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Producao de Mudas Micropropagadas de
Antuario (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel
por Embriogénese Somatica

Introducao

A floricultura empresarial brasileira tem adquirido notavel desenvolvimento e, nos
ultimos anos, vem se caracterizando como um dos mais promissores segmentos
da horticultura intensiva no agronegécio nacional (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).
Levando-se em conta a elevada mao de obra por area, quando comparada a
agricultura extensiva, a floricultura contribui para a fixagdo da for¢a de trabalho no
campo, além de ser importante alternativa para pequenos produtores (ANEFALOS
et al., 2010).

Em 2010, as exportacdes brasileiras de flores e plantas ornamentais somaram
US$ 28,7 milhdes, com uma redugao de 7,9% sobre os valores negociados no
mercado internacional no ano anterior (US$ 31,1 milhdes). Esse foi o segundo ano
consecutivo de queda comercial, depois de o Brasil ter experimentado 9 anos de
recordes sucessivos nos embarques dos produtos da floricultura (JUNQUEIRA;
PEETZ, 2011a). O desempenho decrescente do comércio externo da floricultura
brasileira reflete os efeitos da crise econdmica e financeira internacional nos
principais mercados importadores mundiais (zona do Euro, Estados Unidos da
América e Japao), além da sustentada valorizagao da politica cambial do real, que
induz a perda de competitividade das flores e plantas ornamentais brasileiras no
mercado mundial (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011a).

O Brasil apresenta potencial para tornar-se grande produtor de flores e plantas
ornamentais, destacando-se as espécies tropicais, devido a grande diversidade
genética e ao clima propicio para a sua produgéo. A floricultura tropical, classificada
como um negécio lucrativo, vem se expandindo e sendo considerada uma
alternativa viavel para pequenas areas rurais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011b).

Dentre as espécies tropicais, destaca-se o anturio, que tem apresentado boa
aceitagdo nos mercados interno e externo. Dessa forma, existem perspectivas
favoraveis para elevar a sua produgao, comercializagdo e consumo, em ambos 0s
mercados (ANEFALOS et al., 2010).

O anturio (Anthurium sp.) € uma importante flor tropical, pertencente a familia
Araceae, sendo originario das Américas do Sul e Central (COELHO; CATHARINO,
2005). A principal espécie desse género, Anthurium andraeanum Linden, tem
como centro de origem a Venezuela e a Coldmbia, sendo preferida sobre as outras
flores tropicais, devido ao tamanho, cor e durabilidade pds-colheita das suas
inflorescéncias (TOMBOLATO et al., 2004b; TOMBOLATO; CASTRO, 2005).

No mercado mundial, os anturios tém grande importancia econdmica e, entre as
flores tropicais, atingem o segundo maior valor comercial, perdendo apenas para
as orquideas (DUFOUR; GUERIN, 2003; CHEN et al., 2003). No Brasil, os anturios
vém sendo largamente utilizados na floricultura e no paisagismo, e, atualmente,
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€ a principal espécie de flor tropical de interesse
econdmico (ANEFALOS et al., 2010), destacando-
-se tanto no mercado interno quanto no externo.
Suas inflorescéncias atingem o maior prego unitario,
quando comparado ao de outras flores tropicais,
além de possuirem longa durabilidade e resisténcia,
em média de 25 a 30 dias, podendo chegar a 40
dias (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008). O Estado de Sao
Paulo é considerado o maior centro de produgao

e comercializagéo, concentradas nas regides de
Holambra, Atibaia e Vale do Ribeira (Figura 1-A).
Entretanto, outros estados, como Bahia, Ceara e
Pernambuco, sdo potenciais regides de produgcao
(LEME; HONORIO, 2004; CALDARI JUNIOR, 2004).

O programa de melhoramento genético de anturios,
conduzido pelo Instituto Agrondmico (IAC), em
Campinas, SP, desde 1980, foi responsavel

pelo desenvolvimento das primeiras variedades
brasileiras, para cultivo e plantio comercial tanto
para flor de corte quanto para planta de vaso.

