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RESUMO GERAL

FERREIRA, Talita dos Santos; Micropropagacdo de espécies ornamentais: avangos e
aplicacOes para Alcea rosea, Dianthus caryophyllus e Anthurium andraeanum. 2025. 106p.
Tese (Doutorado). Instituto de Agronomia. Programa de Pds-Graduacdo em Fitotecnia.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A micropropagacao tem sido uma das principais técnicas obtencdo massal de mudas de
qualidade de espécies ornamentais, especialmente das espécies de dificil propagacdo. Dentre as
espécies podem ser citadas plantas de alcea (Alcea rosea L.) propagada por sementes, cujo
relatos de dorméncia tem sido frequente, além disso, essa espécie desenvolve-se em roseta, ndo
produzindo ramificacGes e por isso a propagacao vegetativa € bastante limitada. Outra espécie
de grande interesse econémico € o cravo (Dianthus caryophyllus) que embora possam ser
propagados por sementes, a forma tradicionalmente utilizada por floricultores é a propagacéo
por estaquia, 0 que torna 0 manejo de matrizeiros bastante oneroso. Outra cultura de grande
importancia comercial sdo os antdrios (Anthurium andraeanum L.), pertencentes a Familia
Araceae, que também apresenta muitos entraves para a producdo pela germinacéo de sementes
ou propagacdo vegetativa tradicional, da qual as mudas comerciais sdo oriundas da
micropropagacao de plantas. Para todas essas espécies, vantagens significativas podem ser
alcangadas com o uso da micropropagacdo in vitro. Nesse sentido, essa tese foi construida em
capitulos que objetivam elucidar aspectos da micropropagacdo de diferentes espécies
ornamentas. No capitulo | pode-se constatar que os frutos de A. rosea apresentam aspecto
achatado contendo, em média, 33 sementes. As sementes germinadas in vitro nao apresentam
dorméncia, entretanto, a escarificagdo mecanica promove maiores indice de velocidade de
germinagdo e a producdo de plantulas mais vigorosas, independente do meio de cultura
utilizado. No capitulo II a suplementa¢io de 2,0 mg L' de BAP ao meio MS possibilitou a
maior brotacdo de estacas de A. rosea, sendo indispensavel o uso desse regulador para a indugao
de brotacdes ao passo que a suplementagdo de 1,0 mg L™ de AIB ao meio MS favorece a
rizogénese. No capitulo III para plantas de D. caryophyllus o maior percentual de germinagao in
vitro foi obtido com 0 meio MStowl. A formagdo do maior niimero de brotos ocorreu no MS
suplementado com 1,0 mg L' de BAP + 0,5 mg L' de AIB, com uma média de 144 brotos por
explante. A forma¢ao do maior nimero de raizes (9,3) ocorreu no MSy/2 suplementado com 1,0
mg L de AIB. No capitulo IV para plantas de A. andraeanum L., recomenta-se a assepsia por
imersdo em alcool 70% (v/v) + solucdo de gentamicina (20%) por 1 minuto, e posteriormente
a imersdo por 7 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio 2% (v/v). A combinagdo dos
fatores: explante retirado da folha de idade intermediaria + meio de cultivo com WPM +
ambiente escuro, foi o tratamento mais eficiente no controle da oxidagéo e na etapa de indugéo
de calos nos explantes. O meio WPM suplementado com 2,0 mg/L de BAP + 1,0 mg/L de 2,4D
ou 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB induzem a producdo de calos embriogénicos. E no
capitulo V o artigo de revisdo fornece informacGes abrangentes e atualizadas sobre a
complexidade da polinizagdo de plantas da familia Araceae e suas relages sobre as
especificidades de insetos polinizadores.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Araceae. Planta ornamental. Calogénese.
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GENERAL ABSTRACT

FERREIRA, Talita dos Santos; Micropropagation of ornamental species: advances and
applications for Alcea rosea, Dianthus caryophyllus and Anthurium andraeanum. 2025.
106p. Thesis (Doctorate). Institute of Agronomy. Postgraduate Program in Phytotechnics.
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Micropropagation has been one of the main techniques for obtaining high-quality seedlings of
ornamental species, especially those that are difficult to propagate. Among the species, we can
mention the alcea (Alcea rosea L.) propagated by seeds, whose dormancy has been frequently
reported. Furthermore, this species develops in rosettes, does not produce branches, and
therefore vegetative propagation is quite limited. Another species of great economic interest is
the carnation (Dianthus caryophyllus), which, although it can be propagated by seeds, is
traditionally propagated by cuttings, which makes the management of nursery stocks quite
expensive. Another crop of great commercial importance is the anthurium (Anthurium
andraeanum L.), which belongs to the Araceae family, which also presents many obstacles for
production by seed germination or traditional vegetative propagation, from which commercial
seedlings come from plant micropropagation. For all these species, significant advantages can
be achieved with the use of in vitro micropropagation. In this sense, this thesis was constructed
in chapters that aim to elucidate aspects of the micropropagation of different ornamental
species. In Chapter 1, it can be seen that the fruits of A. rosea have a flattened appearance and
contain, on average, 33 seeds. The seeds germinated in vitro do not present dormancy; however,
mechanical scarification promotes higher germination rates and the production of more
vigorous seedlings, regardless of the culture medium used. In Chapter 1, the supplementation
of 2.0 mg L-1 of BAP to the MS medium allowed for greater sprouting of A. rosea cuttings,
making the use of this regulator essential for inducing sprouting, while the supplementation of
1.0 mg L-1 of IBA to the MS medium favors rhizogenesis. In Chapter 111, for D. caryophyllus
plants, the highest percentage of in vitro germination was obtained with the MSTotal medium.
The formation of the greatest number of shoots occurred in the MS supplemented with 1.0 mg
L-1 of BAP + 0.5 mg L-1 of IBA, with an average of 144 shoots per explant. The formation of
the greatest number of roots (9.3) occurred in the MS1/2 supplemented with 1.0 mg L-1 of IBA.
In chapter IV for A. andraeanum L. plants, asepsis by immersion in 70% (v/v) alcohol +
gentamicin solution (20%) for 1 minute is recommended, followed by immersion for 7 minutes
in 2% (v/v) sodium hypochlorite solution. The combination of factors: explant taken from the
intermediate-aged leaf + culture medium with WPM + dark environment, was the most efficient
treatment in controlling oxidation and in the callus induction stage in the explants. WPM
medium supplemented with 2.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L 2,4D or 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L IBA
induces the production of embryogenic callus. And in chapter V the review article provides
comprehensive and updated information on the complexity of pollination of plants of the
Araceae family and their relationships on the specificities of pollinating insects.

Keywords: Tissue culture. Araceae. Ornamental plant. Callogenesis.
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1 INTRODUCAO GERAL

O mercado global de plantas ornamentais desempenha um papel fundamental na
economia, este setor tem registrado um crescimento anual significativo, tornando-se um
importante segmento econdmico ndo apenas no Brasil, mas no mundo. O Brasil esta entre os
15 maiores produtores de plantas ornamentais no mundo e concentra sua producgéo
principalmente para o mercado interno (IBRAFLOR, 2022). A producao e venda de flores e
plantas ornamentais representam um setor essencial do agronegocio brasileiro, com mais de 2,5
mil espécies e 17,5 mil variedades sendo produzidas. Em 2021, este mercado registrou um
crescimento anual de 15%, alcangando um faturamento de aproximadamente 10,9 bilhdes de
reais (IBRAFLOR, 2022).

Nos ultimos anos, houve um aumento no cultivo de plantas com mdltiplas finalidades,
sendo os principais: plantas para paisagismo, flores de corte e plantas em vaso, com um
crescimento anual de 10% em 2020, gerando empregos significativos e contribuindo para a
economia nacional. (IBRAFLOR, 2022).

Geralmente na producdo de mudas de plantas ornamentais, ocorre diversos fatores que
prejudicam o alcance de plantas com qualidade e padrdo para serem comercializadas. Em
métodos convencionais de propagacao, a taxa de multiplicagdo de plantas pode ser limitada,
pode ocorrer variagdo genética indesejada entre as plantas e em certas espécies vegetais, pode
ser dificil obter material de propagacdo de alta qualidade e quantidade suficiente para atender a
demanda. Fatores ambientais adversos também influenciam, como clima extremo, solo
inadequado ou disponibilidade limitada de agua e podem dificultar o cultivo de plantas
(DEBNATH, MALIK; BISEN, 2006). Devido a todos estes fatores a micropropagagao in vitro
surge entdo como uma alternativa para contornar esses desafios.

A busca por meios alternativos como a micropropagacao in vitro oferece vantagens
significativas em relacdo a propagacdo convencional de plantas, como: a reducéo do risco de
contaminagdo por patdgenos do solo, 4gua ou ar devido ao cultivo em ambientes estéreis.
Aumento da taxa de multiplicagdo, uma Unica planta pode ser multiplicada rapidamente para
produzir um grande nimero de mudas geneticamente idénticas em um curto periodo de tempo
(AKIN-IDOWU, IBITOYE; ADEMOYEGUN, 2009).

Em técnicas de propagacdo convencionais, como a propagacdo por sementes por
exemplo, pode ocorrer variacdo genética indesejada entre as plantas, com a utilizacéo da técnica
de micropropagacdo é possivel garantir a uniformidade genética entre as mudas, pois sdo
produzidos clones geneticamente idénticos a planta mée, garantindo assim a uniformidade
genética entre as mudas (CANCADO et al., 2013).

Em certas espécies vegetais, pode ser dificil a obtencdo de material de propagacéo de
alta qualidade e quantidade suficiente para atender a demanda. A micropropaga¢do permite a
producdo em massa de mudas a partir de uma pequena quantidade de tecido vegetal, superando
as limitacbes de disponibilidade de material de propagagdo (KHATTAB et al., 2014;
PERULLO et al., 2015). Fatores ambientais adversos, como clima extremo, solo inadequado
ou disponibilidade limitada de &agua, podem dificultar o cultivo de plantas. Com a
micropropagacao, as plantas podem ser cultivadas em condicdes controladas em laboratdrio,
independentemente das condicdes ambientais externas (LEMA-RUMINSKA ; KULUS, 2014).
Garantindo assim uma maior produtividade de mudas de melhor qualidade e consequentemente,
de menor custo.

Em situacdes em que ndo héa disponibilidade de sementes durante todo o ano, quando a
produtividade de sementes € baixa ou quando ha escassez de material vegetativo, a
micropropagacao pode ser empregada como uma alternativa vidvel para a producdo em larga
escala de mudas, especialmente para espécies ameacadas de extincdo (WOCHOK, 1981;

1



NIEMEYER, 2017). Em resumo, a micropropagacdo in vitro oferece uma alternativa
promissora para superar os desafios associados a producdo de plantas com qualidade,
proporcionando um método eficiente, rapido e confidvel para multiplicar plantas com
caracteristicas desejadas.

Entre os principais fatores que restringem a micropropagacéo in vitro de algumas
espécies estdo a escolha da fonte do explante, a formulacdo adequada do meio de cultura e a
concentracdo dos reguladores de crescimento (BIDABADI; JAIN, 2020). O processo de
micropropagacdo geralmente envolve varias etapas, incluindo o estabelecimento, a selecéo e
desinfestagdo dos explantes, a multiplicacdo, o enraizamento e a aclimatagcdo das plantas
(CANCADO et al.,, 2013). Outras limitagdes no estabelecimento incluem a alta taxa de
contaminagdo por microrganismos indesejados e a oxidacdo dos explantes, o que é bastante
comum na micropropagacao de espécies lenhosas (SALLES et al., 2017).

A micropropagacao baseia-se no principio da totipoténcia celular, isso significa que
uma unica celula vegetal tem a capacidade de se multiplicar e gerar uma nova planta completa
(THORPE, 2012). Células isoladas, protoplastos, fragmentos de folhas, brotos, tubérculos ou
raizes, comumente chamados de explantes (provenientes da planta), podem ser empregados
para gerar novas plantas, contanto que sejam cultivados em um meio de cultura contendo 0s
nutrientes e os reguladores de crescimento apropriados e em um ambiente com condicgdes
controladas de acordo com a necessidade da espécie utilizada (AKIN-IDOWU; IBITOYE;
ADEMOYEGUN, 2009).

Devido a todos esses fatores é de suma importancia a realizacdo de trabalhos para a
elaboragdo de protocolos de acordo com cada espécie e que este seja eficiente e assim se consiga
a producdo de mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria em larga escala, contribuindo
assim para atender a crescente demanda do mercado. Sendo assim esta tese foi desenvolvida
com o objetivo da elaboracdo de protocolos para a germinacdo e micropropagacao in vitro
especificos para diferentes espécies ornamentais, contribuindo assim para a divulgacdo de
informacdes de protocolos para a multiplicacdo da espécie.

A tese foi organizada em cinco capitulos, redigidos na forma de artigos cientificos,
descrito abaixo, onde dois artigos j& foram publicados e os outros serdo futuramente
submetidos.

Capitulo I - Morfometria de frutos e sementes e germinagao in vitro de sementes de Alcea
rosea L.

Capitulo II - Estabelecimento de protocolos para a germinagao ¢ micropropagacao in vitro de
Alcea rosea L.

Capitulo III - Efeito da concentragdo do meio de cultura na germinacdo de sementes e
micropropagacao in vitro de plantas de Dianthus caryophyllus.

Capitulo IV - Micropropagacao in vitro de Anthurium andraeanum L. vr. 'Black queen'.

Capitulo V - Biologia floral, sistema reprodutivo e polinizacdo de araceae juss.: uma revisao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1 O Mercado de Plantas Ornamentais

A expressao "espécie ornamental” designa plantas cultivadas por sua beleza, aplicaveis
na arquitetura e no paisagismo de variados ambientes, adaptaveis tanto a espagos ao ar livre
quanto a recipientes decorativos, estabelecendo uma conexao entre o ser humano e a natureza
(SILVA et al., 2014).

