximadamente 130 dessas encontradas
no Brasil (CASTRO et al., 2004; TOMBOLATQ et al., 2004;
LIENDO; MOGOLLON, 2009).. O Anthurium andraeanum
Linden (Figura 1A} é a espécie deste género que apresenta
: maior importancia econdmica e a segunda flor tropical mais
-comercializada no mundo, atras apenas das orquideas {Castro
-etal., 2004; Tombolato et al., 2004). E largamente utilizado no
paisagismo e na floricultura, como flor de corte, folhagem ou
planta envasada.
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Embaora sejam caracteristicos de regides tropicais, 0s
antdrios sao produzidos em estufas por todo o mundo.
Aproximadamente 90% de sua comercializagdo ocorrem em
praticamente.todos os paises da Europa, principalmente na
Holanda. No Brasil, a producéc comercial de antUrio concentra-
se principalmente em regifes subtropicais, como na regido
Sudeste, no Vale do Ribeira (Figura 1B}, Holambra e Atibaia
em S&o Paulo, onde séo cultivados em telados (TOMBOLATGO;
CASTRO, 200b). Na regiao Nordeste, destacam-se os Estados
de Pernambuco, Ceard e Bahia, que vem apresentando
atividade de maior expressao, focando os mercados interno e
externo (CALDARI JUNIOR, 2004; CUQUEL; GROSSI, 2004).

Sua producao comercial é crescente, impulsionada pelas
demandas nacional e internacional, pela introducdo de novas
cultivares importadas e pelo desenvolvimento de variedades :
nacionais, que levam vantagens em relacdo as importadas,
pois pessuem menor custo na aquisi¢do das mudas, além de
serem mais rusticas e melhor adaptadas as nossas condicOes
climaticas (LEME; HONORIO, 2004).

0Os antdrios sac plantas semi-herbéaceas, eretas e o que
normalmente se conhece por flor é na verdade um conjunto
formado por uma espadice e pela espata (Figura 2A-H). A
espadice & uma inflorescéncia constituida por flores
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Figura 1. Inflorescéncia de antirio w<. Eidibel H_vn..vz..mmum

2z - - g mm
{espadice) e folha modificada {espata), estruturas comumente
chamadas de flor (A} e plantio comercial de antdrio, sob cultivo

protegido, na regido do Vale do Ribeira, em S&o0 Paulo {B).

Desenha esqguamético: Frank Si!va

é
mindsculas e dispostas em espiral (Figura 21}, protegida por
uma folha modificada (bractea colorida) denominada espata.
Suas flores s@o hermafroditas e apresentam o fendtmeno de
protoginia, em que os Orgédos sexuais femininos atingem:
primeiramente a maturidade e tornam-se receptivos, enquanto -
as estruturas masculinas ainda encontram-se imaturas, ..
dificultando a autofecundacédo e favorecendo o cruzamento
natural entre plantas diferentes (TOMBOLATO et al., 2004;
TOMEOLATO; CASTRO, 2005}. _

Figura 2. Desenho esquemdético das partes componentes do
antlirio: raiz {A), inflorescéncia (espadice e espata) (B},
espddice (C), flor (vista frontal) (D}, flor (vista lateral) (E),
infrutescéncia {F}, fruto tipo baga (G), detalhe do fruto (H)
{(Fonte: TOMBOLATO; CASTRO, 2005) e espédice de antdrio
com flores femininas receptivas (I}.

I

228

Capitulo 3 - Micropropagagéo de Antirio

Foto: Bavid dos Santos JOnior
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Atualmente, o antdrio constitui a principal espécie de flor
tropical de interesse econémico no Brasil {ANEFALQOS et al.,
2010). Seu cultivo intensifica-se a cada ano por causa,
principalmente, do programa de Bm_qumﬂso:ﬂo do Instituto
Agrondmico (IAC, Campinas, S&o Paulo). O IAC desenvolveu
as primeiras cultivares de anturio’com o objetivo de criar
plantas bem adaptadas as oo:a_mmmm climaticas do Brasil, e que
permitissem o cultivo e a exploracéo comercial para flor de
corte e planta de vaso {TOMBOLATO et al., 2004). Leme
(2004) relata que as cultivares nacionais, desenvolvidas pelo

IAC, possuem vantagens competitivas quando comparadas

com as variedades importadas.

Dessa forma, nos plantios brasileiros s&o utilizadas .

variedades/cultivares de diferentes procedéncias, melhoradas
no Brasil e na Europa, além de algumas selecdes de colecdes
particulares (CASTRO et al., 2004).