Esse programa tem como objetivo a produgéo

de plantas de menor custo e bem adaptadas as
condig¢bes climaticas do Pais, visando competir

com as cultivares importadas (TOMBOLATO et

al., 2004a). Dentre as principais variedades de
anturio langadas pelo IAC, destaca-se a ‘Eidibel’ (IAC
0-11), altamente produtiva, de crescimento rapido,
vigorosa, de porte médio, com espata de formato
cordiforme de tamanho médio, com textura grossa

e de boa enervagao, de coloragao vermelha forte e
espadice branca suavemente perfumada e de longa
durabilidade pds-colheita (Figura 1-B). Devido a
coloragao de sua inflorescéncia, vermelha forte, cor
de maior demanda no mercado de flores de corte,

e a boa produtividade alcangada em diferentes
condigbes ambientais, representa de 50% a 60% de
todo o mercado brasileiro de anturio. Esses fatores
possibilitaram que essa variedade se tornasse a mais
cultivada (LEME; HONORIO, 2004) e comercializada
para flor de corte no Pais (TOMBOLATO et al., 2004a).

Propagacao

A propagacéao do anturio ocorre por via sexuada e
assexuada. A producdo de mudas por sementes é
um processo lento, gerando progénies heterogéneas
devido a polinizagdo cruzada (BEJOY et al., 2008),
em funcgao do fendmeno da protoginia. Nesse
processo, 0s 6rgaos sexuais femininos atingem
primeiramente a maturidade e tornam-se receptivos,
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Figura 1. (A) Plantio comercial de anturio (Anthurium
andraeanum) cv. Eidibel, sob cultivo protegido, na regido
do Vale do Ribeira, em S&o Paulo. (B) Inflorescéncia

de anturio cv. Eidibel, tipo espiga (espadice) e bractea
(espata); o conjunto normalmente é conhecido como flor.

enquanto as estruturas masculinas ainda se
encontram imaturas, dificultando a autofecundacgéo

e favorecendo o cruzamento natural entre plantas
(TOMBOLATO; CASTRO, 2005). Consequentemente,
as plantas resultantes podem variar em vigor,
tamanho e produtividade, e as inflorescéncias,
apresentar diferencas em relagao a cor, forma

e tamanho. Tem sido observado também que
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as plantas derivadas de sementes apresentam
diversidade quanto a época para o inicio da floragao
(JAHAN et al., 2009). Além disso, as sementes nao
podem ser conservadas, devendo ser coletadas logo
apos a maturagao do fruto, permanecendo viaveis
por apenas 2 a 3 dias, ap6s a coleta (VIEGAS et al.,
2007). Ademais, as sementes apresentam baixa taxa
de germinagao, em torno de 20% a 30% (JAHAN et
al., 2009).

Por outro lado, a propagacéao vegetativa, obtida

por meio da divisdo de touceiras ou por estaquia,
possibilita a disseminacdo de pragas e doencas,
além de limitar a quantidade de mudas disponiveis
(TOMBOLATO et al., 2004a). Dessa forma, a
propagacao in vitro tem sido bastante utilizada como
importante método para a produgao massiva de
mudas dessa espécie, permitindo a uniformizacao
das caracteristicas (FUZITANI; NOMURA, 2004;
MAIRA et al., 2009).

Atualmente, a maioria das variedades de anturio
disponiveis para comercializagdo como plantas de
vaso, no mercado internacional, é produzida por
cultura de tecidos (MAIRA et al., 2010). O uso dessa
técnica tem sido sugerido como alternativa para o
aumento da produgao de anturio (JAHAN et al., 2009).

Em pesquisa desenvolvida visando ampliar o
conhecimento sobre flores tropicais, com énfase

na cultura do anturio e na adog¢ao de novas
tecnologias, constatou-se que 97% dos entrevistados
consideraram que o uso de mudas micropropagadas
representa um bom investimento, desde que haja
garantia de qualidade do produto, com produgao de
clones melhorados, mais homogéneos e resistentes
a pragas e doencgas (ANEFALOS et al., 2010).

Micropropagacao (Propagacao in vitro)
Varios trabalhos tém sido conduzidos com a cultura
de tecidos de anturio, visando a avaliagao do seu
potencial morfogenético na obtencdo de mudas. De
uma forma geral, o fator mais importante tem sido a
especificidade da cultivar, resultando na necessidade
do desenvolvimento de protocolos exclusivos para
cada gendtipo. Devem ser levados em conta o tipo

e a idade do explante a ser utilizado (GANTAIT;
MANDAL, 2010).

O anturio tem sido propagado in vitro
tradicionalmente mediante a organogénese indireta,
por meio do cultivo de explantes foliares, indugao de

calos e posterior formagao de gemas adventicias.
Entretanto, esse método proporciona taxas de
multiplicagao relativamente baixas e inconsistentes,
com a provavel ocorréncia de variagdo somaclonal
nas mudas obtidas (TE-CHATO et al., 2006;
BAUTISTA et al., 2008).