O mercado de flores e plantas ornamentais apresenta uma ampla gama de produtos e
servigos. Este setor, altamente competitivo, engloba diversas espécies adaptaveis a diferentes
condi¢des de solo e climas, tanto temperados quanto tropicais e subtropicais, que oferecem
flores e folhagens destinadas a cortes, plantio em vasos, comercializacao de sementes, bulbos
e mudas de arvores de porte significativo (FRANCA et al., 2010; BRAINER, 2019).

O mercado global de plantas ornamentais desempenha um papel crucial na economia,
com principais produtores incluindo a India, China, Unido Europeia, Estados Unidos, Japao e
Meéxico. A Holanda destaca-se como lider na exportacdo de plantas ornamentais, seguida por
Colombia, Equador, Quénia e Etiopia. Entre os maiores importadores estdo Reino Unido,
Alemanha, Estados Unidos, Holanda e Franca. O Brasil, como um dos 15 maiores produtores
de plantas ornamentais, concentra sua produ¢do principalmente para o mercado interno
(IBRAFLOR, 2022).

A atividade de producdo de flores e plantas ornamentais envolve cerca de 8 mil
produtores, distribuidos em uma darea total de 15,6 mil hectares, cultivando mais de 2,5 mil
espécies e 17,5 mil variedades (IBRAFLOR, 2022). Os segmentos principais abrangem plantas
ornamentais para paisagismo e jardinagem (24%), flores de corte (15%) e plantas em vaso
(58%) JUNQUEIRA; PEETZ, 2017; REIS et al., 2020; IBRAFLOR, 2022). Em 2020, o setor
registrou um crescimento anual de 10%, alcancando um faturamento de aproximadamente 9,6
bilhdes de reais. O estado de Sao Paulo lidera a produg@o e consumo nacionais, movimentando
cerca de 3,5 bilhdes de reais. O setor contribui significativamente para a economia, gerando
mais de 209 mil empregos diretos e mais de 800 mil empregos indiretos (IBRAFLOR, 2022).

O crescimento do mercado de flores e plantas ornamentais no Brasil tem sido
impulsionado principalmente pelas favoraveis condi¢des climaticas, hidricas e de solo
encontradas no pais. Para atender a crescente demanda e as expectativas dos consumidores, a
horticultura ornamental tem investido em tecnologias que possibilitam a producdo de alta
qualidade em ambientes protegidos (JUNQUEIRA; PEETZ, 2017). O aumento do consumo de
flores e plantas ornamentais no Brasil teve um grande aumento por causa do aumento de renda
da populagdo, além disso, a venda de flores em supermercados e pela Internet, tornou o produto
mais disponivel e de facil comercializagdo (NEVES; PINTO, 2015). Cerca de 50% dos
consumidores brasileiros preferem plantas envasadas devido a sua durabilidade e versatilidade,
podendo ser acomodadas tanto em ambientes internos quanto externos.

A produgdo de plantas ornamentais demanda a conjungdo entre produtividade e a
exceléncia sanitaria e estética do produto. Nesse sentido, o produtor deve permanecer atualizado
acerca das novas tecnologias disponiveis, como a producdo de mudas in vitro, a introdugdo de
novas variedades cultivadas, a pratica de cultivo sem solo e a implementacdo de métodos de
controle integrado de pragas, entre outras (MANTOVANI, et al., 2008).

O mercado brasileiro de plantas ornamentais esta a todo vapor, em pleno crescimento,
conforme revelado por um estudo realizado pelo Instituto Brasileiro de Floricultura
(IBRAFLOR, 2022). As perspectivas para o futuro desse mercado sdo muito promissoras. De
acordo com os dados dessa pesquisa, considerando o aumento da 4rea cultivada e o crescimento



do Produto Interno Bruto (PIB) nacional, o Brasil tem potencial para estar entre os 10 maiores
produtores do mundo nos préximos anos.

2.2 Cultura In Vitro de Tecidos Vegetais.

A cultura de tecidos in vitro tem como objetivo gerar uma nova planta geneticamente
idéntica a original, através da clonagem vegetal, que consiste na propagacdo assexuada de
células ou organismos para obter um novo individuo com o mesmo genotipo do ancestral
comum (TORRES et al.,, 2000; POLESI, 2011). Esta é fundamentada na capacidade de
totipoténcia das células vegetais, uma caracteristica fundamental que descreve a habilidade
intrinseca das células de plantas de se diferenciarem em todos os tipos de células necessarias
para formar um organismo completo (NOGUEIRA, 2023). Em termos simples, as células
vegetais totipotentes possuem o potencial de se transformar em qualquer tipo de célula
especializada, seja de raiz, caule, folha ou flor, e de se desenvolver em um organismo adulto
funcional.

Essa técnica envolve o cultivo de segmentos de plantas em recipientes como tubos de
ensaio, que contém um meio de cultura adequado. A partir desses segmentos, que podem incluir
gemas, fragmentos de folhas, raizes ou apices caulinares, é possivel obter centenas a milhares
de plantas geneticamente idénticas. Apos o cultivo in vitro, essas plantas séo retiradas dos tubos
de ensaio, aclimatadas e entdo transferidas para o campo, onde seguem seu desenvolvimento
normal (MELO BARROQOS, 2004).

Nos dias atuais, a técnica de cultura de tecidos representa uma ferramenta de grande
utilidade para a clonagem de plantas em larga escala, contribuindo também para estudos de
transformac&o genética e conservacao de espécies vegetais. 1sso resulta na producao de plantas
saudaveis, vigorosas e geneticamente superiores, que podem ser reproduzidas em grande
quantidade (GUIMARAES, 2016).

O emprego dessa técnica estd em constante expansdo no mercado, visando atender a
necessidade por mudas saudaveis e livres de patdgenos em qualquer época do ano, ocupando
menos espaco fisico e tempo, e garantindo alta fidelidade genética, produtividade, uniformidade
e desempenho no campo (ERIG; SCHUCH, 2005).

A técnica de cultivo in vitro é uma ferramenta biotecnolégica utilizada para isolar e
cultivar células, tecidos, 6rgaos e/ou plantas inteiras de forma asséptica em meio nutritivo, sob
condicdes controladas de luz, temperatura e fotoperiodo (CARVALHO et al., 2011),
possibilitando assim uma melhor compreensdo da interacdo entre fatores ambientais, como
nutrientes, luz e temperatura, e fatores genéticos e hormonais, contribuindo para o
desenvolvimento de plantas saudaveis, vigorosas e geneticamente superiores, que podem ser
reproduzidas em grande quantidade. Além disso, a cultura de tecidos é especialmente util na
multiplicacdo de espécies que apresentam dificuldades na propagacao por métodos tradicionais
(DUTRA, et al., 2009).

O sucesso dessa técnica depende de diversos fatores, incluindo a composicdo do meio
de cultura, o ambiente de cultivo e o gendtipo envolvido. Essa area da biotecnologia
compreende diversos métodos de propagacdo vegetal em laboratério, sendo amplamente
utilizada como ferramenta para estudar o metabolismo, a fisiologia, o desenvolvimento e a
reproducéo de plantas com caracteristicas desejaveis, como resisténcia a pragas e producéo de
substancias de interesse comercial (POLESI, 2011).

Para as diferentes técnicas aplicadas no cultivo in vitro sdo testadas diferentes
formulacdes de meio de cultura, tipos e concentracdes de reguladores de crescimento, tipos de
explantes, métodos de assepsia do material vegetal e condi¢cbes de incubacdo (SILVA;
FERREIRA, 2016).



2.3 Germinacao In Vitro

A fase de germinacdo desempenha um papel crucial na cultura in vitro de tecidos
vegetais, servindo como uma estratégia promissora para a producdo em massa de plantas. Tanto
as caracteristicas intrinsecas quanto os fatores ambientais influenciam as respostas de
germinacéo e desenvolvimento de diversas espéecies (KULKAMI et al., 2006).

A germinacdo in vitro de plantas € um processo essencial na biotecnologia vegetal, que
envolve a germinacdo de sementes ou a proliferacdo de explantes vegetais em condicdes
controladas de laboratorio. Nesse método, as sementes ou explantes sdo cultivados em meios
de cultura contendo nutrientes, vitaminas, reguladores de crescimento e outros componentes
necessarios para o desenvolvimento das plantas.

A germinacdo in vitro é particularmente Util em espécies cujas taxas de germinacao em
condi¢bes naturais sdo inadequadas para a obtencdo de material vegetal destinado a
experimentacdo ou ao atendimento das demandas comerciais. A dorméncia de sementes € um
fator que pode reduzir essas taxas, dificultando o estabelecimento de culturas in vitro. Além
disso, ha plantas cujas sementes carecem de endosperma, requerendo associagdes com outros
organismos para a nutricdo inicial do embrido e o prosseguimento dos eventos metabdlicos
associados a germinacdo (COUTO et al., 2004; GUIMARAES, 2016).

Muitas plantas sé&o conhecidas por seu crescimento lento e baixa taxa de germinacgéo de
sementes. Portanto, a germinacéo in vitro de sementes torna-se indispensavel, oferecendo maior
uniformidade no processo germinativo (MEDEIROS et al., 2006; PEREZMOLPHE-BALCH
et al., 2015). Em comparagdo com a germinagao em condig¢des naturais, a germinagao in vitro
oferece vantagens significativas, como evitar problemas de aborto embrionario, reduzir o tempo
necessario para 0 processo e aumentar a taxa e sincronizacdo da germinacdo (RETES-
PRUNEDA et al., 2007; REIS, et al., 2008).

O cultivo de plantas germinadas in vitro representa uma etapa importante para a
aquisicdo de explantes juvenis com uma resposta morfogenética satisfatoria e livre de
contaminacdo. A germinacdo de sementes in vitro representa uma alternativa viavel para a
multiplicacéo da espécie, além de favorecer a preservacdo da variabilidade genética e 0 aumento
da disponibilidade de mudas para viveiristas ou para fins de conservagdo (BARROSO, 2021).

Existem diferentes protocolos e técnicas para a germinacdo in vitro, que variam de
acordo com a espécie vegetal e o tipo de explante utilizado. Em geral, o processo envolve a
desinfeccdo dos explantes, o cultivo em meios de cultura apropriados, a manutencdo das
condicbes ideais de temperatura, umidade e iluminacdo, e 0 monitoramento do
desenvolvimento das plantas ao longo do tempo (ZANELLO, 2018).

2.4 Micropropagacao de Plantas Ornamentais

A micropropagacao de plantas surge como uma op¢ao para a propagacao comercial de
espécies de interesse econdomico, sendo recomendada quando outras técnicas de propagacao por
métodos convencionais, como estaquia ou sementes apresentam dificuldades e nao sao eficazes
para determinadas espécies (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

Dentre os diversos grupos de plantas produzidas através das técnicas de propagacgdo in
vitro, as plantas ornamentais sao as que tem maior destaque, provavelmente devido ao alto valor
agregado do produto final (ZANELLO, 2018). Para cultivo comercial de plantas ornamentais,
a micropropagacgdo € uma técnica apresentada como alternativa para a produgdo de mudas de
alta qualidade genética e fitossanitaria, pois através de apenas um explante é possivel produzir
centenas e até mesmo milhares de mudas de alta qualidade, com espacgo e tempo reduzidos
(SOUZA et al., 2009). Sendo esta técnica ideal para multiplicagdo de clones de um espécime
de caracteristicas desejadas.



A produgdo de mudas por meio da micropropagagdo ocorre em condigdes assépticas e
controladas, abrangendo nutrientes, luminosidade, fotoperiodo e temperatura. Essa técnica tem
ganhado popularidade no mercado, e seu uso vem crescendo a cada dia visando atender a
demanda por mudas saudaveis e livres de patogenos, disponiveis durante todo o ano, em tempo
e espagos fisicos reduzidos, com alta fidelidade genética, maior produtividade, uniformidade e
desempenho consistente no campo (ERIG; SCHUCH, 2005).

O processo de micropropagacao compreende essencialmente cinco etapas distintas: a)
selecdo de matrizes; b) coleta de material vegetal e estabelecimento in vitro; ¢) multiplicacdo
ou proliferacdo de brotacdes axilares; d) alongamento e enraizamento in vitro; e) aclimatizacao
(REBELO, 2020). No entanto, o éxito na obtencdo de uma grande quantidade de mudas
micropropagadas € influenciado por diversos fatores como a cultivar utilizada, pois cada
espécie ou variedade se comporta de maneira diferente, sua condi¢do genética e sanitaria do
material vegetal utilizado como fonte de explantes (matrizes), assim como a idade e o tipo dos
explantes utilizados sdo aspectos criticos a serem considerados para que se alcance o
estabelecimento in vitro bem-sucedido (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PATI et al.,
2006). Os explantes a serem utilizados podem ser gemas axilares, &pices caulinares e
radiculares, segmentos nodais, e tecidos diferenciados (ASMAR, et al., 2011).

A concentracdo dos reguladores vegetais no meio de cultura, juntamente com a
concentragdo de sais, acUcares e a natureza fisica do meio (solido ou liquido), também afetam
significativamente o crescimento e desenvolvimento das plantas (PEREZ, 2001). Além das
condi¢Ges ambientais tanto no cultivo in vitro quanto na aclimatizagdo ex vitro (COSTA;
PEREIRA, 2023).

Os meios de cultura utilizados desempenham um papel crucial na micropropagacéo,
fornecendo as plantas os nutrientes necessarios para seu crescimento e desenvolvimento in
vitro. Sao compostos por uma variedade de substancias organicas e inorganicas que atendem as
demandas energeticas, metabolicas e estruturais das celulas vegetais. Esses meios séo
enriquecidos com componentes como agua, sais inorganicos contendo macro e micronutrientes,
carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento vegetal, além de outros aditivos como
carvao ativado (NASCIMENTO, 2022). Essa combinacdo equilibrada de nutrientes e
reguladores de crescimento € essencial para promover a proliferacéo celular e a diferenciacéo
dos tecidos vegetais, permitindo o sucesso da micropropagacao.