Propagacéo

O antlrio pode ser propagado tanto por meio sexuado

quanto assexuado.

-

A propagacéo sexuada, isto é, por sementes (Figura 3), é.
um processo lento, levando geralmente trés anos para iniciar 0

florescimento e cinco anos para atingir o épice da producéo
comercial. Além disso, as progénies obtidas sdo heterogéneas
resuitando em plantas desuniformes em vigor, tamanho e

produtividade, e exibindo variagdes notaveis no tamanho, forma

e cor das inflorescéncias {TOMBOLATO et al., 2004)
Entretanto, em programas de melhoramento genétice, o uso da
propagacao sexuada € a principal forma para a obtencdo de
novas variedades. Depois de selecionadas, as novas progénies
devem ser propagadas vegetativamente, para a fixag@o e

manutencéo das caracteristicas desejadas.
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_ummc_.w 3. Muda de antdrio ¢v. Cananéia obtida a partir da
germinac@o de sementes em tubete.

A propagacdo assexuada ou _fm@mﬂmﬂ?m é feita

| convencionalmente por divisdo de touceiras ou por estaquia.

Esses métodos apresentam como desvantagens o baixo
‘nimero de mudas produzidas e a possibilidade de
- disseminac&o de pragas e doencas (HAMIDAH et al., 1997;

MARTIN et al., 2003; TOMBOLATO et al., 2004; VIEGAS et

..m_:moo.:.

Além desses dois métodos, vem sendo utilizada a

- micropropagagéo, também conhecida por propagacéo in vitro,
-uma importante modalidade da cultura de tecidos. Esse

método propicia a obtenc@o de um grande nimero de plantas

~

idénticas - & planta matriz, sendo uma modalidade de

propagacéo vegetativa.

Dessa forma, a micropropagacéo tem sido bastante

” utilizada para a producdo massal de clones de variedades de
antdrio, o que permite a uniformidade das plantas produzidas

(FUZITANI; NOMURA, 2004; MAIRA et al., 2010). Destaca-se
gue, atualmente, a maioria das variedades de antdrio

-disponiveis para comercializacdo como plantas de vaso, no
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mercado internacional, é produzida por oc:cqm.am Hmoﬂom
(MAIRA et al., 2010). Além disso, 0 uso dessa técnica Hm& sido
sugerido como alternativa para 0 aumento da producéo de
antdrio (JAHAN et al., 2009).

Anefalos et al. {2010} realizaram uma pesquisa visando
ampliar o conhecimento sobre flores tropicais, com énfase em
antdrio e na adocao de novas tecnologias. Oo:mﬁmﬁoc‘.mm. que
97% dos entrevistados (produtores, profissionais e técnicos)
consideram que a utilizacdo de mudas micropropagadas de
anturio representa bom investimento no setor de flores, Ammam
que haja garantia de qualidade do produto, com Qo.acmmo. de
clones melhorados, com maior homogeneidade e resistencia a

pragas e doencas.

Micropropagacao

Tendo em vista que um dos principais fatores limitantes
para o cultivo do antdrio é a disponibilidade de 3camm em
guantidade e de gualidade, sua producdo em laboratorio se:

torna uma alternativa para atingir este proposito.

A grande producéo de mudas s6 ocorre mediante a

cultura in vitro, uma vez que, pelo método tradicional d

propagacdo, apenas algumas unidades de plantas podem woq.”

obtidas anualmente (TOMBOLATO et al., 2004).

Como muitas das variedades de antdrio s&o hibridos, a

clonagem in vitro tem permitido a uniformizagao de
coloracao,

tamanho e forma das flores, entre outros aspectos {(FUZITAN ,

caracteristicas, tais como: época de floracao,

NOMURA, 2004).

No Brasil, o primeiro registro de micropropagacéao d
antdrio é o de Castro et al. {1986). Embora,

existam outros grupos conduzindo ensaios nesta area, @
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técnica mais empregada ainda é a desenvolvida pelo IAC
{(TOMBOLATOQO; QUIRINO, 1996; TOMBOLATQ et al., 1998:
TOMBOLATQO etal., 2002; TOMBOLATOQ et al., 2004).