Em relagdo aos métodos organogénicos, Gantait

et al. (2012) mencionam que a melhor resposta

foi a registrada por Gantait et al. (2008), com,
aproximadamente, 60 mudas obtidas a partir de

uma unica gema apical, num periodo de 103 dias.
Entretanto, os autores ressaltam que outros métodos
de micropropagacao necessitam ser estudados
visando a obten¢&do de maior numero de mudas por
explante. E o caso da utilizagdo da embriogénese
somatica, uma das principais técnicas da propagacgao
in vitro, que permite a produ¢do massiva de plantas
e a redugao 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 uniformizagdo
e conformidade clonal (YEUNG, 1995).

Embriogénese somatica

Entre os métodos de propagacgao in vitro, a
embriogénese somatica é considerada a mais
adequada para a producédo de mudas em larga
escala, para varias espécies vegetais (MATSUMOTO
et al., 1996). Essa técnica também apresenta grande
aplicabilidade para estudos relacionados com a
fisiologia, genética e bioquimica do desenvolvimento
embrionario (YEUNG, 1995; FEHER et al., 2003;
FEHER, 2005), além de constituir uma ferramenta para
a obtencao de plantas transgénicas, a preservagao

de germoplasma por criopreservacgao, a hibridagéao
somatica, entre outros (SANTOS-SEREJO et al., 2006).

A principio, a formagao de embrides a partir

de tecidos somaticos in vitro € semelhante a
embriogénese zigotica que ocorre nos 6rgaos
reprodutivos das plantas (DODEMAN et al., 2007).
As células somaticas sdo capazes de recapitular o
desenvolvimento embriogénico sem que ocorra a
fusdo de gametas (COSTA et al., 2006), culminando
na formacgao de uma planta completa a partir de
uma unica célula. Anatomicamente, sao formadas
estruturas bipolares, constituidas de apices caulinar
e radicular. Além disso, o apice radicular é fechado,
ou seja, ndo tem conexdo com os tecidos do explante
inicial materno (ROCHA et al., 2012).
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Existem dois padrdes basicos de expressao da
embriogénese somatica: o0 modelo direto, no

qual os embrides somaticos originam-se dos
tecidos matrizes sem a formagéo de estagios
intermediarios, e 0 modelo indireto, no qual os
embrides somaticos se formam a partir de um tecido
intermediario denominado calo, que apresenta
células em diferentes estadios de diferenciagao

e, consequentemente, com distintos graus de
determinacdo (GUERRA et al., 1998; FEHER et al.,
2003; ROCHA et al., 2012).

Segundo George et al. (2008), a regeneragéo de
plantas via embriogénese somatica ocorre em cinco
etapas:

1. Indugao de culturas embriogénicas a partir do
cultivo inicial dos explantes em meio de cultura
suplementado com reguladores de crescimento.
Nesta fase, geralmente sdo utilizadas auxinas
sintéticas em elevadas concentragdes, como o
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

2. Proliferagéo das culturas embriogénicas em
meio liquido ou semissdlido, suplementado com
as mesmas concentragdes dos reguladores de
crescimento usados no estabelecimento das
culturas embriogénicas.

3. Maturagao dos embrides somaticos em meio
de cultura sem a adi¢do de reguladores de
crescimento. Com isso, ocorre a inibigao da
proliferagdo das culturas embriogénicas e o
estimulo a formacéo e ao desenvolvimento dos
embrides somaticos.

4. Germinagao dos embrides somaticos em meio de
cultura suplementado com acido abscisico e/ou
com redugao no potencial osmético.

5. Regeneracéo de plantas em meio de cultura
desprovido de reguladores de crescimento. Nesta
fase, para algumas espécies, o acréscimo de
alguns componentes suplementares ao meio de
cultura, como glutamina e caseina hidrolisada,
pode ser necessario para a melhor aclimatizacao
das plantas obtidas.