Os fito-reguladores que sdo acrescentados no meio de cultura possuem como objetivo
suprir a insuficiéncia de hormdnios nos explantes isolados (GRIMALDI, 2009). Ha diversas
formulac6es de meios de cultura que sdo empregadas para diferentes espécies, sendo as auxinas,
citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno componentes vitais que influenciam o sucesso
do cultivo in vitro (REIS et al., 2008). Os reguladores vegetais, como auxinas e citocininas, séo
0s mais importantes e amplamente utilizados na cultura de tecidos vegetais desempenhando um
papel fundamental na regulacdo do crescimento e morfogénese das plantas, estes tém sidos
empregados com sucesso na propagacao in vitro de diversas espécies (GEORGE et al. 2008;
RAIl etal., 2011).

Segundo Rebelo (2020), as auxinas sdo empregadas para induzir a divisao e a expansao
celular, bem como a organogénese e a embriogénese somatica. Geralmente, em concentracdes
de maior presenca de auxinas é favorecido a iniciagdo das raizes (rizogénese). Ja na presenca
de maior quantidade de citocininas em rela¢dao as auxinas no meio, visa promover a divisdo
celular, induzir a diferenciacdo dos brotos adventicios e a proliferacdo dos brotos axilares,
liberando as gemas axilares da dominancia apical (SKOOG; MILLER, 1957). Quando arelagao
entre as duas classes de reguladores de crescimento ¢ equimolar ocorre o desenvolvimento dos
calos (MARTINS et al., 2012).

O estabelecimento in vitro de espécies ornamentais apresentam muitos desafios, com
algumas limita¢des, como a oxidac¢do dos explantes e contaminagdes endogenas e exdgenas
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(SATO et al.,, 2001). A contaminagdo microbiana, proveniente do contato dos explantes com o
ar e o solo, representa uma dificuldade significativa no processo (DANTAS; OLIVEIRA;
CAMARA, 2002; SALLES et al., 2017). A resisténcia dos microrganismos aos procedimentos
de desinfestagao pode resultar em uma baixa taxa de sobrevivéncia dos explantes durante as
fases iniciais de introducao e estabelecimento (CAMPOS et al., 2007). Uma alternativa para
reduzir os altos indices de contaminacdo nessa fase ¢ o uso de material vegetal originado de
sementes germinadas em condigdes assépticas (XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007;
AZEVEDO, 2018).

Para a desinfestacdo in vitro, sdo empregados diversos procedimentos e produtos, sendo
os mais utilizados o etanol (70%) devido seu alto potencial germicida e o hipoclorito de sodio
em varias concentragcdes (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). A eficiéncia no uso
desses produtos quimicos durante a desinfestagdo ¢ crucial, por iSso € necessario que se tenha
protocolos eficientes para 0 uso dos produtos quimicos durante a desinfestacdo, determinando
o tempo e a concentracdo ideais para controlar as contamina¢des, minimizando danos aos
explantes e garantindo o sucesso no estabelecimento in vifro (SALLES et al., 2017).

2.4.1 Rotas morfogenéticas in vitro

Na micropropagacao a embriogénese somatica e a organogénese sao vias de regeneracdo
que tem como principal vantagem a multiplicacdo de plantas em grandes proporcoes
(GURGEL, 2017). Tanto a organogénese quanto a embriogénese somatica podem ocorrer
diretamente do explante ou através da fase intermediaria de calo (OLIVEIRA, 2020.). Na via
direta, a regeneracao ¢ iniciada a partir de tecidos dos explantes, enquanto na via indireta, ocorre
uma ctapa anterior a regeneragao conhecida como calogénese. O calo ¢ formado por um grupo
de massas celulares pouco diferenciadas antes da regeneracdo do individuo (TORRES et al.,
2000; NASCIMENTO, et al., 2022). A embriogénese somdtica pode ser obtida através do
cultivo de explantes em meio solido ou liquido, de forma direta ou indireta, sendo que a forma
direta ndo passa pelo estagio de formacgao de calo.

Na embriogénese, células somaticas originam embrides analogos aos embrides zigbticos
(NASCIMENTO, et al., 2022). Embora a embriogénese possa resultar em maiores quantidades
de plantas em comparagdo com a organogénese, nem todas as espécies apresentam uma resposta
favordvel a essa técnica. Além disso, hd uma certa dificuldade em estabelecer sistemas de
embriogénese reproduziveis em larga escala (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
SHAHZAD et al., 2017).

2.4.1.1 Organogénese

A organogénese ¢ uma rota de regeneragdo amplamente empregada na cultura de
tecidos, consistindo na formagao de 6rgaos vegetais, como brotos ou raizes, a partir de uma ou
mais células. E um processo monopolar, no qual ocorre o desenvolvimento de uma parte por
vez ¢ ha uma conexao vascular com o explante (KERBAUY, 1997). Quando o explante ja
contém células meristematicas ou meristemas pré-existentes, ocorre a organogénese direta;
enquanto que, se houver a formagdo de calo antes da diferenciacdo das células competentes,
ocorre a organogénese indireta (PERES, 2001).

De acordo com Nodari, 2016, na organogénese direta as gemas ou primordios de gemas
existentes sdo estimulados a proliferar sem que haja a desdiferenciacdo dos tecidos dos
explantes, ja na organogénese indireta ocorre a inducao de tecidos desdiferenciados (calos) a
partir dos tecidos dos explantes, novas gemas ¢ eixos caulinares se desenvolvem a partir desses
calos. E importante observar que, para a organogénese indireta, ao contrario da direta, ha uma



fase de desdiferenciacdo seguida por uma reprogramacgdo celular (rediferenciagcdo) para a
formacao dos novos tecidos e 6rgaos.

A organogénese ¢ influenciada por um equilibrio hormonal entre as citocininas, que
promovem o crescimento dos brotos, € as auxinas, que estimulam o crescimento das raizes
(ANDRADE et al., 2000). Na primeira etapa, a desdiferenciacdo inicial de células dos explantes
resulta em células ou grupos de células competentes, ou seja, capazes de responder aos efeitos
estimuladores do meio de cultura para a formacao de gemas, compreendendo a fase de indugao
(fase 2). Na terceira fase, a transferéncia destas células ja competentes para meios indutores de
gemas torna-as determinadas, isto ¢, comprometidas com uma rota especifica de
desenvolvimento. As células, a partir desta etapa, diferenciam-se em primoérdios de gemas,
mesmo se transferidas para meios nao indutores (RIOS, 2016).

A organogénese € uma técnica vantajosa em comparagdo com métodos convencionais
de propagacao clonal, pois possibilita uma rapida e eficiente multiplicacdo de plantas a partir
de um Unico explante (LUIS, 2016). Porém, atualmente o processo de obtengdo de
organogénese in vitro ¢ em grande parte empirico, requerendo testes especificos para cada
espécie em relacao a fonte do explante, composi¢ao mineral do meio de cultura (incluindo suas
vitaminas e fontes de carbono), equilibrio hormonal e condigdes ambientais (PERES, 2002).

2.4.1.2 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica inicia-se com a etapa da indu¢do embriogénica de uma tnica
ou grupo de células somaticas, resultando em uma estrutura bipolar, contendo meristemas
apicais aéreos ¢ radiculares, diferenciados em polos opostos (radicular e parte aérea)
simultancamente (WILLIAMS et al., 1986; NASCIMENTO, 2022). De maneira geral, este
modelo morfogenético inicia com a sele¢ao ¢ ativagdo de células embriogénicas competentes
(modelo direto) ou com a indugdo de calos (modelo indireto) e progride de forma anéloga
aquela observada para a embriogénese zigotica (NODARI, 2016).

Este processo passa por etapas distintas, incluindo induc¢ao, multiplicacdo, maturacao e
germinacdo. Para induzir a formacao das massas pro-embriogénicas, ¢ necessario estimular o
explante por meio de estimulos fisicos, quimicos ou fisiologicos, geralmente utilizando
combinacdes de reguladores de crescimento das classes auxinas e citocininas, oS quais
controlam a proliferagdo celular (PINHAL et al.,, 2011). Além disso, as citocininas
desempenham um papel crucial no estabelecimento da estrutura bipolar nos embrides, assim
como na melhoria do desenvolvimento embrionario ap6s a indugao do embrido somatico (REE;
GUERRA, 2015). O equilibrio hormonal entre os reguladores de crescimento determina se a
diferenciacdo celular ocorrerd e qual rota regenerativa sera seguida. Portanto, o efeito
fisiologico sobre o explante € primariamente influenciado pela concentracao desses reguladores
no meio de cultura (TERMIGNONI, 2005; NASCIMENTO, 2022).

A embriogénese somatica proporciona uma producdo em larga escala de plantas,
resultando em uma significativa redug¢do do custo por unidade de muda produzida (GUAN et
al., 2016). E uma técnica de suma importancia na pesquisa bioldgica, viabilizando estudos sobre
o desenvolvimento fisioldgico, resisténcia a doengas ¢ pragas, sobre o genoma, metabolismo,
protedmica, epigenético e outras areas da pesquisa. Além disso, ¢ a unica técnica de propagacao
vegetativa que gera mudas clonais com raizes pivotantes (BONGA, 2010; COSTA, 2019;
PARK).

Essa técnica possui diversas outras aplicagdes, como a producdo de sementes sintéticas,
a conservagao de germoplasma, proporcionando flexibilidade aos programas de melhoramento
genético, ¢ a manipulagdo genética para o desenvolvimento de plantas transgénicas
(ANDRADE, 2002). Também ¢ empregada no rejuvenescimento de clones com caracteristicas



desejaveis, mas que apresentam desvantagens, como baixa taxa de enraizamento ou
crescimento plagiotropico das mudas (PAIS, 2019).

Sob condi¢des adequadas, os embrides somaticos podem ser obtidos de forma
sincronizada, apresentando um alto grau de uniformidade clonal e conformidade genética, o
que confere a embriogénese somdtica uma relevancia impar na propagacdo de plantas
(MOURA, 2016).

Para se desenvolver um protocolo eficiente, tanto para a embriogénese somatica quanto
para a organogénese, € um processo arduo e laborioso, pois é essencial adaptar as técnicas para
cada espécie, uma vez que cada espécie apresenta exigéncias especificas quanto ao protocolo
ideal (CARVALHO et al., 2011). Isso se deve a influéncia do gendtipo das plantas utilizadas
na cultura de tecidos, exigindo ajustes nas condi¢6es de cultivo, composi¢do do meio nutritivo,
tipo e concentracdo de reguladores vegetais, além do tipo de explante, uma vez que as
caracteristicas genéticas de cada espécie determinam respostas diferentes ao cultivo in vitro
(ESTRADA-LUNA et al. 2008; GURGEL, 2017).

A cultura in vitro de plantas ornamentais tem sido objeto de diversos estudos, visando a
otimizagdo dos protocolos de micropropagacdo. Os resultados desses estudos indicam que a
escolha dos reguladores de crescimento e das condi¢bes de cultura pode influenciar
significativamente a eficiéncia de diferentes processos como da multiplicacéo e regeneracao de
brotos, entre outros (COLOMBO, et al., 2010).
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HOLLYHOCK SEEDS

FERREIRA, T. S.; PEGO, R. G.; MARTINS, R. C. F. Fruit and Seed Morphometry and in Vitro
Germination of Hollyhock Seeds. Fronteiras: Journal of Social, Technological and
Environmental  Science, . 12, n. 2, p. 98-107, 10  ago. 2023.
DOI: https://doi.org/10.21664/2238-8869.2023v12i2.p98-107

15


https://doi.org/10.21664/2238-8869.2023v12i2.p98-107

4.1 ABSTRACT

Alcea rosea L. is an ornamental shrubs that has many possible uses, including medical purposes.
This species is mainly propagated by seeds, however, there are few studies that describe their
morphometric characteristics, in addition, previous reports show that they have dormancy that
makes the germination difficult. Therefore, this work aimed to determine the morphological
characteristics of the fruit and seeds of A. rosea and to evaluate its in vitro seeds germination
under different pregerminative methods in different culture media. For the morphological
description, 25 fruits or seeds were evaluated. For the in vitro germination in the MS and WPM
culture media, the pregerminative treatments were: T1 - untreated seeds (control); T2 -
mechanical scarification (cut in the seed coat); T3 - thermal scarification (immersion of the
seeds in water at 60 °C for 16 min). The experimental design was completely randomized, in a
3x2 factorial scheme (pregerminative treatments x culture media), with eight replications and
twenty seeds per replication. A visual scale was proposed to classify the seedlings vigor. The
schizocarp hollyhock fruit is flattened and its diameter is greater than its height, and each fruit
contains 33 seeds, on average. The seeds have approximately 4.2 mm in length and 100 seeds
weight, on average, 0.89 g. The culture medium does not influence the seeds germination and
the pregerminative treatments are not necessary for the germination. However, the mechanical
scarification promoted the best germination speed index and the production of more vigorous
plants.

Keywords: Alcea rosea L., seeds dormancy, scarification, vigor scale, medicinal.

4.2 RESUMO

A Alcea rosea L. é um arbusto ornamental que tem muitas possibilidades de usos, incluindo
fins medicinais. Essa espécie ¢ propagada principalmente por sementes, no entanto, existem
poucos estudos que descrevem suas caracteristicas morfométricas, ademais, relatos anteriores
mostram que elas tém dorméncia que dificulta a germinagdo. Portanto, este trabalho teve como
objetivos determinar as caracteristicas morfologicas dos frutos e sementes de A. rosea ¢ avaliar
a germinacao in vitro de suas sementes sob diferentes métodos pré-germinativos em diferentes
meios de cultura. Para a descricdo morfologica, foram avaliados 25 frutos ou sementes. Para a
germinagdo in vitro nos meios de cultura MS e WPM, os tratamentos pré-germinativos foram:
T1 - sementes nao tratadas (controle); T2 - escarificagdo mecanica (corte no tegumento); T3 -
escarificagcdo térmica (imersdo das sementes em agua a 60 °C por 16 min). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2 (tratamentos pré-
germinativos X meios de cultura), com oito repeticdes e vinte sementes por repeticio. Uma
escala visual foi proposta para classificar o vigor das mudas. O fruto esquizocarpo da alcea é
achatado e seu diametro ¢ maior que sua altura, ¢ cada fruto contém, em média, 33 sementes.
As sementes tém comprimento aproximado de 4,2 mm e 100 sementes pesam, em média, 0,89
g. O meio de cultura ndo influencia a germinacao das sementes ¢ ndo ¢ necessario o uso de
tratamento pré-germinativo para a germinagao. Entretanto, a escarificagdo mecanica promoveu
o melhor indice de velocidade de germinagdo e a produgdo de plantas mais vigorosas.