Os antdrios séo propagados, via organogénese indireta a
partir de vérias fontes de explantes, como folhas {PIERIK et al.,
1974; PIERIK, 1275; TENG, 1997; PUCHOOA, 2005; NHUT et
al., 2006; VIEGAS et al., 2007; BEYRAMIZADE et al., 2008;
ATAK; CELIK, 2009; YU et al., 2009), peciolos (KUEHNLE;
SUGII, 1991; YU et al., 2009), gemas axilares (KUNISAKI,
1980}, frutos (SANTOS et al., 2005}, sementes
(SCHIAVINATO et al., 2008; MAIRA et al., 2010}, raizes
(CHEN et al., 1997), anteras (WINARTO et al., 2010;
- WINARTO et al., 2011a; WINARTO et al., 2011b; WINARTO;
SILVA, 2012) ou meristemas (ATAK; CELIK, 2009}. No
entanto, o antdrio tem sido propagado tradicionalmente
mediante a organogénese indireta de seccdes do limbo de folha
jovem com posterior inducdo de calos e formagdo de gemas
adventicias (TOMBOLATO; QUIRINO, 19296; TOMBOLATO et
al., 1998}. Entretanto, esse método proporciona taxas de
‘multiplicacdo relativamente baixas e inconsistentes, com
‘provavel ocorréncia de variacdo somaclonal nas mudas obtidas
A{TE-CHATO etal., 2006; BAUTISTA et al., 2008).

Apés o estabelecimento in vitro do antdrio, alguns
‘autores relatam a utilizacdo de diferentes explantes para a
tapa de multiplicac8o da cultura, como folhas, segmentos
‘nodais e internodais {TE-CHATO et al., 2008}, e segmentos

nodais estiolados (PINHEIRO et al., 2009; CARVALHO et al
2011).

"r

Para o aprimoramento da clonagem de plantas, vem se
tilizando, come forma de propagacao in vitro, a embriogénese
somatica. Segundo George et al. (2008}, a regeneracdo de
Em:ﬂmm por esse sistema ocorre a partir da inducéo,
proliferacdo, maturacdo, germinacdo dos embrides somaticos
 convers3o em plantas.
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A embriogénese somética, uma das principais técnicas
de propagacéo in vitro, permite a produgdo massiva de plantas
e a reducdo de mao-de-obra, possibilitando diminuir
significativamente o custo por unidade produzida, além dos
embrides somaticos poderem ser produzidos de forma
sincronizada, com alto grau de uniformizacao e conformidade
clonal (YEUNG, 1995).

A partir de 1990, foi descrita a inducdo de embriogénese
somética em antdrio com a utilizacdo de explantes de folha,
peciolo, segmentos nodais, segmentos internodais e rafzes de
plantas previamente estabelecidas in vitro (KUEHNLE et al.,
1992; HAMIDAH et al.,, 1997; DUQUENNE et al., 2007;
BAUTISTA et al., 2008; FITCH et al., 2011; PINHEIRQ et al.,
2012}, No entanto, a maioria destes autores se limitou a
estudar as primeiras etapas da embriogénese somatica, nao
relatando os estadios posteriores de desenvolvimento dos
embribes somdéticos até a conversdo em plantas, como
sugerido por {PINHEIRO et al., 2013a; PINMEIRC et al., 2013b).

Como os protocolos publicados na literatura néo se
adaptam para o uso geral, em decorréncia da gendétipo-
especificidade das respostas morfogénicas dos antlrios, é
necessario desenvolver processos mais eficientes e/ou
adaptar os métodos ja existentes, de forma a aplicé-los as
diferentes variedades de antlrio (LIGHTBOURN; PRASAD,

1990).

Protocolos para Micropropagacéo

Como ja mencionado, existem varios protocolos para a
micropropagacdc do anturio disponiveis na literatura.

Entretanto, é importante ressaitar que, via de regra, sao
necessarios alguns ajustes para a obtencdo de resultados
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satisfatérios em diferentes genétipos. De modo geral, a
metodologia empregada envolve as seguintes etapas: a)
escolha do material vegetal, preparacdo e inoculacdo dos
explantes no meio de cultura; b) inducio de partes aéreas efou
multiplicac&o dos propagulos, por meio de varios recultivos
efou subecultivos; c¢) alongamento e enraizamento das
brotaces produzidas; e d} aclimatizacio {transplantio das
mudas obtidas em substrato adequado}.