Na espécie A. andraeanum, os primeiros trabalhos
com embriogénese somatica foram conduzidos por
Kuehnle et al. (1992), constatando que a resposta

morfogenética, nesse sistema, também ¢é gendtipo

dependente. Esses autores utilizaram explantes
foliares, com a adicao de 2,4-D no meio de cultura,
que resultaram na formagao de embrides somaticos.
Bautista et al. (2008) também obtiveram sucesso na
obtengao de embrides somaticos, a partir a cultura

in vitro de explantes foliares, cultivados em meio de
cultura adicionado dessa mesma auxina. Ja Pinheiro
(2010) empregou explantes de segmentos nodais,
constatando que a formagao dos embrides somaticos
foi dependente do tipo e da concentracio de auxinas.
O modelo de embriogénese somatica empregado
nesses trés trabalhos foi via indireta, isto €, por meio
da formacéo intermediaria de calos.

As metodologias utilizadas para a indugéo de
embriogénese somatica, em anturio, envolvem
diferentes cultivares (KUEHNLE et al., 1992;
MATSUMOTO et al., 1996; TE-CHATO et al., 2006;
RAAD et al., 2012), diversas fontes de explantes
(KUEHNLE et al., 1992; TE-CHATO et al., 2006;
XIN et al., 2006; RAAD et al., 2012), mudangas na
composigao do meio de cultura (KUEHNLE et al.,
1992; MATSUMOTO et al., 1996; TE-CHATO et al.,
2006; BEYRAMIZADE et al., 2008; BAUTISTA et
al., 2008; RAAD et al., 2012), suplementagao com
diferentes tipos e concentragdes de reguladores de
crescimento (KUEHNLE et al., 1992; MATSUMOTO
et al., 1996; BAUTISTA et al., 2007; BEYRAMIZADE
et al., 2008; BAUTISTA et al., 2008; RAAD et al.,
2012), de agucares e agentes gelificantes (KUEHNLE
et al., 1992) e alteragbes nas condigdes de cultivo,
como fotoperiodo e irradiancia (RAAD et al., 2012).

Dessa forma, este estudo fornece informagoes

sobre a metodologia de obtengdo de embrides
somaticos, via embriogénese somatica indireta, como
uma técnica alternativa para a produgao de mudas
micropropagadas de anturio cv. Eidibel.

Metodologia

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Genética Vegetal, da Embrapa
Agroindustria Tropical, em Fortaleza, Ceara, e no
Laboratério de Cultura de Tecidos Il do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (Bioagro),

da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
Vicosa, Minas Gerais. As analises histoquimicas

e anatbmicas foram realizadas no Laboratério de
Anatomia Vegetal, do Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude, da UFV.
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Etapa 1: Inducao de calos embriogénicos 25 mL de meio de cultura ESA (PIERIK, 1976)
(Tabela 1), adicionado de 10,0 uM (que corresponde

a 1,86 mg L") de acido a-naftalenoacético (ANA) e
suplementado com 20 g L' de sacarose; solidificado
com 6,5 g L' de agar (Merck®) e o pH ajustado

para 5,8; e autoclavado a 121 °C, por 15 minutos.

Os materiais vegetais utilizados para a indugéo de
calos embriogénicos sédo explantes oriundos do
seccionamento de mudas de A. andraeanum cv.
Eidibel estabelecidas in vitro (Figura 2-A e 2-B),
cedidas pelo IAC, obtidas a partir da organogénese

indireta de folhas jovens (TOMBOLATO et al., 1998). Em cada placa de Petri, devem ser inoculados,

horizontalmente, nove segmentos nodais (Figura 2-C).
Os explantes, segmentos nodais com As culturas devem ser mantidas no escuro em sala
aproximadamente 1,0 cm de comprimento contendo de crescimento, com temperatura de 25+2 °C, por
uma gema (Figura 2-B), devem ser inoculados, sob 60 dias. Apos esse periodo, cerca de 50% dos
condigbes assépticas, em camara de fluxo laminar, explantes devem apresentar a formagao de calos
em placas de Petri de 90 mm x 15 mm, contendo embriogénicos (Figura 2-D).

Foto A: Ana Cristina P. P. de Carvalho

Fotos B-D: Marcos Vinicius Marques Pinheiro

Figura 2. Indugéo de calos embriogénicos, a partir do cultivo in vitro de explantes de segmento nodal em anturio (Anthurium
andraeanum) cv. Eidibel. (A) Mudas de anturio cv. Eidibel, previamente estabelecidas in vitro, em desenvolvimento adequado
para a excisdo dos explantes para indugéo de calos embriogénicos. (B) Planta estabelecida in vitro, a partir da qual os
explantes foram excisados. (C) Segmentos nodais inoculados horizontalmente em placa de Petri. (D) Segmento nodal com
formagao de calos embriogénicos, aos 60 dias apos a inoculagdo, em meio Pierik suplementado com 10,0 uM de ANA.
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Embora varios trabalhos de pesquisa tratem da
producao de mudas micropropagadas de anturio,
via embriogénese somatica, dados relativos a
porcentagem de obtengao de calos embriogénicos,
a partir dos explantes utilizados, sdo escassos.
Te-Chato et al. (2006) verificaram que 60% e