Palavras-chave: Alcea rosea L., dorméncia de sementes, escarificagdo, escala de vigor,
medicinal.
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4.3 INTRODUCTION

Alcea rosea L., popularly known as hollyhock, is an ornamental shrubs traditionally
grown under full sun, which can be used in massive beds, as border along walls or as isolated
plants in gardens (LORENZI, 2015; EVIK ; RUSSAK, 2019). Hollyhock plants are 2-3 m tall
and produce up to 40 flowers daily; they have higth stately ornaments and produce large single,
semi-double, or double flowers of many different colors; moreover, they have a long period of
flowering (L1 et al., 2012; FAHAMIYA et al., 2016; ORAEE et al., 2019).

Beyond beauty, the hollyhock produces edible flowers that are used to make tea, which
taste is slightly bitter (NEWMAN ; O’CONNOR, 2009); besides that, it has a great folkloric
medicinal history in the East Mediterranean, where all parts of the plants are used due to their
medicinal properties such as their antioxidant, antimicrobial, antiviral and hepatoprotective
actions, among others (AZAB, 2016; ABDEL-SALAM et al., 2018; KALEMBA-DROZDZ ;
CIERNIAK, 2019).

The hollyhock is acropetal (basal flowers open first) and the seeds must be harvested
from ripe fruits (JOHRI ; RAGHUVANSHI, 2014). However, there are few works showing the
morphometric description of its fruit and seeds, and it is very important for the management of
seeds technology and breeding (BRASIL, 2009; LI et al., 2012; FAHAMIYA et al., 2016).

This species is often propagated by seeds, however, there are reports that indicate the
presence of dormancy that inhibits its germination (BRASIL, 2009; FAHAMIYA et al., 2016;
BATTAL et al., 2019). This fact may happen due to the impermeability of the integument to
water, considered one of the main causes of dormancy in some species of the Malvaceae family
(ENSCONET, 2009).

Different pregerminative methods have been used to overcome seeds dormancy such as
scarification (mechanical, chemical or thermical) and the soaking of seeds in water
(SHOOSHTARIAN ; SALEHI, 2010; TIWARI et al., 2016). Among the pregerminative
treatments in hollyhock seeds, the scarification can be used through a pin-pricking or by cutting
the seed coat with the aid of a scalpel, enabling the water absorption to increase the germination
rates (BRASIL, 2009). Hot water (60-80 °C) is an alternative to improve the seed germination
of others species of the same botanic family, nevertheless, boiling water (100 °C) can cause
sensitive damage to the seeds (McDONNELL etal., 2012).

The in vitro seeds germination can be a technique to optimize the propagation that is
limited by other methods, and, it has been widely used to obtain seedlings of species of limited
germination (LEE et al., 2013; PEGO et al., 2015; PRUDENTE et al., 2015; BATTAL et al.,
2019). Many different basic media formulations have been used for the in vitro propagation of
ornamental plants. The MS medium (MURASHIGE ; SKOOG, 1962) is the most used one in
the micropropagation of many species, however, for the seeds germination stage, it has been
modified or diluted. On the other hand, the WPM medium (LLOYD ; MCCOWN, 1980) has
shown good results in the seed germination of native species or of other species that are
sensitive to high salt concentrations, possibibly due to the fact that it contains neither cobalt nor
iodine micronutrients and it has 4 times less nitrogen in comparison to MS (LARRABURU,
2012, KOENE et al., 2019).

Previous studies have shown that the in vitro seed germination of Alcea sp. is influenced
by the composition of the substrate; and it seems that these seeds are sensitive to the osmotic
variations of the culture medium. Negative responses to A. officinalis seed germination were
observed when sucrose was added in the medium (YOUNESIKELAKI et al., 2016). The use
of adequate methods to overcome the seed dormancy as well as the appropriate germination in
the culture media, enable to obtain high quality and to achieve the classification of vigorous
plants. The seedlings classification is a parameter that helps to choose the methodology or the
plants for stages of the in vitro multiplication or even for the conservation of species.
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There are few studies on the propagation of hollyhock, therefore, this work aimed to
determine the morphological characteristics of the fruit and seeds of A. rosea; and to evaluate
the in vitro germination of its seeds under different pregerminative methods in different culture
media.

4.4 MATERIAL AND METHODS

Ripe fruits of hollyhock were harvested and taken to the laboratory for their
morphological characterization and biometric analysis. The metric dimensions of fruits and
seeds were carried out with the aid of a graduated caliper. The biometric data were obtained
from 25 replications of fruits or seeds and subjected to quantitative analysis. For the
morphological description, it was observed the form and the color of the fruits. The 1000-seeds
weight was determined according to BRASIL (2009).

The seeds were selected and those visibly empty or attacked by pests were retained.
The selected ones were used in the in vitro germination, and for it, the following pregerminative
methods were tested: T1 - untreated seeds (control); T2 - mechanical scarification by cutting
the seed coat with a scalpel, according to BRASIL (2009); T3 - thermal scarification by the
immersion of the seeds in hot water (60 °C) for 16 min, which were later kept still until they
cooled naturally and reached room temperature (25 °C).

After the pre-treatments, the seeds were sterilized under flow cabinet with 70% ethanol
for 5 min, followed by sodium hypochlorite 2.5% (v/v) for 15 min and washed three times with
sterile distilled water. The sterilized seeds were placed in sterile flasks containing 20 mL of
culture medium. The MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) and WPM - Woody Plant Medium
(LLOYD; MCCOWN, 1981) mediums were used. Both media were prepared with the addition
of 30 g L of sucrose and 7 g L™ of agar, and the pH was adjusted to 5.8 before being sterilized
in autoclave for 20 min at 121 °C. After the inoculation, the seeds were kept in a growth
chamber at 30 umol.m-2.s of photonsirradiance, 25 °C + 2 °C of temperature, and under 16-
hour photoperiod provided by fluorescent lamps (OSRAM®, similar to daylight).

The germination data were registered daily and at the end of the observation period
(seven days after the inoculation), the germination (%) and the germination speed index (GSI)
were calculated according to MAGUIRE (1962). A classification to discriminate the vigor of
seedlings was proposed, as follows: high vigor (HV) - seedlings with the presence of primary
root and with completely open cotyledon leaves; medium vigor (MV) - seedlings with short
primary root and shoot in the beginning of development; and low vigor (LV) - seedlings with

the beginning of the radicle emission and with no shoot emitted.
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The experimental design was completely randomized, in a 3 x 2 factorial scheme (three
pregerminative treatments and two culture media), with eight replications and twenty seeds per
replication. The data were subjected to the analysis of variance and the means were compared
by the Tukey’s test at 5% probability level, using the statistical program Sisvar (FERREIRA,
2011).

4.5 RESULTS AND DISCUSSION

The hollyhock fruits are schizocarp (Figure 1A), with a persistent calix that turns brown
on ripening; which occurs at different periods over the cycle because of the acropetal flowering
(JOHRI ; RAGHUVANSHI, 2014). Inside the fruits are produced many mericarps arranged
radially (Figure 1B), with a black seed in each one of them (Figure 1C).

A B

Figure 1. Schizocarpic fruit (A), mericarp (B) and seed (C) of hollyhock. Bars: A =1.0 cm; B
and C = 0.5 cm.

Hollyhock fruits (schizocarp) are small and flattened and their diameter is greater than
their height, and each fruit contains 33 seeds, on average. The seeds are homogeneous with
approximately 4.2 mm in length and 100 seeds weight, on average, 0.89 g (Table 1), equivalent
to 113 seeds per gram.

Table 1. Fruit diameter (FD), fruit height (FH), number of seeds per fruit (NSF), seed length
(SL), seed width (SW) and 1000-seeds weight (1000-SW) of hollyhock.

FD FH NSF SL SW 1000-SW
(mm) (mm) - (mm) (mm) (9)
Maximum 22.92 8.75 37.00 4.48 3.26 9.04
Average 20.70 7.95 32.52 4.19 2.97 8.88
Minimum 18.70 7.00 22.00 3.87 2.64 8.61
CV (%) 4.74 6.66 8.41 3.97 5.89 1.61

The seed germination of A. rosea started two days after the inoculation on the MS and
WPM culture media. In this study, it was observed that, even though the culture medium does
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not influence the hollyhock seeds germination, it seems that there is no dormancy, as frequently
reported in the literature, because even in the untreated seeds, the germination was higher than
93% (Figure 2A).

Despite the fact that previous studies reported that hollyhock has coat dormancy,
through the observation of 1% of germination when no pregerminative treatment was used
(SHOOSHTARIAN ; SALEHI, 2010), a study shows that the in vitro germination improves the
germination of hollyhock seeds (A. rosea), when the tegument is partially removed with a
scalpel, reaching 80% of germination (KEW, 2019). Similarly, the germination rates of Alcea
kurdica can reach 90% after the treatment with a cut in the seed (BATTAL et al., 2019).

The pregerminative treatments influenced significantly the GSI (Figure 2B). There was
a significant interaction among the pregerminative treatments and the culture media. It was
observed that the highest GSI was achieved when the seeds were treated by the mechanical
scarification, regardless the culture medium. However, when the seeds were treated with the
thermal scarification, the GSI was slightly higher in the WPM medium compared to MS. There
was no significant difference in the GSI between culture media in the untreated seeds. It seems
that the mechanical scarification enables the quick absorption of water, in order to allow the
faster germination process in comparison to the other pregerminative treatment methods
(URSULINO et al., 2019).
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Figure 2. Germination (A) and germination speed index (GSI) (B) of hollyhock seeds grown
in different culture media. Mean values followed by different capital letters between the media
and lowercase letters among the pregerminative treatments significantly differ from each other
by the Tukey’s test at 5%.
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A scale to classify the quality of the seedlings was established (Figure 3). According
to the rules for seed analysis (BRASIL, 2009), a seedling is normal when it has all the essential
structures and when it is properly developed and healthy. The standardization of the quality of
seedlings has a wide application in agriculture because it ensures that vigorous materials with
physiological quality are efficiently classified. There are no visual standards to classify the
hollyhock seedlings quality, therefore, the development of a visual scale may help in future
studies of this species, whether for in vitro propagation or for seed technology and analysis, in
which other types of seeds are used. The development of visual scales helps to minimize
mistakes during the seeds classification, minimizing the subjectivity in the essay (BRASIL,
2009; MARCOS FILHO, 2015).

e @

Py, N = - 2

Figure 3. Visual scale of the vigor of hollyhock seedlings: high vigor (A); medium vigor (B)
and low vigor (C). Bars =1 cm.

There was a significant interaction among the pregerminative treatments and the
culture media. The mechanical scarification allowed the production of high vigor seedlings in
the MS and in the WPM media (Table 2). However, the highest percentages of low vigor
seedlings were found in the intact seeds or in the ones treated with hot water (60 °C), regardless
the medium used.

Table 2. Vigor classifications of in vitro hollyhock seedlings obtained from seeds submitted to
pregerminative treatments and grown on different culture media.

HV (%) MV (%) LV (%)
Treatment
MS WPM MS WPM MS WPM
Control 11 bA™ 19 bA 5bB 17 bA 78 aA 59 aA
Mechanical scarification 51 aA 39 aA 21 aB 33aA 26 bA 23 bA
Thermal scarification 12 bA 6 bA 6 bB 22 bA 77 aA 67 aA
CV (%) 7.1 58 3.3

* Mean values followed by different capital letters between the media and lowercase letters among the
pregerminative treatments significantly differ from each other by the Tukey’s test at 5%.

There was a relationship between the GSI (Figure 2B) and the vigor classifications of
the seedlings detected through the visual scale of hollyhock. This happened because plants that
germinate quickly have a better capacity to show their physiological potential in optimal
conditions of seed germination (MARCQOS FILHO, 2015). The classification of vigor, based
on the visual scale, allowed to detect more accurate physiological expressions than those only
presented by the maximum seed germination. Besides that, many studies correlate plant
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morphology with the successful micropropagation of many species, suggesting the selection of
plants with stronger morphological characteristics (YOUNESIKELAKI etal., 2016; SILVA et
al., 2019; KOENE et al., 2019).

In practice, this new scale of vigor proposed for hollyhock allows to identify the
seedlings that have a greater potential to be selected for future stages of seedlings production,
such as in vitro multiplication. In addition, this methodology is the first proposal for rating the
vigor of seedlings of hollyhock, which contributes to other areas of research, such as seed
technology.

4.6 CONCLUSIONS

The schizocarp hollyhock fruit is flattened and its diameter is greater than its height,
and each fruit contains 33 seeds, on average. The seeds have approximately 4.2 mm in length
and 100 seeds weight, on average, 0.89 g.