Na fase de estabelecimento, na qual se faz a selecdo dos
explantes, a desinfestagao e a inoculacdo do material em meio
nutritivo, em condic8es assépticas, pode-se empregar vérios
tipos de explantes, tais como: sementes (Figura 4A),
meristemas (Figura 4B}, frutos com sementes (Figura 4C),
frutos sem sementes (Figura 4D) e seccdes de folhas (Figura
4E), sendo esses os mais utilizados.

(C, D e E} Claudio de Nordes Rocha
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Figura 4. Tipos de explantes empregados no estabelecimento
in vitro do antlrio: sementes (A), meristema {B}, fruto com
sementes {C}, frutc sem sementes (D) e seccio foliar {E).
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Organogénese Indireta por Explante Foliar

De acordo com metodologia desenvolvida por Tombolato
et al. {1998), os seguintes passos sdo necessarios para induzir
organogénese indireta em segmentos de folhas de anturio:

Material Vegetal e Desinfestacéo

O material vegetal a ser empregado s&o folhas jovens e
tenras que dever#o ser lavadas em dgua corrente e detergente,
com auxilio de esponja bem macia (Figura 5A). As folhas s8o
cortadas na regido proxima a nervura central (Figura 5B}, em
segmentos de aproximadamente 8 cm de comprimento e 3cm
de largura. O comprimento do segmento vai depender do
tamanho da folha a ser utilizada. ’

Ges

a Cristina Portugal
Pinto de Carvalho

Cléudio de Nor

“Fotos: (A
ftocha (B) An

Figura 5. Lavagem da folha de antGrio com &agua corrente e
detergente, com auxilio de uma esponja (A) e folha de antlrio
sendo cortada na regido proxima a nervura central (B).
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Em capela de fiuxo laminar, os segmentos foliares séo
colocados em recipiente esteritizado e mergulhados em dlcool
70% por b segundos, deixando-os escorrer depois para retirar
o excesso da solugdo. Em seguida, os segmentos sao
transferidos para outro recipiente também esterilizado
contendo solucao de hipoclorito de calcio a 1,5% com 3 a 4
gotas de detergente {para cada 100 mlL de solugdo), sob
agitagédo durante 10 minutos. Apods esse periodo, o material
deve ser enxaguado por irés vezes em Agua destilada
autoclavada. Cada enxague devera durar aproximadamente 1
minuto e ser efetuado, preferencialmente, em frascos
esterilizados separados.

Inoculacao dos Explantes

1) Apds a desinfestacdo superficial, colocar as seccdes foliares
sobre papel de filtro estéril e cortar os segmentos, com auxilio
de pinca e bisturi autoclavados, de forma que figuem com 1 cm
de largura e 7 cm de comprimento {Figura 6A}.

2} Cortar transversalmente cada segmento em seccdes de
1 em®, de maneira em que a nervura central fique na regido

- mediana do explante (Figura 6B).

3} Inocular os explantes, preferencialmente um explante por

‘tubo de ensaio, contendo meio de cultura P1 (Tabela 1}, com
- 1/3 daregido mais apical submersa no meio de cultura.

4) Colocar os frascos contendo os explantes em cémara
escura, a 25 °C, para induzir a formacé&o de calo {organogénese
indireta).

5} Apds 2 a 3 meses, transferir os frascos contendo folhas com

formacéo de calos, para o claro em sala de crescimento, com
16 horas de fotoperiodo e densidade de fluxo de fétons de
30 wmol/m?fs.

237



Aspectos Praticas da Micropropagagio de Plantas Parte 2 Capitulo 3 - Micrapropagacio de Anttrio

gal

3) Apds 2 a 3 meses, aclimatizar as mudas (Figura 7D) em
substrato comercial, adicionado de vermiculita e fibra de coco
{ou p6 de coco seco), e manté-las em casa de vegetacao.

Claudio de
des Rocha

istina Partu
{B)
Nor:

Iho

A) Ana Cr

|

Fotos:
Pinto de Carva

. .
Figura 6. Segmento de folha de antfirio com tamanho de 1 x7
cm (A), cortado em secgdes de 1 em® (B.

Multiplicacao

1) Quando os calos apresentarem inicio de formacdo de
clorofila (Figura 7A), aguardar de 10 a 15 dias, e depois
transferi-los para 0 meio de cultura P2,

{C e D} Ana Cristina Portugal Pinta de Carvatho

2) Manter as culturas em sala de crescimento com regime de
16 horas de luz, temperatura de 25 °C e densidade de fluxo de
fétons de 30 umol/m?/s.