70% dos explantes de segmento nodal formaram
calos embriogénicos nos meios de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD;
McCOWN, 1980), respectivamente. A partir de
explantes foliares, foram registradas taxas de
formagao de calos embriogénicos que variaram

de 0,0% a 38,8% (KUEHNLE et al., 1992), de
29,3% a 48,7% (BAUTISTA et al., 2008) e 61,1%
(MATSUMOTO et al., 1996). Na metodologia
proposta, metade dos explantes de segmento nodal
€ responsiva na formagao de calos embriogénicos,
(PINHEIRO et al., no prelo. a), indicando que esse
valor é semelhante aos citados na literatura, e que
as variacdes registradas devem ser atribuidas aos
protocolos utilizados, bem como as cultivares de
anturio estudadas.

Varios estudos tém destacado o papel fundamental
da aplicagédo de auxinas como indutores da
embriogénese somatica, em especial 0 2,4-D. Essa
auxina tem sido considerada a mais indicada para

a indugao de maiores taxas de embriées somaticos
na espécie A. andraeanum (KUEHNLE et al., 1992;
BAUTISTA et al., 2008). Entretanto, Guerra et al.
(1998) ressaltam que a manutencédo prolongada dos
calos embriogénicos em meio contendo 2,4-D pode
induzir variagdes genéticas e epigenéticas, afetando
o potencial embriogénico das culturas. Além disso,
0s mesmos autores observaram que os embrides
somaticos tornam-se habituados quando cultivados
por longos periodos na presenga dessa auxina,
resultando na perda do potencial de maturacéo e,

consequentemente, da capacidade de conversao dos

embrides em plantas. Como, em anturio, a inducao

de calos é um processo de dificil obtengao e que
demanda muito tempo, cerca de 2 meses (RAAD et
al., 2012), a recomendagdo de um protocolo com a
utilizacado de outra fonte de auxina, como o0 ANA, é
uma alternativa viavel para obtencédo de embrides
somaticos nessa espécie, visando evitar os efeitos
negativos causados pelo 2,4-D. Além disso, nao
ha registro na literatura sobre os efeitos de ANA
em cultivos prolongados, na indugéo de variagdes
genéticas e epigenéticas afetando o potencial
embriogénico das culturas.

Aos 60 dias, a natureza dos calos embriogénicos
(Figura 3-A) pode ser diagnosticada por aspectos
histoquimicos, por meio da dupla coloragdo com
carmim acético (2%) e azul de Evans (0,1%),
seguindo-se o proposto por Durzan (1988). As
estruturas que reagiram ao carmim acético séo
coradas de vermelho e revelam setores com
caracteristicas embriogénicas (Figura 3-B); aquelas
que reagirem ao azul de Evans sdo coradas de azul,
revelando estruturas ndo embriogénicas. Assim,
confirma-se a presenga de calos embriogénicos,

€ nao de massas parenquimaticas calosas. Além
disso, pode-se realizar o teste de lugol (0,1%) em
calos macerados para detectar a presenga de amido
(JENSEN, 1962), ja que os calos embriogénicos
possuem elevada quantidade de amido em

suas células que reagem ao lugol, corando de
amarelo-escuro a preto-azulado (Figura 3-C). Isso
confirma que os calos produzidos possuem células
embriogénicas. Os calos embriogénicos formados
devem apresentar coloragdo amarelo-clara, e os
embrides somaticos, tanto a presenga de graos

de amido em suas células, quanto de procambio e
delimitagdes da protoderme bem definidas, além de
sinais de polarizacao (Figura 3-D; 3-E), confirmados
a partir do uso de técnicas da Anatomia Vegetal
(KARNOVSKY, 1965; O'BRIEN; MACCULLY, 1981).
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Fotos A-C: Marcos Vinicius Marques Pinheiro

Fbtos D-E: Marcos Vinicius Marques F_’inheiro; Ana Claudia Ferreira da Cruz

Figura 3. Inducéo de calos embriogénicos em explantes de segmento nodal de anturio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel,
em meio Pierik suplementado com 10,0 uM de ANA. (A) Calos embriogénicos induzidos aos 60 dias de cultivo in vitro.