The culture medium does not influence the seeds germination and the seeds do not
need any pregerminative treatment to germinate. However, the mechanical scarification
promoted the best germination speed index and the production of more vigorous plants.
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5 CAPITULO I

ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLOS PARA A GERMINACAO E
MICROPROPAGACAO IN VITRO DE ALCEA ROSEA L.
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5.1 RESUMO

A alcea (Alcea rosea L.) ¢ uma espécie explorada para fins ornamentais ¢ medicinais
que apresenta dificuldades de producdo de mudas por vias vegetativas, sendo a
micropropaga¢do uma alternativa para sua propagagdo. Portanto esse trabalho objetivou
elaborar um protocolo para a germinagdo, multiplicacdo, enraizamento e indugdo de calos para
a avaliar o potencial morfogenético de A. rosea L. em condi¢des in vitro. Para a germinagao in
vitro foram avaliados os seguintes tratamentos: T1- (MS Totwl); T2 - (Y2 MS); T3 - (WPM T1otal),
T4 - (%2 WPM). Para a fase de multiplicagdo in vitro das microestacas, forma testados o meio
MS suplementado com 0 mg L (controle) (T1), 1,0 mg L™ (T2), 2,0 mg L (T3) e 3,0mg L*
(T4) BAP (6-benzilaminopurina). Para o enraizamento in vitro o meio MS foi suplementado
com diferentes concentra¢des de &cido indol-3-butirico (AIB), como se segue: T1) MS sem
adicdo de AIB nas concentrages de 0 mg L (controle); 0,5 mg L™ (T2), 1,0 mg L™ (T3), 1,5
mg L™ (T4) e 2,0 mg L (T5). Para a indugéo de calos e avaliagio do potencial morfogenético
in vitro, foram utilizados explantes de raiz e folha inoculadas em meio MS foi suplementado
1,0mg L'*BAP +0,5mg L™ de 2,4-D (T1) ou 0 mg L BAP + 1,0 mg L de 2,4-D (T2). Apos
7 dias houve 100% de germinagdo, ndo havendo diferengas estatisticas para a taxa ou
velocidade de germinagdo entre os tratamentos. Os meios de cultura MS e WPM nas
concentracdes originais ou diluidas possibilita a germinagao in vitro de 100% das sementes. O
meio MS com 100% ou 50% da concentracdo de sais possibilita a produ¢do de maiores nimeros
de raizes e folhas, enquanto que o meio WPM (100%) possibilita a produgdo eficiente de raizes
e plantas com maior comprimento de raizes e parte aérea. O MS suplementado com 2,0 mg L!
de BAP possibilitou a maior brotagdo de de estacas de A. rosea, sendo indispensavel o uso desse
regulador para a indugio de brotagdes. O meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de AIB é o
mais indicado para a rizogénese possibilitando a inducdo de raizes em 100% dos explantes. O
meio MS suplementado com 1,0 mg L de 2,4-D foi onde os explantes cultivados apresentaram
maior potencial morfogenético in vitro. Esse protocolo apresenta metodologias eficientes para
a produgao de mudas micropropagadas de 4. rosea com potencial para atender as demandas do
mercado.

Palavras-chave: Cultura de tecidos vegetais. Planta medicinal. Espécie ornamental.
Calogénese.
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5.2 ABSTRACT

Alcea (Alcea rosea L.) is a species used for ornamental and medicinal purposes that presents
difficulties in producing seedlings by vegetative means, and micropropagation is an alternative
for its propagation. Therefore, this study aimed to develop a protocol for germination,
multiplication, rooting and callus induction to evaluate the morphogenetic potential of Alcea
rosea L. under in vitro conditions. For in vitro germination, the following treatments were
evaluated: T1- (Total MS); T2 - (%2 MS); T3 - (Total WPM), T4 - (2 WPM). For the in vitro
multiplication phase of microcuttings, the MS medium supplemented with 0 mg L (control)
(T1), 1,0 mg L' (T2), 2,0 mg L' (T3) and 3,0 mg L' (T4) BAP (6-benzylaminopurine) was
tested. For in vitro rooting, the MS medium was supplemented with different concentrations of
indole-3-butyric acid (IBA), as follows: T1) MS without addition of IBA at concentrations of 0
mg L (control); 0,5 mg L (T2), 1,0 mg L' (T3), 5,0 mg L™ (T4) and 2,0 mg L' (T5). For
callus induction and evaluation of the in vitro morphogenetic potential, root and leaf explants
inoculated in MS medium supplemented with 1,0 mg L' BAP + 0,5 mg L"! 2,4-D (T1) or 0 mg
L BAP + 1,0 mg L! 2,4-D (T2) were used. After 7 days, there was 100% germination, with
no statistical differences in the germination rate or speed between treatments. The MS and
WPM culture media at original or diluted concentrations allow 100% in vitro germination of
seeds. The MS medium with 100% or 50% salt concentration allows the production of greater
numbers of roots and leaves, while the WPM medium (100%) allows the efficient production
of roots and plants with greater root and shoot length. The MS medium supplemented with 2,0
mg L' of BAP allowed the greatest sprouting of A. rosea cuttings, making the use of this
regulator essential for inducing sprouting. The MS medium supplemented with 1,0 mg L™ of
IBA is the most suitable for rhizogenesis, allowing root induction in 100% of the explants. The
MS medium supplemented with 1,0 mg L™ of 2,4-D showed the greatest in vitro morphogenetic
potential. This protocol presents efficient methodologies for the production of micropropagated
seedlings of A. rosea with the potential to meet market demands.

Keywords: Plant tissue culture. Medicinal plant. Ornamental species. Callogenesis.
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5.3 INTRODUCAO

Alcea rosea L., conhecida popularmente como malva-rosa, € um arbusto ornamental
tradicionalmente cultivado a pleno sol, da familia Malvaceae, apreciada por suas vistosas flores
em tons de rosa, vermelho, branco e amarelo, que se difundiram pela sua aplicagdo em jardins
residenciais e publicos (LI et al., 2012; FAHAMIYA et al., 2016).

As plantas de A. rosea L. podem chegar a mais de 2 m de altura e produzem até 40 flores
diariamente; podendo estas serem flores simples, semi-duplas ou duplas de muitas cores
diferentes; além disso, possuem um longo periodo de floracdo (LI etal., 2012; FAHAMIYA et
al., 2016; ORAEE et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1. Aspecto geral de haste floral de Alcea rosea. Fonte: Adaptado de Azadeh et
al. (2024).

Além da beleza, a malva-rosa produz flores comestiveis que sdo utilizadas para fazer
chés, cujo sabor € levemente amargo (NEWMAN; O'CONNOR, 2009) ou usadas na
composigdo de farmacos para o controle dos sintomas de tosse, e ainda com agdes antioxidantes,
antimicrobianos, anti-inflamatérios, sedativos, analgésicos e antibidticos, entre outros
(AZADEH et al., 2024). Além disso, possui uma grande histéria medicinal folclorica no
Mediterraneo oriental, onde todas as partes das plantas sdo utilizadas devido as suas
propriedades medicinais, como a¢do antioxidante, antimicrobiana, antiviral, hepatoprotetora,
entre outras (AZAB, 2016; ABDEL-SALAM etal., 2018; KALEMBA-DROZDZ; CIERNIAK,
2019).

A propagacdo dessas plantas se da majoritariamente por sementes cuja literatura tem
relatado a dificuldade de germinacgéo pela presenca de dorméncia FAHAMIYA et al., 2016;
BATTAL et al., 2019), no entanto mais recentemente foi constatado que a germinagao in vitro
de Alce rosea permite a alta germinabilidade de sementes sendo uma técnica recomendada para
essa especie (FERREIRA et al., 2023).

Para a propagacgdo in vitro, tanto o meio Murashige e Skoog (MS) (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) quanto o meio Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD; McCOWN, 1980), na
sua composicdo original ou em diluigcdes, tém sido usados para a producdo de muitas espécies.
Para Alcea estudos tém sido realizados utilizando meios MS e WPM com sucesso (TARIQ et
al., 2024; FERREIRA et al., 2023; FAHAMIYA et al., 2016), no entanto esses estudos tém sido
utilizados para etapas especificas como a germinacdo de sementes ou a calogéneses.

Para A. rosea L. a multiplicacdo in vitro, utilizando microestacas, € uma técnica
promissora para obter mudas mais rapida e eficiente uma vez que essas plantas te crescimento
durante a fase vegetativa do tipo roseta e a producdo de brotos ndo € comum. O processo de
multiplicacdo in vitro de microestacas envolve a utilizagcdo de pequenos segmentos de tecido

29



vegetal retirados de uma planta-matriz saudavel e cultivados em condigdes assépticas em meio
de cultura apropriado (DIAS, et al., 2012). Esses segmentos, chamados de microestacas, contém
células meristematicas responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento das plantas, o que
permite a sua regeneracdo em novas plantas completas (SOUZA, 2020).

O sucesso da multiplicacdo in vitro de A. rosea L., depende da formulacdo adequada do
meio de cultura que deve conter nutrientes essenciais, como sais minerais, vitaminas,
carboidratos e reguladores de crescimento (NASCIMENTO, 2022). Os reguladores de
crescimento, como citocininas e auxinas, desempenham um papel crucial na micropropagacao
in vitro, pois o uso adequado desses reguladores, em concentracfes especificas, pode aumentar
significativamente a eficiéncia da multiplicacdo e morfogénese in vitro (RAI et al., 2011).

Dada a importancia dessa espécie que apresenta multiplos usos e apontados a
importancia de obter mudas de alta qualidade fitossanitaria e em grandes quantidades o objetivo
deste trabalho foi elaborar um protocolo mais eficiente para a germinagdo, multiplicacéo in
vitro a partir de microestacas e avaliacdo da inducdo de calos para a avaliar o potencial
morfogenético de A. rosea L. em condices in vitro.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Germinagao in vitro de Alcea rosea L.

As sementes A. rosea L. foram desinfestadas, em alcool etilico 70% (v/v), por 5 minutos
e, em seguida, imersas em hipoclorito de sodio 2,5% (v/v), por 10 minutos. Em camara de fluxo
laminar, as sementes foram lavadas trés vezes, em &gua destilada autoclavada, sendo,
posteriormente, inoculadas em meio. O delineamento experimental foi de 4 tratamentos com
10 repeticOes, e cada parcela experimental foi composta por dois tubos de ensaio, em cada tubo
foi colocado 10 ml de meio e apenas uma semente. Os meios utilizados foram o0 MS e WPM
em diferentes concentragGes. Os tratamentos consistiram em: T1- (MS Totary; T2 - (Y2 MS); T3 -
(WPM Tota), T4 - (Y2 WPM). Aos meios foram acrescidos de 30 g L™ de sacarose e solidificado
com 7 g L de &gar. O pH do meio foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem sob presséo de
1,5 atm e & temperatura de 121 °C, por 20 minutos.

Em seguida, os tubos foram levados para sala de crescimento e mantidos sob
fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25 pmol.m-2. st a
temperatura de 25 + 1 °C. Apds 30 dias da inoculagdo foram avaliados: a porcentagem de
germinacéo (%) e o indice de velocidade de germinagéo (IVG) de acordo com Maguire (1962),
Numero de Raizes (NR), Numero de Folhas (NF), Comprimento da Raiz (CR), Comprimento
do Broto (CB) e % de plantas com presenca de calos.

Os dados obtidos na experimentacdo foram submetidos a andlise de variancia utilizando
0 software estatistico SISVAR®, e as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

5.4.2 Multiplicaclo in vitro de microestacas de Alcea rosea L.

Para a multiplicacdo in vitro de A. rosea, foram utilizados microestacas com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento provenientes de mudas micropropagadas.

Foram testados meios de cultura MS com a concentracdo total de sais suplementados
com citocinina BAP (6-benzilaminopurina) nas concentragdes de 0 mg L™ (controle) (T1), 1,0
mg L (T2), 2,0 mg L™ (T3) e 3,0 mg L™ (T4). Aos meios de cultura foram adicionados com
30 g/L* de sacarose e solidificados com 7 g L™ de agar e usando 10ml por tubo de ensaio. O
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pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Em seguida os meios foram esterilizados em
autoclave a 121 °C e 1,5 atm de pressdo por 20 minutos.

A inoculacéo dos explantes foi realizada em camara de fluxo laminar, colocando-se uma
microestaca por tubo. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 4
tratamentos e 10 repeticOes, e cada parcela experimental foi composta por dois tubos de ensaio.
Em seguida, os tubos contendo os explantes foram levados para sala de crescimento e mantidos
sob fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25 pumol.m-2. s?, &
temperatura de 25 + 1 °C. Apds 40 dias da inoculagdo foram observados os seguintes
parametros: Numero de Brotos (NB) e Numero de folhas (NF).

Os dados obtidos na experimentacdo foram submetidos a anélise de variancia utilizando
o software estatistico SISVAR®, e as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

5.4.3 Enraizamento in vitro de microestacas de Alcea rosea L.

As microestacas foram obtidas de plantas de A. rosea pré-estabelecidas in vitro com
aproximadamente 1 cm de comprimento provenientes de mudas micropropagadas, sendo folhas
e raizes os explantes utilizados.

Os tratamentos para inducéo de raizes consistiram do meio MS (concentracdo completa
dos sais) em auséncia ou presenca da auxina acido indol-3-butirico (AIB), como se segue: T1)
MS sem adicdo de AIB nas concentracdes de 0 mg Lt (controle); T2) MS + 1,0 mg L; T3)
MS + 5,0 mg LT e T4) MS + 10,0 mg L de AIB. Os meios de cultura utilizados foram
solidificados com 7 g L™ de &gar, suplementado com 30 g/L-1 de sacarose e pH ajustado para
5,8 antes da autoclavagem, sendo utilizados tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio por tubo.
Em seguida os meios foram autoclavados a 120 °C e 1 atm de pressdo por 20 minutos. A
inoculacdo dos explantes foi realizada em cémara de fluxo laminar, colocando-se uma
microestaca por tubo.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 10
repeticdes, e cada parcela experimental foi composta por 2 tubos de ensaio. Em seguida, 0s
tubos contendo os explantes foram levados para sala de crescimento e mantidos sob fotoperiodo
de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25 pmol.m-2. s, & temperatura de 25 +
1°C.

Apds 30 dias da inoculacdo foram observados os seguintes parametros: porcentagem de
inducdo de raizes, NUmero de raizes formadas (NR), comprimento da maior raiz (CMR),
comprimento do broto (CB) e porcentagem de calos formados (PC).

Os dados obtidos na experimentacdo foram submetidos a andlise de variancia utilizando
o software estatistico SISVAR®, e as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

5.4.4 Inducio de calos em explantes foliares de Alcea rosea L.
A) Fonte de explantes:

Folhas e raizes de plantulas obtidas da germinacdo de sementes in vitro de A. rosea L.
foram utilizadas como fonte de explantes para inducéo de calos.