Figura 7. Explante foliar de antlrio inoculado em meio de
cultura P1, com detalhe da nervura central e a formacéo de
calos nas extremidades que ficam em contato com o meio de
cultura {A); brotacdes de antlrio regeneradas a partir de calos
formados em explante foliar, em meio de cultura P2 (B); mudas
de antdrio regeneradas em meio de cultura P3 {C); e muda
micropropagada de antldrio cv. kidibel, com desenvolvimento
adequado para ser aclimatizada (D).

Alongamento e Enraizamento

1} Decorridos 2 meses, quando o0s brotos atingirem
aproximadamente 1 cm de altura (Figura 7B}, transferi-los para
o meio P3, onde permanecerio por mais 2 a 3 meses. Nessas
condigbes, alguns brotos podem dar inicio & formacéo de raizes
{Figura 7C).

2) Posteriormente, transferir as plantas mais desenvolvidas e
vigorosas para o meio MS {MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem .
regulador de crescimento, enquanto as plantas menores
devem permanecer no meio P3.
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Tabela 1. Meios de cultura P1, P2 e P3 utilizados em diferentes
etapas da micropropagacéo do antario {PIERIK, 19786).

‘Componenta

KNQ,
MgS0,.7H.0
KH, PO,
CaCl,.4H,0
Sacarose 30.000

BAP - 1 -
2,4-D 0,08 - -
Zea (Zeatina) 1 - -

"Todos 0s meios sio acrescidos dos micronutrientes, FeEDTA, mio-inositol e
vitaminas do meio MS, pH corrigido para 6,0, solidificados com 4gar e autoclavados a
1 atm e temperatura de 120 C, durante 20 minutos.

Fente: Tombolato et al. (1998).

Organogénese Indireta por Explante de Fruto

.

E importante mencionar que esta metodologia,
desenvolvida por Santos et al. {2005}, deve ser ajustada para
gue possa ser utilizada na producao em larga escala de mudas
de diferentes cultivares de anturio. Entretanto, os resultados
preliminares indicam que é possivel induzir a formacao de calos
em frutos de antdrio sem sementes, com a posterior
regeneracéo de plantas completas. Dentre as vantagens deste
método, pode-se citar a redug@o do tempo e dos custos na
obtenc¢ao das mudas,

Material Vegetal e Desinfestacéo

Frutos maduros sem semente sio empregados como
material vegetal inicial.
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As espédices contendo os frutos maduros {Figura 8A)
deverdo ser lavadas com &gua corrente e sabZo Ifquido
{recomenda-se digluconato de clorexidina a 2%} ou detergente
comum, com auxilio de uma espoja bem macia.

Na Bancada do Laboratdério

1) Colocar a espéadice em placa de Petri e pulverizar com uma
solugdo de antibidtico (rifampicina de sédio a 12,10 uM),
deixando o material vegetal por 2 horas.

2} Em recipiente adequado, desinfestar a espadice com 4lcool
70% por 2 minutos.

3) A seguir, em outro recipiente, imergir a espadice numa
solugéo de hipoclorito de célcio a 2,5% por 10 minutos.

4) E, posteriormente, em outro recipiente, colocar a espadice
em solucdo de carbenzim a 50% (p/v) por 2 horas.

5} Retirar os frutos maduros da espéadice.

Na Capela de Fluxo Laminar

1) Colocar os frutos maduros em recipiente esterilizado e
imergi-los em alcool 70% por 2 minutos.

2} Transferir os frutos maduros para outro recipiente
esterilizado contendo solucéo de hipoclorito de célcio a 2,5%,
deixando-os sob agitacdo durante 10 minutos.

3) Lavar os frutos maduros, trés vezes sucessivamente, com
&gua destilada autoclavada. Cada enxague deverd durar,
aproximadamente, 1 minuto e ser efetuado, preferencialmente,
em frascos separados, no qual serdo utilizados trés fracos,
sendo um para cada enxague.
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Inoculacio dos Explantes

1} Apbs a desinfestacdo superficial, colocar os frutos maduros
numa placa de Petri esterilizada e retirar a(s) semente(s) com
auxilic de pinca e bisturi previamente esterilizados por flambagem.

2) Ap6s a remocdo da(s} semente(s), os frutos {Figura 8B) séo
inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de
cultura MS suplementado com 18,08 uM de 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético).