(B) Culturas embriogénicas, em que as células de coloragdo vermelha revelam caracteristicas embriogénicas. (C) Culturas
embriogénicas coradas com lugol para detec¢do de amido (reacdo positiva: coloragdo marrom). (D-E) Segdes transversais
de embrides somaticos desenvolvidos aos 60 dias de cultivo in vitro. (D) Embrido somatico com inicio de formagao de
protoderme. (E) Embrides somaticos com formagéo de protoderme e procambio, além da presenga de grdos de amido
em suas células, quando corados com lugol. Eb: embrido; Pt: protoderme; Pc: procambio; Ga: graos de amido; circulo:
evidencia a presenca de graos de amido nas células embriogénicas. Barras: A: 500 ym; B: 300 pm; C: 200 pym;

D: 150 uym; E: 100 pym.

Etapa 2: Proliferacao das culturas
embriogénicas

Para a proliferagdo das culturas embriogénicas,
recomenda-se que os calos embriogénicos, obtidos
na Etapa 1, sejam subdivididos, isto é, seccionados
em partes menores (Figura 4-A). Cada calo pode
ser dividido, em média, em duas partes, sendo,
posteriormente, transferidas, sob condicdes
assépticas, em camara de fluxo laminar, para
placas de Petri contendo meio de cultura na mesma
composigao e quantidade citadas para a Etapa 1.
Sugere-se a inoculagéo de nove calos por placa de
Petri. As culturas devem ser mantidas nas mesmas
condi¢bes estabelecidas para a Etapa 1.

A Etapa 2 tem como objetivo a estabilizagédo da
capacidade embriogénica e da proliferagdo das
linhagens celulares, por meio de quatro subcultivos, a
cada 60 dias. Guerra et al. (1998) enfatizam que séo
necessarios 4 ou 5 subcultivos sucessivos para que
ocorram a purificagdo e a estabilizagdo das culturas
embriogénicas, de tal maneira que elas possam ser
consideradas linhagens celulares embriogenéticas.
Sendo assim, com esse procedimento de subcultivos,
serao produzidos embrides somaticos secundarios
(Figura 4-B), e a partir dai poderao ser efetuados
subcultivos sucessivos até que se obtenha
quantidade desejada de calos embriogénicos para a
introducéo da Etapa 3.



Fotos: Marcos Vinicius Marques Pinheiro.
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Figura 4. Proliferagdo de calos embriogénicos de anturio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel. (A) Calo embriogénico, aos
60 dias, induzido em meio Pierik suplementado com 10,0 uM de ANA. (B) Calo embriogénico subcultivado a cada 60 dias,
no mesmo meio indutor, evidenciando embriogénese soméatica secundaria. Barras: A: 500 pm; B: 1.000 ym.

Etapa 3: Maturacao dos embrides
somaticos

Para a maturagao dos embrides somaticos, calos
embriogénicos obtidos na Etapa 2 devem ser
selecionados em fungao da presencga de setores com
grande capacidade de proliferagéo (Figura 4-B) e
crescimento embrionario com sinais de polarizagao
(Figura 3-D e 3-E) (PINHEIRO et al., no prelo. b).

Nessa fase, os calos embriogénicos selecionados,
com cerca de 90 mg de massa fresca (Figura 5-B),
devem ser inoculados, sob condi¢des assépticas, em
Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio de
cultura ESB liquido suplementado com 0,47 uM (que
corresponde a 0,10 mg L") de 6-furfurilaminopurina
(cinetina) (Tabela 1), como mostrado na Figura 5-A.
Os calos embriogénicos devem ser mantidos em
sala de crescimento a 25+2 °C, no escuro (cobertos
por papel aluminio), sob agitagédo orbital a 100 rpm,
durante 45 dias (Figura 5-C).

Ao final desse periodo, sdo produzidos cerca de

5,2 embrides soméaticos por calo embriogénico.
Embora apresentem desenvolvimento normal, ndo
ocorre o desprendimento dos embrides dos calos
embriogénicos (Figura 5-D). E possivel observar
ainda que os calos apresentam textura friavel, alguns
com desenvolvimento embrionario avangado, ou seja,
embrides nos estadios de globular ao estadio juvenil
(germinado), como mostrado na Figura 5-E.