Os meios para inducdo foi 0 MS suplementado com fontes de diferentes concentrages
de o &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 6-benzilaminopurina (BAP), como se segue: MS
suplementado com 1,0 mg L™ BAP + 0,5 mg L™ de 2,4-D (T1) e MS suplementado com 0 mg
L BAP + 1,0 mg L de 2,4-D (T2). Os meios de cultura utilizados foram solidificados com 7
g L de agar, suplementado com 30 g/L™! de sacarose e pH ajustado para 5,8 antes da
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autoclavagem, sendo utilizados tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio por tubo. Em seguida
0s meios foram autoclavados a 120 °C e 1 atm de pressdo por 20 minutos.

As raizes e folhas utilizadas como explantes foram padronizadas com 2,0 cm de
comprimento e 1,0 cm?, respectivamente. A inoculagdo dos explantes foi realizada em camara
de fluxo laminar, colocando-se um explante por tubo. O delincamento experimental foi o
fatorial 2x2, sendo o fator 1 dois tipos de explantes (raiz e folhas) e o fator 2 os meios de cultura
(T1eT2)com 10 repetigdes, e cada parcela experimental foi composta por dois tubos de ensaio.
Em seguida, os tubos contendo os explantes foram levados para sala de crescimento ¢ mantidos
sob fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25 pmol.m-% s, a
temperatura de 25 + 1 °C.

Apds 19 dias da inoculacdo para o explante foliar e de 30 dias para o explante de raiz
foram observadas as porcentagens de indugdo de calos. Os dados obtidos na experimentacéo
foram submetidos a analise de variancia utilizando o software estatistico SISVAR®, e as
médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Germinacao in vitro de Alcea rosea L.

Sementes de A. rosea L. germinam rapidamente, atingindo 100% de germinagao aos 7
dias apos o inicio do teste, independente do meio de cultura utilizado, ndo havendo diferenca
significativa entre eles. De forma semelhante, ndo foram observadas diferencas significativas
para a velocidade de germinagdo entre os tratamentos com meios diferentes. Resultado
semelhante ao encontrado por Ferreira et al., (2023), que observou as mesmas caracteristicas
em seu trabalho onde também nao houve diferenga estatistica entre os meios utilizados na
germinagdo de A. rosea L.

Apos 30 dias da inoculagdo foi possivel observar diferencas estatisticas para as variaveis
avaliadas relacionadas as caracteristicas morfologicas das plantas. Nao houve diferencas
significativas para o niimero de raizes e nimero de folhas entre as plantas crescidas no meio
MS, 1/2MS e WPM, no entanto, plantas crescidas no meio aWPM tiveram numero de raizes
significativamente inferior (Figura 2A).
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Figura 2. Medias dos resultados para Numero de Raizes (A), Numero de Folha (B),
Comprimento da Raiz (cm) (C) e Comprimento de Parte Aérea (cm) (D) das plantulas de Alcea
rosea L. germinadas in vitro nos meios de cultura. T1- (MS totay; T2 - (*2 MS); T3 - (WPM
Toral), 14 - (Y2 WPM). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O maior niimero de folhas também foi observado em plantas crescidas em meio MS,
que diferiram significativamente daquelas crescidas em meio WPM, independente da
concentracao (Figura 2B).
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O maior comprimento de raiz e parte aérea foi obtido em plantas crescidas em meio
WPM (Figuras 2A e 2B). As caracteristicas morfologicas das plantas podem ser observadas na
Figura 3.

Figura 3. Aspecto visual de plantas de Alcea rosea L. crescidas em diferentes meios de culturas.
T1- (MS Tota)); T2 - (2 MS); T3 - (WPM Totar), T4 - (Y2 WPM).

A diferenca na performance das plantas crescidas em meios de cultura pode ser
justificada pelos teores nutricionais dos diferentes meios durante o crescimento das plantas.
Especificamente para o comprimento de parte aérea de plantas de Alcea, os resultados foram
semelhantes aos observados para Syngonanthus elegathulus (Bong.) Ruhland, que também
tiveram maior crescimento em altura no meio WPM que contém 25% dos teores de ions nitrato
e amodnia do meio MS, além de mais potassio e um alto nivel de ions sulfato quando comparados
ao meio MS (PEGO; PAIVA; PAIVA, 2014).

Espécies ornamentais nativas ou pouco domesticadas a influéncia de concentragdes de
meios de cultura pode determinar o crescimento das plantas, especialmente aquelas que exigem
baixos teores de nutrientes para desenvolver. Nessas condi¢des o uso de meios de cultura com
menores teores de nutrientes pode ser vantajoso (PEGO; PAIVA; PAIVA, 2013). Visualmente
as plantas apresentaram boas caracteristicas visuais € ndo apresentaram sintomas de
deficiéncias nutricionais ou clorose foliar, independente dos meios utilizados (Figura 3).

E importante destacar que embora a A. rosea L. seja tradicionalmente utilizada no
oriente médio e sudeste asiatico por centenas de anos para fins medicinais (AZADEH et al.,
2024), ainda héa pouca informagdo sobre o seu comportamento em diferentes condi¢des de
fertilizagdo, por isso compreender as limitagdes de meios de cultura e suas composi¢des €
importante para a propagacao in vitro mais eficiente.

5.5.2 Multiplicagéo in vitro de microestacas Alcea rosea L.

Houve diferenca significativa entre as concentracfes de citocininas estudados. Sendo
que a adicdo de 2,0 mg L* de BAP, proporcionou a produgio média de 2,3 brotos (Figura 4A).
Para a variavel nimero de folhas houve diferenca significativa, onde o tratamento com a
suplementagdo do meio de cultura com 1 mg L™ de BAP (T2) proporcionou cerca de 5,3 folhas,
seguido de meios suplementados com 2,0 mg L™ de BAP e 3,0 mg L de BAP, néo diferindo
significativamente entre si (Figura 4B). Possivelmente, este resultado pode ser devido ao
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tratamento com 1 mg L™ de BAP (T2) possuir apenas 1 broto fazendo com que a planta tivesse
mais energia disponivel para a producao de folhas, enquanto o T3 que possuia mais brotos usou
a energia tanto para o desenvolvimento dos brotos, quanto para a producéo de folhas.
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Figura 4. Numero de brotac6es (A) e numero de folhas (B) obtidos em plantas de Alcea rosea
L, tratadas com diferentes concentragdes de BAP. TL=0mg L™, T2=1,0mg L?, T3=2,0 mg
L' e T4 = 3,0 mg L. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A A. rosea L. é uma planta rasteira que normalmente cresce ereta e sem ramificacdes
em seu caule, devido a essa caracteristica presente na sua morfologia, a utilizagdo do regulador
de crescimento BAP para o alcance da inducdo de brotos demonstrou-se ser de extrema
importancia para a multiplicacéo via microestacas, dando origem a resultados satisfatorios com
a obtengdo de um valor de 2,3 brotos por microestaca em 100% do teste (Figura 4).

Embora o nimero de brotacdes pareca ser baixo, o habito de crescimento da espécie
parece influenciar fortemente a emissdo de brotagdes como evidenciados em estudos anteriores
onde o segmento nodal possibilitou a producdo de 1,6 brotos por explante (GORMEZ
BATTAL; TURKER, 2019). Tyub et al., (2016) ao utilizarem o meio MS basal + BAP (2,5
uM) para a indugdo de brotos em Alcea alcangou o nimero médio de 3 brotos em 60% do teste.

5.5.3 Enraizamento in vitro de microestacas de Alcea rosea L.

Houve efeito significativo da suplementacdo de AIB aos meios de cultura na inducéo
de raizes apds 30 dias. A presenca de auxina foi determinante na producdo de raizes de Alcea,
sendo que meios sem a suplementacdo desse regulador de crescimento, ndo produziram raizes
(Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de explantes de Alcea rosea L. apresentando indugéo de raizes (IR),
Numero de raizes (NR), Comprimento da maior raiz ;(CMR), Comprimento do broto (CB) e
Presenca de calo (PC).

Tratamentos IR NR CMR CB PC
(%) (n) (cm) (cm) (%)
T1-(MS +0,0mgL?de AIB) Oc Oc od 6,3c 60b

T2-(MS+1,0mgLYdeAIB)  100a 24a 2,1a 9,0a 40a

T3-(MS +5,0mg L*de AIB) 80b 23a 0,5¢c 6,2¢C 100c

T4-(MS+10,0mgLdeAIB) 70b 14b 1,3b 7,4b 100c
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A suplementacdo com 1,0 mg L de AIB (T2) foi significativamente superior aos
demais tratamentos, atingindo a porcentagem maxima explantes enraizados (100%) (Tabela 1).

O maior nimero de raizes foi obtido em plantas crescidas em meio MS suplementados
com 1,0 mg L™ e 5,0 mg Lt de AIB com 24 e 23 raizes por explante, respectivamente, nio
diferindo entre si. O meio suplementado com 1,0 mg L™ de AIB (T2) se destacou por apresentar
0 maior comprimento de raiz (2,1 cm), o maior comprimento de broto (9 cm) e a menor
porcentagem para a presenca de calos com 40%. Sendo assim o tratamento T2 - (MS + 1,0 mg
L de AIB) é o mais indicado para o alcance da inducio do enraizamento em plantas de A.
rosea L.

O AIB é um regulador de crescimento amplamente reconhecido por sua eficacia na
inducdo de enraizamento, conforme relatado por Gratapaglia ; Machado (1998). Segundo
Willians et al., (1985), na auséncia deste regulador, a formacéao de raizes pode ser inexistente
ou limitada, dependendo da espécie. Neste trabalho o AIB se mostrou ser indispensavel para
que se alcangasse a indugéo de raizes nas microestacas de A. rosea L.

Em todos os tratamentos, observou-se a formacao de calos na base das brotacdes. Porem
quando foram adicionados 5,0 mg L™ (T3) e 10,0 mg L (T4) de AIB 100% das estacas
apresentaram calos, sendo estes com aspectos friaveis e compactos (Tabela 1, Figura 5).
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Figura 5. Enraizamento in vitro de Alcea rosea L. nos seguintes tratamentos: (MS + 0,0 mg L~
"'de AIB), T2 - (MS + 1,0 mg L™t de AIB), T3 - (MS + 5,0 mg L™ de AIB) e T4 - (MS + 10,0
mg L de AIB).

Conforme Welander ; Snygg (1987), a formagéo de calos esta fortemente associada as
concentracgdes e ao tipo de auxina presente no meio de cultura. Erig et al. (2004) afirmam que
a formacéo de calos na zona de enraizamento é indesejavel, pois pode comprometer a qualidade
das raizes, especialmente no que diz respeito a conexdo vascular com a planta. No entanto, 0s
resultados deste estudo indicam que a rizogénese do tratamento com concentragbes menores de
auxina 1,0 mg L? de AIB néo foi prejudicada pela presenca de calos, pois foi observada a
presenca de raizes bem formadas de bom calibre e saudaveis. Resultado semelhante também
foi encontrado por Rocha, et al., (2008), que avaliando o enraizamento in vitro de genotipos de
jenipapeiro utilizando concentracGes de AlB, também observaram a presenca de calos na base
das raizes induzidas e estes ndo afetaram o processo de aclimatizacdo e sobrevivéncia das
plantas.
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A multiplicagdo in vitro de microestacas ¢ uma técnica de propaga¢do de plantas que
possibilita a producdo de um grande niimero de plantas uniformes e saudéaveis. Essa técnica tem
sido amplamente utilizada devido as suas varias vantagens. Neste trabalho foi possivel alcancar
com sucesso a obtencao de um protocolo para a multiplicagdo in vitro da espécie A. rosea L.
(Figura 6).

Figura 6. (A) Microestaca utilizada para a inducdo de brotacdes, (B) microestaca com indugéo
de brotagces em meio MS suplementado com 2,0 mg L de BAP e (C) microestaca com induc&o
de raizes em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de AIB.

5.5.3 Micropropagacao in vitro de explantes Alcea rosea L.

Apbs 19 dias da inoculacéo ja foi possivel observar a presenca de inducéo de calos nos
explantes foliares nos dois tratamentos. Para os explantes de raizes so6 foi observado o inicio da
inducdo apos 30 dias (Tabela 2).

Neste trabalho a porcentagem de inducdo de calos foi de 100% para todos os
tratamentos, ndo havendo diferenca estatistica entre eles.

Tabela 2. Tempo para indugdo calos (TIC) e porcentagem de explantes induzidos (PEI) em
explantes foliares ou radiculares de 4. rosea em diferentes tratamentos.

Tratamentos TIC (dias) PEI (%)
Folha Raiz Folha Raiz
T1 (1,0 BAP+1,0 2,4-D) 19Aa 30Ab 100Aa 100Aa
T2 (0,0 BAP+1,0 2,4-D) 19Aa 30Ab 100Aa 100Aa

A comparag¢do entre diferentes explantes (Folha e Raiz) s3o representadas pelas letras
maiusculas e a comparacdo entre os tratamentos pelas letras minusculas. *Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi possivel observar que os calos do tratamento T2 (MS suplementado com 1,0 mg L~

! de 2,4-D), quando comparados ao T1 (MS suplementado com 1,0 mg L™ de BAP + 0,5 mg L
! de 2,4-D), se desenvolveram melhor, com a presenca de calos mais compactos com cores mais
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verdes e eram mais vigorosos (Figura 7 - D, E e F), enquanto os calos do tratamento T1
apresentavam calos friaveis, brancos ou amarelados e menos vigorosos (Figura 7 - A, B e C).
Sendo assim o tratamento T2 é o0 que mais apresenta potencial para 0 seu uso no processo de
organogénese indireta de explantes de A. rosea L.