3) Colocar os tubos de ensaio contendo os explantes em
camara de crescimento a 25 °C, sob fotoperiodo de 16 horas e
/s.

densidade de fluxo de fétons de 30 gmol/m*

al Pinto
arvaiho

“Fotos: Ana Cristina Pnrtug
de

A

Figura 8. Espadice de antdrio, cv. Cananéia, contendo varios
frutos maduros para excisfo {A}l e o seu fruto maduro sem
semente (B}.

Multiplicagéao

1) Apés 30 dias, quando os calos apresentarem uma coloracao

branca a bege (Figura 9A), indicando calos de origem
organogénica, transferi-los para meio de cultura MS,
solidificado com &gar, adicionado de 0,89 yM de BAP (8-

benzilaminopurina).

242

Parte 2 Capitulo 3 - Micropropagacio de Antdrio

2) Depois de 30 dias, os calos apresentario inicio de formacéo
de clorofila (Figura 9B), e apés mais 30 dias ocorrera a
formacéo de plantas (Figura 9C).

3} Durante todo o processo, manter as culturas em sala de
crescimento com regime de 16 horas de luz, temperatura de 25
°C e densidade de fluxo de fétons de 30 ymol/m?/s.

As brotacdes obtidas podem ser multiplicadas por meio
de sucessivos subcultivos mediante a inoculacéo de
segmentos nodais em meio de cultura P2, diretamente, a partir
do seccionamento das mudas, ou indiretamente, via brotos
estiolados (PINHEIRO et al., 2009).

Fotos: (A e B) CI
{C) Ana Cristina Partugat Pinto de Carvalho

Figura 9. Calo de antdrio, cv. Cananéia, de coloracio bege,
formado a partir de explantes de fruto sem semente, em meio
de cuftura contendo 2,4-D (A); de coloracBo verde apds
transferéncia para o meio de cultura com BAFP (B): e plantas

regeneradas a partir desses calos em meio de cultura contendo
BAP (C}.

Micropropagacéo por Segmento Nodal

Este protocolo, desenvolvido por Pinheiro et al, (2010),
consta das seguintes etapas:
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Material Vegetal

Como explantes, sdo empregados segmentos caulinares
contendo dois nés, obtidos por meio do seccionamento de
mudas estabelecidas in vitro (Figura 10A).

inoculacdo dos Explantes em Capela de Fluxo Laminar

1) Inocular quatro explantes por frasco de vidro transparente
com capacidade de 220 mL (Figura 10B), contendo 30 3._. do
meio de cultura de Pierik (1976), solidificado com agar,

adicionado de 2,22 uM de BAP.

2} Manter as culturas em sala de Qmmm:sm:ﬁoﬁ a wm °C,
densidade de fluxo de fétons de 30 ymol/m’/s e fotoperiodo de

12 horas.

Subcultivos

Realizar 0s subcultivos em intervalos de 30 dias.

i i i

Figura 10. Mudas de antdrig, cv. Eidibel, mﬂmcm._moamm in vitro
{A] e explantes provenientes dessas mudas inoculados em
meio de cultura Pierik {1976}, contendo 2,22 M de BAP (B).
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Micropropagacdo por Estiolamento

Protocolo. desenvolvido por Pinheiro et al. (2009), que
tem como base o estiolamento das brotacdes de antirio. O
estiolamento é uma técnica em que se obtém o
desenvolvimento de brotos, caules ou partes desses, na
auséncia de luz, o que causa crescimento, geralmente
alongado, e com coloracdo amarela ou branca, em razio da
auséncia de clorofila (HARTMANN; KESTER, 1990). O
estiolamento retarda a lignificacdo e reduz as propriedades
mecénicas dos tecidos, induzindo o enraizamento nas
brotacbes estioladas (BIASI, 1996).

A micropropagagdo por meio de segmentos nodais
estiolados in vitro foi proposta por Kiss et al. {1995), sendo
desenvolvida inicialmente para o abacaxizeiro comestivel
(Ananas comosus var. comosus). Este método tem a
vantagem de evitar lesdes na zona de regeneracio, impedindo
e/ou reduzindo a formacdo de calo e, consequentemente,
proporcionando baixos niveis de variabilidade fenotipica.
Embora a producéo de mudas in vitro por esta técnica j4 tenha
sido relatada para algumas culturas, este é o primeiro registro
para o anturio, e consta das seguintes etapas:

Material Vegetal

Os explantes sdo obtidos a partir de mudas estabelecidas
in vitro (Figura 10A), que sdo seccionadas em segmentos
caulinares (microestacas) com tamanho médio de 5 cm,
contendo em torno de trés a cinco nds, que devem ser
totalmente desfolhados.
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Etapa 1: Inducéo ao Estiolamento

1) Inocular .0s explantes, em capela de fluxo laminar,
perpendicularmente, um por tubo de ensaio {150 mm x 25 mm)
contendo 10 mL do meio de cultura de Pierik (1976), solidificado
com agar, sem a adi¢do de reguladores de crescimento.