Por meio da anélise histolégica das culturas
embriogénicas, é possivel observar embrides em
diferentes estadios de maturagéo (Figura 5-F e 5-G);
embrides somaticos em inicio de formacéao (Figura
5-F); embrides somaticos com protoderme bem
definida e presencga de procambio, evidenciando

a presencga de um sistema vascular fechado,

0 que demonstra sinais de polarizagao (Figura

5-G); embrido somatico em estadio avangado de
desenvolvimento (Figura 5-H).
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Fotos A-E: Marcos Vinicius Maraues Pinheiro

F-H: Marcos Vinicius Marques Pinheiro; Ana Claudia Ferreira da Cruz

Figura 5. Maturagao de calos embriogénicos de anturio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel. (A) Erlenmeyer, contendo 25 mL de
meio de cultura Pierik liquido suplementado com 0,47 uM de cinetina, para a inoculagéo dos calos embriogénicos. (B) Explante
inicial: calos embriogénicos inoculados em Erlenmeyer contendo o referido meio. (C) Manutengéo dos calos embriogénicos

em mesa agitadora, no escuro, sob agitagao orbital a 100 rpm, durante 45 dias. (D) Explante final: calos embriogénicos com
embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento, aos 45 dias de cultivo. (E) Explante final: calos embriogénicos
com embrides de maturagao completa e germinados, aos 45 dias de cultivo. (F) Calos embriogénicos com inicio de formagao

de embrido somatico. (G) Embrido somatico em estadio intermediario de desenvolvimento, com protoderme e procambio bem
definidos. (H) Maturagdo completa do embrido em planta, demonstrando zonas meristematicas apical e radicular evidentes, Cl: calo;
Eb: embrido; Pc: procambio; Pt: protoderme. Barras: A: 5 mm; B: 10 mm; C: 30 mm; D: 1 mm; E: 100 pm; F; G; H: 300 pM.
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Etapa 4: Germinacao dos embrioes
somaticos

Nessa fase, cerca de quatro calos embriogénicos
com embrides maduros devem ser inoculados, sob
condigcbes assépticas em Erlenmeyers de 125 mL,
contendo 25 mL de meio de cultura ESC, Pierik
semissolido suplementado com 2,32 yM (que
corresponde a 0,5 mg L") de cinetina (Tabela 1). As
culturas sao mantidas em sala de crescimento a
2512 °C, sob fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de
36 ymol m2s, por 45 dias.

Aos 45 dias de cultivo in vitro, observa-se o
desenvolvimento normal dos embrides somaticos
em brotos com posterior regeneragao de plantas
(41,2%), com a presencga da parte aérea e da
radicular (Figura 6-A; 6-B).

Em anturio, a porcentagem de conversao de
embrides somaticos em plantas é muito inconstante,
principalmente em fun¢ao do gendétipo e da
composi¢ao do meio de cultura, usado na etapa
inicial de indug&o dos calos embriogénicos.

Tabela 1. Meios de cultura ESA (etapas 1: indugao de calos embriogénicos e 2: proliferagéo das culturas

embriogénicas), ESB (etapa 3: maturacao dos embribes somaticos) e ESC (etapa 4: germinagéo dos
embrides somaticos) utilizados na produgdo de mudas micropropagadas de anturio, (Anthurium
andraeanum) via embriogénese somatica (PIERIK, 1976 modificado).

Meio de cultura
componente ("

ESA ESB ESC

mg L

Nitrato de amonio (NH,NO,) 825 825 825
Nitrato de potassio (KNO,) 950 950 950
Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0) 185 185 185
Fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) 85 85 85
Cloreto de calcio tetra-hidratado (CaCl,.4H,0) 220 220 220
Sacarose 20.000 20.000 20.000
ANA 1,86 - -
Cinetina - 0,10 0,50
Agar (Merck®) 6.500 - 6.500

() Este meio deve ser adicionado de microelementos, FEEDTA, mio-inositol e vitaminas do meio MS (MURASHIGE;

SKOOG, 1962).

Kuehnle et al. (1992) constataram porcentagens de
formagao de plantas que variaram de 14% a 85%,
70% e 100% para os hibridos UH780, UH965 e
UH1060, respectivamente. Na cultivar Lambada, em
funcao da concentragao da citocinina adicionada

ao meio de cultura, a porcentagem de embrides
somaticos que formaram plantas variou de 29,8%

a 64,5% (BAUTISTA et al., 2008). Na metodologia
proposta, 41,2% dos embrides somaticos resultaram
na obtencao de plantas completas, indicando que
esse valor deve ser atribuido a cultivar estudada,
bem como ao protocolo empregado.