Resultado semelhante foi observado por Mujib et al., (2017), que testando diferentes
concentragdes de 2,4-D para a inducdo de calos em explante foliar e de raiz de Alcea, conseguiu
maior frequéncia de indugéo de calos quando foi utilizado 0 meio MS suplementado com 1,0
mg L' de 2,4-D, com valores de 27,5% e 39,1% a partir dos explantes de raiz e folha,
respectivamente. Naz; Anis, (2012), também avaliando em seu trabalho a inducdo de calos para
A. officinalis L., observaram que o meio MS suplementado com 15,0 uM de 2,4-D foi o que
apresentou os melhores resultados. Gérmez; Battal; Turker, (2019), avaliando diferentes
concentragdes de 2,4-D para a espécie A. kurdica. obtiveram os melhores resultados para
inducdo de calo em explante foliar utilizando o 2,4-D. Munir et al., (2012), observaram em seu
trabalho onde testou diferentes reguladores para a indug¢do de calos, que o melhor hormdnio
para indugdo de calos de A4. rosea L. foi 0 2,4-D.

0 2,4-D tem sido amplamente utilizado para induzir a forma¢ao de calos na maioria das
familias de plantas e também na familia Malvaceae, sendo assim, os resultados obtidos neste
trabalho s3o consistentes com os estudos encontrados na literatura que indicam que o0 2,4-D é o
mais indicado para a obtencdo da indugdo de calos bem-sucedida para a espécie estudada Alcea
rosea L.

.

Figura 7. Calos produzidos de explante foliar e de raiz no T1 (MS suplementado com 1,0 mg
L de BAP +0,5mg L* de 2,4-D) (A, B e C); calos produzidos de explante foliar e de raiz no
T2 (MS suplementado com 0,0 mg L™ de BAP + 1,0 mg L™ de 2,4-D) (D, E e F).

38



A micropropagacdo vem sendo muito utilizada como uma técnica para a preservacéo e
rapida multiplicacdo em larga escala de germoplasmas importantes (DUBE, 2011). Atualmente,
hd uma grande demanda por medicamentos a base de plantas como alternativa as drogas
sintéticas, devido a isto, muitos recursos de plantas medicinais estdo ameacados ou até mesmo
a beira da extincdo. Portanto, a aplicacdo desta tecnologia possibilita o fornecimento de plantas
para 0 mercado ornamental e também das matérias-primas necessarias para o isolamento de
medicamentos pelas industrias farmacéuticas sem esgotar 0s recursos naturais das plantas
(NAIKA; KRISHNA, 2008).

Mujib et al. (2017), descreve que a tecnologia de cultura de tecidos torna possivel a
producdo de um grande namero de plantas uniformes e livre de doencas de espécies medicinais
importantes, o que possibilita ajudar na conservacdo do germoplasma, podendo assim estes
serem reintroduzidos em habitats protegidos, como os Parques Nacionais. Considerando a
importancia da espécie A. rosea L. devido as suas propriedades medicinais e a sua utilizacdo
como planta ornamental, o presente estudo se torna altamente relevante, pois usando este
protocolo, é possivel produzir um grande nimero de plantas livres de doencas em um curto
periodo de tempo, garantindo seu suprimento continuo para a industria sem a necessidade de
retira-las de seu habitat natural, contribuindo assim para a sua preservacao.

5.6 CONCLUSOES

Os meios de cultura MS e WPM nas concentragdes originais ou diluidas possibilita a
germinagao in vitro de 100% das sementes de A. rdsea L.

O meio MS com 100% ou 50% da concentragdo de sais possibilita a produgdo de
maiores nimeros de raizes e folhas, enquanto que o meio WPM (100%) possibilita a produgao
eficiente de raizes e plantas com maior comprimento de raizes e parte aérea.

O MS suplementado com 2,0 mg L' de BAP possibilitou a maior brotagdo de de estacas
de 4. rosea, sendo indispensavel o uso desse regulador para a inducao de brotacdes.

O meio MS suplementado com 1,0 mg L' de AIB é o mais indicado para a rizogénese
possibilitando a indugdo de raizes em 100% dos explantes.

O meio MS suplementado com 1,0 mg L de 2,4-D foi o que mais apresentou potencial
morfogenético in vitro.

O protocolo utilizado neste estudo ¢ sugerido como um método eficiente que pode ser
explorado para atender a demanda ornamental, medicinal e industrial de A. rosea através da
micropropagagdo in vitro da espécie, permitindo a rapida multiplicacdo e o uso sustentavel
destas plantas.
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6 CAPITULO Il

EFEITO DA CONCENTRACAO DO MEIO DE CULTURA NA GERMINACAO DE
SEMENTES E MICROPROPAGACAO IN VITRO DE PLANTAS DE DIANTHUS
CARYOPHYLLUS L..
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6.1 RESUMO

O cravo (Dianthus caryophyllus L.) ¢ uma espécie que possui grande importancia no setor
ornamental, suas flores estao entre as trés principais flores de corte comercializadas no mercado
internacional. Tudo isso devido a beleza de suas flores e a diversidade de cores que esta possui.
Por isso a propagacdo por cultura de tecidos desta espécie ¢ de grande importancia. O trabalho
teve como objetivo desenvolver um protocolo eficiente para a germinagdo e propagacao in vitro
de Cravo Chabaud Gigante Dobrado vermelho. Para a germinacdo in vitro foram avaliados os
seguintes tratamentos: T1- (MS Totan); T2 - (Y2 MS); T3 - (WPM T1ota1), T4 - (2 WPM). Para a fase
de multiplicagdo de brotos, os explantes utilizados vieram de plantulas germinadas in vitro,
foram testados os seguintes tratamentos: T1) MS sem adicdo de BAP; T2) MS suplementado
com 3,0 mg L' de BAP; T3) MS suplementado com 4,0 mg L' de BAP; T4) MS suplementado
com 1,0 mg L' de BAP + 0,5 mg L' de AIB e T5) MS suplementado com 1,0 mg L' de BAP
+0,5 mg L' de 2,4D. Para o enraizamento in vitro foram avaliados os tratamentos: T1) 4 MS
sem adi¢do de reguladores; T2) %> MS suplementado com 0,5 mg L' de AIB; T3) 2 MS
suplementado com 1,0 mg L' de AIB. O maior percentual de germinagio in vitro foi obtido
com 0 meio MStotl. A formagdo do maior numero de brotos ocorreu no T4 (MS suplementado
com 1,0 mg L' de BAP + 0,5 mg L' de AIB), com uma média de 144 brotos por explante. A
formagdo do maior numero de raizes (9,3) ocorreu no MSiy suplementado com 1,0 mg L™ de
AIB. Sendo assim, o protocolo utilizado neste estudo ¢ sugerido como um método eficiente
para a multiplica¢do da espécie Dianthus caryophyllus Chabaud Gigante Dobrado vermelho.

Palavras-chave: Biotecnologia. Citocininas. Cultura de tecidos vegetais. Cravo.
Hiperidricidade. Espécie ornamental.

44



6.2 ABSTRACT

The carnation (Dianthus caryophyllus L.) 1s a species that has great importance in the
ornamental sector, its flowers are among the three main cut flowers commercialized in the
international market. All this due to the beauty of its flowers and the diversity of colors that it
has. Therefore, the propagation by tissue culture of this species is of great importance.
Therefore, this work aimed to develop an efficient protocol for the germination and in vitro
propagation of Red Double Giant Chabaud Carnation. For in vitro germination, the following
treatments were evaluated: T1- (Total MS); T2 - (%2 MS); T3 - (Total WPM), T4 - (2 WPM).
For the shoot multiplication phase, the explants used came from seedlings germinated in vitro,
the following treatments were tested: T1) MS without addition of BAP; T2) MS supplemented
with 3,0 mg L' of BAP; T3) MS supplemented with 4,0 mg L™! of BAP; T4) MS supplemented
with 1,0 mg L BAP + 0,5 mg L' AIB and T5) MS supplemented with 1,0 mg L' BAP + 0,5
mg L' 2,4D. For in vitro rooting, the following treatments were evaluated: T1) ¥» MS without
addition of regulators; T2) %> MS supplemented with 0,5 mg L™! AIB; T3) %2 MS supplemented
with 1,0 mg L' AIB. The highest percentage of in vitro germination was obtained with the
MSTotal medium. The formation of the greatest number of shoots occurred in T4 (MS
supplemented with 1,0 mg L' BAP + 0,5 mg L' AIB), with an average of 144 shoots per
explant. no MSy, supplemented with 1,0 mg L™ de AIB, the protocol used in this study is
suggested as an efficient method for the multiplication of the species Dianthus caryophyllus
Chabaud Giant Double Red.

Keywords: Keywords: Biotechnology. Cytokinins. Plant tissue culture. Cravo. Hyperhydricity.
Ornamental species.
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6.3 INTRODUCAO

O género Dianthus possui trés importantes espécies ornamentais nomeadamente, D.
caryophyllus, D. chinensis e D. barbatus (KANTIA; KOTHARI, 2002). Das trés espécies, D.
caryophyllus é comercialmente mais importante como cultura de flores de corte e é bem
explorada para desenvolver protocolos de regeneragdo para multiplicagéo clonal.

O cravo (Dianthus caryophyllus L.), conhecido como cravo Chabaud Gigante Dobrado
vermelho é pertencente a familia Caryophyllaceae, é uma erva cosmopolita, sendo cultivado no
mundo inteiro (CARNEIRO, 2020). Esta familia de plantas possui aproximadamente 2.200
espécies, enquanto o género Dianthus inclui cerca de 300 espécies (AL-MA'ATHEDI et al.,
2018; YAGI et al., 2020). O cravo é uma das flores de corte mais importantes globalmente,
sendo vendidas durante todo o ano e esta entre as trés principais flores de corte comercializadas
no mercado internacional, ocupando o terceiro lugar no mercado ornamental depois da rosa e
do crisantemo (ABI MEHMOODET al., 2014).

As plantas de Dianthus Caryophyllus Chabaud tém hastes florais longas e adequadas
para confeccdo de arranjos florais. As principais caracteristicas comerciais do cravo sdo; a
forma, tamanho e cor das flores, a fragrancia, sua longa vida de vaso de mais de 14 dias e sua
capacidade de suportar o transporte por longas distancias devido a sua notavel capacidade de
reidratacdo apds transporte continuo (ABELIOTIS et al., 2016; AHMADIAN et al., 2017).

A propagacdo de plantas de cravo pode ser realizada por sementes ou por estaquia. O
cultivo in vitro a partir de sementes apresenta inimeras vantagens sobre as técnicas de
propagagdo convencionais, como: maior porcentagem de sementes germinadas, maior
velocidade de germinacdo. A producdo de plantas isentas de pragas e doencas, controle das
condi¢es de cultivo, producdo independente da época do ano, utilizagdo de um menor espaco
fisico para producdo das mudas, consequentemente menos tempo gasto para producdo, entre
outros (CARVALHO et al., 2011). A técnica mais comum é a propagacgdo por estaquia, no
entanto plantas cultivadas como plantas matrizes podem perder vigor e qualidade fitossanitaria
ao longo dos anos, podendo ser infectadas internamente por patdgenos como fungos, bactérias
e virus que diminuem significativamente o rendimento produtivo da cultura (KARAMI, 2008).
A propagacdo vegetativa tradicional ndo pode eliminar o patoégeno das novas plantas, portanto,
a técnica in vitro é considerada como o melhor método alternativo para esta espécie, podendo
ser utilizado para diversos fins, incluindo a eliminagdo de virus, a micropropagagdo comercial
e a transformacdo genética (JORAPUR, et al., 2018; SIROHI, et al., 2021).

A germinacéo e micropropagacao de cravo in vitro tem sido pouco relatada na literatura
com resultados diferentes conforme a espécie estudada. Segundo Ferreira, (2021), o
conhecimento disponivel para o0 manejo e analise de sementes de plantas é bem restrito, ndo
sendo conhecido informagfes bésicas sobre a germinacdo, o cultivo e as potencialidades da
grande maioria das espécies. Porém, a maioria dos estudos utiliza reguladores de crescimento,
em diferentes concentracGes e combinacdes, a fim de garantir a producdo das plantas.

A multiplicagdo in vitro é uma técnica que envolve o cultivo de segmentos de plantas
em recipientes como tubos de ensaio, que contém um meio de cultura adequado. A partir desses
segmentos € possivel se obter centenas a milhares de plantas geneticamente idénticas (POLESI,
2011). Nos dias atuais, a técnica de cultura de tecidos representa uma ferramenta de grande
utilidade para a clonagem de plantas em larga escala, contribuindo também para estudos de
transformac&o genética e conservacao de espécies vegetais. 1sso resulta na producao de plantas
saudaveis, vigorosas e geneticamente superiores, que podem ser reproduzidas em grande
quantidade (GUIMARAES, 2016). O emprego dessa técnica esta em constante expansio no
mercado, visando atender a necessidade por mudas saudaveis e livres de patdgenos em qualquer
época do ano, ocupando menos espaco fisico e tempo, e garantindo alta fidelidade genética,
produtividade, uniformidade e desempenho no campo.
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De acordo com Aoyama, et al., (2012) as combinagdes entre o uso de reguladores e 0s
tipos de explantes sdo definidas de acordo com a resposta morfogénica desejada e a
disponibilidade de plantas matrizes. Portanto, o desenvolvimento de protocolos eficientes para
a micropropagacao de cravo exige adequacOes para cada espécie, relativas ao tipo de explante,
as combinagdes de reguladores de crescimento e as condicGes de cultura.

Reguladores de crescimento como as auxinas sintéticas o acido naftalenoacético (ANA),
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido indol-3-butirico (AIB) séo citados como
reguladores que promovem o enraizamento em plantas in vitro, incluindo plantas do género
Dianthus enquanto que as citocininas 6-benzilaminopurina (BAP) e isopenteniladenina (2iP)
promovem a formacdo de calos ou novas brotacdes, no entanto a combinacdo desses
reguladores podem potencializar as respostas fisioldgicas e otimizar a propagacdo de plantas de
cravo, como acontece em outras espécies vegetais (ALMEIDA et al., 2015). Os reguladores
vegetais, como auxinas e citocininas, sdo 0s mais importantes e amplamente utilizados na
cultura de tecidos vegetais desempenhando um papel fundamental na regulacao do crescimento
e morfogénese das plantas, estes tém sidos empregados com sucesso na propagacao in vitro de
diversas espécies (RAI et al., 2011; GEORGE et al., 2008).