2) Manter as cuituras sob temperatura de 25 °C, no escuro, por
60 dias.

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

Etapa 2: Obtencdo das Mudas

Para esta etapa, com o uso de capela de fluxo laminar,
deve-se coletar as plantas com brotos estiolados in vitro da
Etapa 1, e constara dos seguintes passos:

1} Seccionar os brotos estiolados em segmentos contendo
apenas dois nds.

2) Colocar os explantes horizontalmente, um por tubo de ensaio
(150 mm x 25 mm) contendo 10 mL do meio de cultura de
Pierik (1976), solidificado com &gar e suplementado com
2,22 uM de BAP.

3) Manter as culturas em camara de crescimento com
temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de
fluxo de f6tons de 30 wmol/m’/s, por 80 dias de cultivo
(Figura 11B). ,
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Carvalhe (B) Claudio de Nordes Rocha

Figura 11. Segmente caulinar de antdrio, cv. Eidibel, contendo
de 3 a 5 nés, totalmente desfolhado, sob condictes de

mmzo_xm:,_mzﬁo in vitro {A}l; e em muttiplicacdo de mudas a partir de
secches de brotos estiotados (B).

Alongamento e Enraizamento das Mudas

Apbs 60 dias de cultivo em meio Pierik (1976}, sem
regulador de crescimento, deixando-as nesse meio por 2 meses.

Propagacéo in vitro por Embriogénese Somatica

Este protocolo, desenvolvido por Pinheiro {2010},
Carvalho et al. {2012}, Pinheiro et al. {2013a) e Pinheiro et al.
(2013b) possui as seguintes etapas:

Material Vegetal

i Mudas previamente estabelecidas in vitro {Figura 12A)
sao seccionadas para a obtencéo dos explantes.

Deve-se constar 0s seguintes passos:

1) Em capela de fluxo laminar, seccionar os brotos em
segmentos nodais contendo um né (Figura 12B).
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2) Inocular horizontalmente nove segmentos nodais por placa
de Petri {90 mm x 15 mm), contendo 25 mL de meio Pierik
{1976), adicionado de 10 yuM de ANA, 20 g/L de sacarose e 6,5
g/l de &gar (Figura 12C).

3) Manter as culturas em cémara de crescimento com
temperatura de 25 °C e na auséncia de luz por 60 dias, para a
induc&o dos calos embriogénicos (Figura 12D).

Proliferacdo dos Calos Embriogénicos

1) Em capela de fiuxo laminar, os calos embriogénicos, com
cerca de 0,5 cm a 1 cm, devem ser subdivididos e inoculados,
nove por placa de Petri {90 cm x 15 mm}, contendo o mesmo
meio de cultura para indugdo da embriogénese somaética,
relatado noitem anterior.

2} Manter as culturas em cAmara de crescimento com
temperatura de 25 °C, no escurg, por 60 dias.

3} A cada 60 dias de cultivo, sob condi¢gBes assépticas,
subcuitivar os calos (Figura 12E} seccionando-os ao meio e
inocular em novas placas de Petri contendo ¢ mesmo meio de
cultura para dar continuidade ac processo de inducao da
embriogénese somatica. Os calos embriogénicos, devem ter
textura fridvel e coloracdo amarelo-clara (Figura 12D-E), para
alcancar desenvolvimento embriondrio posterior.

Maturacao dos Embridoes Somaticos

Devem ser utilizados calos embriogénicos, provenientes do
meio de proliferacdo, com cerca de 90 mg de massa fresca
(Figura 12E), e inoculados sob condigcbes assépticas em
Erlenmeyer de 125 ml contendo 25 mL de meio liguido Pierik
{1976) acrescido de 0,47 uM de cinetina (6-furfurilaminopurina).
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As culturas devem ser mantidas em sala de crescimento,
com temperatura de 25 °C, no escuro; os Erlenmeyeérs devem
ser cobertos por folha de papel alumfnio, sob agitac&o orbital
de 100 rpm, por 45 dias.