Etapa 5: Aclimatizacao das plantas

As plantas regeneradas, provenientes dos embrides
somaticos formados na Etapa 4, devem ser retiradas
dos Erlenmeyers e lavadas com agua corrente

para a remogao do meio de cultura nelas aderido.

ApOds esse processo, as mudas enraizadas, com
cerca de duas folhas e 1,5 cm de altura, devem ser
separadas (Figura 6-B) e transplantadas, em numero
de cinco mudas por frasco do tipo Agripot® (Figura
6-C), contendo substrato comercial Plantmax®, e
fechados com tampas plasticas transparentes de
polipropileno com 6,0 cm de didmetro e area de

90 cm3, objetivando-se manter o ambiente interno do
recipiente bem umido. As plantas devem permanecer
nessas condi¢gdes por 2 meses, sob condicdes

de temperatura ambiente (cerca de 28+2 °C),
luminosidade artificial de 50 pmol m2s' e luz natural
indireta. Apds esse periodo, as mudas devem ser
transplantadas individualmente para copos plasticos,
com capacidade de 300 cm?, totalmente preenchido
com o substrato Plantmax® e mantidas em casa de
vegetacao, com temperatura e umidade controladas
(Figura 6-D). A porcentagem de sobrevivéncia das
plantas durante a aclimatizagao foi de 65%.
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Figura 6. Germinagéo dos embrides somaticos e aclimatizagdo de mudas de anturio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel a
partir da embriogénese somatica. (A) Embrides formados em meio semissélido Pierik, acrescido de 2,32 uM de cinetina.
(B) Planta completa obtida a partir da conversdo dos embrides somaticos. (C) Detalhe do tipo de frasco (Agripot®) utilizado
para a aclimatizagao das mudas. (D) Planta com 5 meses de idade em casa de vegetacao.

Todos os meios de cultura sdo acrescidos dos 15 minutos. Em relagdo aos meios ESA e ESC, que
microelementos, FEEDTA, mio-inositol e vitaminas do possuem a consisténcia semissoélida, a quantidade
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), tendo o pH do agente gelificante a ser adicionada ao meio de
corrigido para 5,8 e autoclavados a 121 °C, durante cultura vai depender da marca do produto.




12

Fotos: Marcos Vinicius Marques Pinheiro

Produgado de Mudas Micropropagadas de Anturio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel por Embriogénese Somatica

Etapa 1:

Explante: segmento nodal
Meio de cultura: ESA
Condigoes de cultivo: 25 + 2°C,

Muda de anturio
estabelecida in vitro

Indugdo de calos embriogénicos

sob condicbes de escuro, por 60 dias

Aclimatizacdo

Etapa 2:

Proliferagdo das culturas embriogénicas
Explante: calos embriogénicos
Meio de cultura: ESA
Condicdes de cultivo: 25 + 2°C,
sob condicdes de escuro, por 60 dias

das mudas

Etapa 4:

Germinacdo dos embrifes somaticos
Meio de cultura: ESC
Condigdes de cultivo: 25 + 2°C,
sob fotoperiodo de 16 horas
a 36 umol.m”“.s” por 45 dias

Etapa 3:

Maturacdo dos embrides somaticos
Meio de cultura: ESB
Condicdes de cultivo: 25 + 2°C,
sob condigGes de escuro
e agitacao de 100 rpm, por 45 dias

Figura 7. Esquema ilustrativo resumido das fases da embriogénese somatica em anturio (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel.

Consideragoes

O protocolo em questao (Figura 7) abre novas
possibilidades para a transformagao genética

de plantas, preservacao de germoplasma por
criopreservagao e integracéo de técnicas associadas
a tecnologia de sementes sintéticas, além da rapida
propagacao de mudas de anturio cv. Eidibel. Esse
protocolo de embriogénese somatica foi desenvolvido
pela Embrapa Agroindustria Tropical, em parceria
com a Universidade Federal de Vigosa, para essa
cultivar. Além disso, este estudo fornece valiosas
informagdes que podem ser utilizadas no futuro para
aprimorar a técnica de propagacéo in vitro dessa
espécie cultivada no Brasil, favorecendo a producéao
de mudas para produtores de anturio em todas as
regides do Pais.
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