Germinacado dos Embrides Somaticos e Conversdo em
Plantas

Sao utilizados cinco calos com embrides somaticos em fase
de maturacdo (Figura 12F), e inoculados em Erlenmeyer de 125
mL contendo 25 mL de meio Pierik {(1976) acrescido de 2,32 uM
de cinetina, 20 g/L de sacarose e 6,5 g/L de agar.

Y

Manter as culturas em camara de crescimentoc a
temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 30 ymol/m®/s, por 45 dias de cultivo.

Aclimatizacao de Plantas Provenientes da Embriogénese
Somatica

Apos 45 dias, as mudas (Figura 12G} devem ser
transplantadas para frascos especiais com tampa, para
conservar a umidade interna do ambiente elevada, contendo
substrato comercial (Figura 12H), e manter em bancada de
laboratério & temperatura ambiente (em torno de 28 +£2 °C),
sob luz artificial de 50 gmol/m?/s e luz natural indireta, durante
dois meses (Figura 12i). Apds esse periodo, transferir as
plantas individualmente para copos plasticos de 300 cm’,
contendo substrato comercial e cultivar por trés meses em
casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas
(Figura 12J}. Com esse procedimento, a taxa de sobrevivéncia
é de aproximadamente 65%.
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Aclimatizacéo

Seguindo protocolo produzido por Tombolato et al.
(1998), a aclimatizacdo das mudas micropropagadas de
antdrio, obtidas a partir da organogénese indireta por explante
foliar ou por explante de fruto, da multiplicacdo por segmento
nodal na presenca de luz ou na auséncia de luz via
estiolamento, obedecerd a seguinte sequéncia:
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1) mmﬂ.wm? do meio de cultura, as mudas bem desenvolvidas
com sistema radicular adequado (Figura 7C).

2} Lavar as raizes em agua corrente para eliminar todo o meio
de cultura.

3} Plantar as mudas em bandejas plasticas ou de isopor,
contendo, como substrato, fibra de coco curtida e umedecida

com solugéo nutritiva composta pela metade da concentracio
dos macronutrientes do MS.

4) Cobrir as bandejas com cobertura de pléstico transparente e
manté-las em camara de cultivo com densidade de fluxo de

~f6tons de 30 umol/m?/s, fotoperfodo de 16 horas e temperatura
de 25 °C, -

b) Remover as bandejas apds 30 a 40 dias para condicdes de
temperatura ambiente e eliminar a cobertura de pléstico, para
melhor adaptacao das mudas {Figura 13A-B).

6) Transferir as plantas individualmente, decorridos mais 15 dias,
para recipientes contendo substrato (terra argilosa + areia +
matéria organica, na proporgdo 1:1:1) e manté-las em casa de
vegetacdo com 70% de sombreamento (Figura 13C-D).

Figura 12. "Muda micropropagada de anturio, cv. Eidibel, uqm,..._mgmmﬁm

estabelecida in vitro, em desenvolvimento mamm_cmgo para a excisac %m_
explantes para indugdo da embricgénese moq.:miom (A); mmm?mﬂo_ no w.
contendo uma gema axilar (B}; segmentos nodais _mooc_maom jo:No.ﬁm,B.m: ¢
em placa de Petri (C); segmento :oam_. noB.,ﬁoﬂBmmmo am calos m_,:_o:moﬂ.m_m_ﬁ..__gam*W
apés etapa de indugdo {D}; calo m_ﬁ_u:omm.:_no m:coc_ﬁ_rmao. a mmn_m ias

cultivo, no mesmo meio de indugdo, mSamjo_m_.ao mB_u:‘omo:mmm somatica
secundaria (E): calos embriogénicos com chm_mom moﬂmﬁomm em ﬂﬂmmm;n_m.
maturaciio (F); plantas completas obtidas a nmnz_ﬂ da conversio de embrides::
somaéticos (G); piantas em inicio de aclimatizacao sob luz fluorescente e EN.
natural indireta @ temperatura ambiente (H); n_m\mm_:m, do frasco especia
utilizado para aclimatizaglo das mudas (1}; planta com trés meses de idade m:,_.“

casa de vegetacdo, sob condigdes controladas (J).
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Figura 13. Mudas micropropagadas de antdrio cv. Eidibel,
plantadas em bandejas plasticas, aproximadamente aos 30 (A}
e B0 dias (B) de aclimatizacdo, em sacos plasticos,
aproximadamente aos 90 dias de aclimatizagdo {C} & em
destaque {D).
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