Segundo Rebelo (2020), as auxinas sdao empregadas para induzir a divisao e a expansao
celular, bem como a organogénese e a embriogénese somatica. Geralmente, em concentraces
de maior presenca de auxinas é favorecido a iniciacdo das raizes (rizogénese). Ja na presenca
de maior quantidade de citocininas em relacdo as auxinas no meio, visa promover a divisdo
celular, induzir a diferenciacdo dos brotos adventicios e a proliferacdo dos brotos axilares,
liberando as gemas axilares da dominancia apical (MARTINS et al., 2012).

Embora alguns pesquisadores tenham relatado anteriormente regeneracao in vitro de
cravo (KHATUN, 2018, 2013; AL-MA’ATHEDI et al., 2018; AHMADIAN et al., 2017;
HAYATI et al., 2016; KHARRAZI et al, 2011; CASAS et al., 2010), ainda nao ha estudo para
a variedade de cravo utilizada neste trabalho. Portanto, esse trabalho teve como objetivo
desenvolver um protocolo eficiente para a germinacdo e multiplicacdo in vitro de Cravo
Chabaud Gigante Dobrado vermelho.
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6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Germinacao in vitro de Dianthus caryophyllus

As sementes D. caryophyllus foram desinfestadas, em &lcool etilico 70% (v/v), por 1
minuto e, em seguida, imersas em hipoclorito de sddio 2,5% (v/v), por 10 minutos. Em cadmara
de fluxo laminar, as sementes foram lavadas trés vezes, em agua destilada autoclavada, sendo,
posteriormente, inoculadas em meio de cultura. O delineamento foi inteiramente casualizado,
constando de 4 tratamentos com 10 repeticdes, e cada parcela experimental foi composta por
dois frascos de 200ml, em cada frasco foi colocado apenas uma semente. Os meios utilizados
foram 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM — Woody Plant Medium (LLOYD;
MCCOWN, 1981) em diferentes concentragdes. Os tratamentos consistiram em: T1- (MS Totan;
T2 - (% MS); T3 - (WPM Tota)), T4 - (%2 WPM). Aos meios foram acrescidos de 30 g L™ de
sacarose e solidificado com 7 g L™ de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem sob pressao de 1,5 atm e a temperatura de 121 °C, por 20 minutos.

Em seguida, os frascos foram levados para sala de crescimento e mantidos sob
fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25 pmol.m-2. st a
temperatura de 25 + 1 °C. O teste foi mantido em sala de crescimento por 30 dias e foi avaliado
a porcentagem de germinacdo. Os dados foram submetidos & analise de variancia por meio do
teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade com auxilio
do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016).

6.4.2 Multiplicacao In Vitro de Dianthus Caryophyllus

6.4.2.1 Fonte de explantes e meios para multiplica¢io:

A germinacdo in vitro foi bem-sucedida e a utilizacdo de mudas estéreis foi uma escolha
vantajosa por evitar contaminacdo e obter explantes com alta capacidade de
regeneracdo. Devido a isto plantulas obtidas da germinacdo de sementes in vitro de Dianthus
caryophyllus foram utilizadas como fonte de explantes. Sendo microestacas os explantes
utilizados, oriundas do meio MS.

6.4.2.2 Multiplicacio in vitro de microestacas

Microestacas foram retiradas de plantulas crescidas in vitro e foram inoculados nos
meios indutores. O meio de cultura escolhido foi 0 MS em raz&o dos resultados do teste de
germinacdo feito anteriormente no experimento de germinagdo in vitro de Dianthus
caryophyllus no topico (6.4.1). Os tratamentos consistiram em meio MS suplementado com 0s
seguintes reguladores de crescimento: T1) Controle 0 g.L ™ de BAP; T2) 3,0 mg L™ de BAP;
T3) 40mg L' de BAP e T4) 1,0 mg L de BAP + 0,5 mg L™ de AIB. Os meios de cultura
utilizados foram solidificados com 7 g L de &gar, suplementado com 30 g/L* de sacarose e
pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, sendo utilizados tubos de ensaio, contendo 10 mL
de meio por tubo. Em seguida os meios foram autoclavados a 120 °C e 1 atm de pressédo por 20
minutos.

A inoculagéo dos explantes foi realizada em camara de fluxo laminar, colocando-se uma
microestaca por tubo (Figura 1-A). O delineamento foi inteiramente casualizado, constando de
10 repeticdes, e cada parcela experimental foi composta por dois tubos de ensaio. Em seguida,
0s tubos contendo os explantes foram levados para sala de crescimento e mantidos sob
fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25 pmol.m-2. st a
temperatura de 25 + 1 °C. Ap06s 20 dias da inoculagdo, devido a limitacdo do desenvolvimento
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de brotacGes devido a limitacdo de espago dentro do tubo (Figura 1-B), foi realizada a
transferéncia dos explantes para frascos de 200ml, contendo 20ml de meio MS sem a adicéo de
reguladores de crescimento (Figura 1-C). Em seguida, os frascos foram levados para sala de
crescimento e mantidos sob as mesmas condi¢cdes em que estavam no inicio do teste por mais
15 dias.

Figura 1. Microestaca de cravo em tubo de ensaio (A); Indugéo de brotagdo no tubo com
limitagcdo no desenvolvimento (B); Transferéncia para frascos de 200 mL (C).

As avaliacdes foram realizadas ap6s um total de 35 dias da inoculacdo, foram avaliadas
as seguintes variaveis: nimero de brotos (NB), massa fresca total (MFT) e massa seca total
(MST), porcentagem de plantulas com a presenca de raizes (PPR), calos (C) e hiperidricidade
(HP).

Para avaliar o comprimento dos brotos (escala) (CB), devido a formagdo de multiplos
brotos presentes nos tratamentos, esses foram individualizados e divididos em quatro escalas
de tamanho: (0-0,9cm); (1,0-1,9cm); (2,0-2,9cm) e (>3,0cm), isto para facilitar a avaliagéo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia por meio do teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade com auxilio do software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016).

6.4.3 Crescimento e Enraizamento in vitro de Plantulas de Dianthus caryophyllus.

Apds a avaliacdo do teste de inducdo de brotaces, os brotos individualizados serviram
como fonte de explante para a terceira etapa do experimento visando a inducdo de raizes. Os
tratamentos do novo teste de inducdo de raizes foram: T1) ¥ MS sem adicdo de reguladores;
T2) %2 MS suplementado com 0,5 mg L™ de AIB; T3) % MS suplementado com 1,0 mg Lt de
AIB. O delineamento foi inteiramente casualizado, constando de 10 repeti¢Ges, e cada parcela
experimental foi composta por dois tubos de ensaio. Os meios de cultura utilizados foram
solidificados com 7 g L™ de agar, suplementado com 30 g/L™* de sacarose e pH ajustado para
5,8 antes da autoclavagem, sendo utilizados tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio por tubo.
Em seguida os meios foram autoclavados a 120 °C e 1 atm de pressao por 20 minutos. Apos 30
dias do inicio do teste foram avaliadas as médias das seguintes variaveis: numeros de raizes
(NR), nimero de brotos (NB), comprimento das raizes (CR), comprimento dos brotos (CB) e
porcentagem da presenca de plantas com hiperidricidade (PPH). Os dados foram submetidos a
analise de variancia por meio do teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade com auxilio do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016).
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Germinacao in vitro

Apds 7 dias da inoculacdo das sementes todos os tratamentos ja apresentavam 100% de
germinacdo, ndo havendo diferengas significativas entre os meios de cultura utilizados.

Tabela 1. Germinac&o in vitro de sementes de Dianthus caryophyllus nos tratamentos apés 35
dias da inoculacéo.

Meio de cultura Germinacao (%)
MS 100 a
% MS 100 a
WPM 100 a
¥ WPM 100 a

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ap6s 30 dias da inoculacdo as plantas apresentavam desenvolvimento diferentes, sendo
nos diferentes meios. As plantas crescidas no meio MS e % MS apresentavam-se bem
desenvolvidas sem sintomas visuais de deficiéncia de nutrientes e mantinham a cor verde.
Enquanto que as plantas crescidas em meios WPM e %2 WPM apresentavam folhas amarelada
(Figura 2).

Figura 2. Germinac&o in vitro de Dianthus caryophyllus nos seguintes tratamentos: T1- (MS
Total); T2 - (Y2 MS); T3 - (WPM 1ota), T4 - (2 WPM).

E possivel que as plantas de cravo tenham se beneficiado dos maiores teores nitratos,
como fonte de nitrogénio, presentes no meio MS o que pode ter sido responsavel pelo
crescimento de plantas de melhor qualidade e com coloracéo verde mais intensa. Estudo recente
indica que ha uma relacdo entre a concentragdo de nitratos e a qualidade plantas de cravo,
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justificando que a reducdo dos teores nutricionais do meio de cultura pode favorecer, inclusive
a hiperidricidade de plantas (PUROHIT; AGARWAL, 2017).

6.5.2 Multiplicacao in vitro

A brotacdo de segmentos caulinares de D. caryophyllus ocorre em meio MS sem a
adicdo de reguladores de crescimento, com uma produgdo media de 21 brotos (T1) (Figura 3).
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Figura 3. Meédias dos resultados das variaveis Numeros de Brotos (A); Massa Fresca de plantas
(B); Massa seca de plantas (C); Presenca de Raiz (D); Presenca de Hiperidricidade (E) e
Presenca de Calos (F) durante a multiplicagdo de D. caryophyllus nos tratamentos: T1) Controle
0g.Ltde BAP; T2)3,0mg L* de BAP; T3)4,0mg L™ de BAP e T4) 1,0 mg L' de BAP + 0,5
mg L de AIB.* Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Embora para inducdo de brotacbes em D. caryophyllus ndo seja determinante a presenca
de reguladores de crescimento, foi possivel observar que o uso de fitorreguladores potencializa
a producédo de maiores valores de brotos por microestaca. Foi observado um incremento no
nimero de brotagdes em plantas crescidas em meio MS suplementado com 4,0 mg L™ de BAP
(T3), ou ainda, com 1,0 mg L de BAP + 0,5 mg L™ de AIB (T4). Sendo indicado entfo o uso
de fitorreguladores quando o objetivo for a maximizar a producdo de brotos por microestacas
na micropropagacao desta espécie (Figura 4).
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Figura 4. Formacdo de multiplos brotos de Dianthus caryophyllus nos tratamentos apés 35 dias
da inoculacdo nos tratamentos: T1) Controle 0 g.L* de BAP; T2) 3,0 mg L de BAP; T3) 4,0
mg L? de BAP e T4) 1,0 mg L™ de BAP + 0,5 mg L* de AIB.

Em média, as microestacas tratadas com 1,0 mg L* BAP + 0,5 mg Lt AIB (T4)
apresentaram o maior numero de brotacbes (144 brotos), maior massa fresca e massa seca
diferindo significativamente dos demais tratamentos. O numero de brotagcBes para esse
tratamento foi de 6,4 vezes superior ao tratamento controle, 4 vezes superior aquelas tratadas
com 3 mg L1 BAP e quase 2 vezes maior que aquelas tratadas com 4 mg L™ de BAP (Figura
3).

Na fase de multiplicagdo, geralmente s&o utilizadas citocininas com ou sem auxina no
meio basal para remover a dominancia apical e se obter o maximo numero de brotos. Os
resultados de estudos anteriores mostraram que a combinagdo entre o uso de uma citocinina
como BAP combinada com uma auxina, geralmente garantiram uma melhor taxa de
multiplicacdo (HOLOBIUC et al., 2010).

Cristea et al., 2010, em seu trabalho observaram que o melhor meio para multiplicacéo
de D. henteri, foi com a utilizagio de BAP 1 mg Lt e ANA 0,1 mg L%, onde cada microestaca
gerou de 110 a 240 explantes. Papafotiou; Stragas, 2007, avaliando em seu trabalho a
propagacao in vitro de Dianthus fruticosus L. e observaram resposta semelhante a respeito do
equilibrio hormonal do meio de cultura, com melhor taxa de multiplicagdo no meio contendo
(ANA 0,1 mg L? e isopenteniladenina (2iP) 0,5 mg L-1). Hayati, et al., 2016, obtiveram
resultados semelhantes trabalhando com a espécie Dianthus ingoldbyi, em meio MS
suplementado com 1mg L™ de BAP e 0,3mg L de ANA.

PAREEK, et al., 2004, trabalhando com as espécies Dianthus caryophyllus, D. chinensis
e D. barbatus, também obtiveram a melhor resposta em termos de formacao de multiplos brotos
em meio MS com BAP (1 mg L™?) + ANA (0,5 mg L?). Além disso, Van Altvorst (1992) e
Yantcheva et al. (1998) relataram alto nimero de brotos por explante em meio MS incluindo
0,9mgLtBAPe0,3mgL™ANA. Mangal etal., (2002) e Onamu et al., 2003, também usaram
meio MS suplementado com combinacdo de ANA e Cinetina para indugdo de brotos com
sucesso. Todos esses trabalhos s6 confirmam que o tratamento T4 que possui a combinagédo de
uma citocina com uma auxina é o mais indicado para um maior éxito na multiplicacdo de brotos
de Dhiantus caryophyllus Chabaud.

Outros trabalhos mostraram que a maior taxa de multiplicagdo do cravo foi alcancada
no faixa de 0,5 a 4 mg L de citocininas e que a concentracdo ideal dependia do cultivar
utilizado (ALI et al. 2008; SALEHI, 2006). Ali et al., (2008), observaram em seu trabalho que
para D. caryophyllus L. e D. superbus L., o desenvolvimento ideal dos brotos foi observado em
meio basal contendo 4 mg L de BAP. Kharrazi, et al., (2011), também observou em seu
trabalho com D. caryophyllus L. a maior formagéo de brotos em meio com 4 mg L* de BAP.
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Em todos os tratamentos, foi observado o surgimento de brotos com a presenca de
hiperidricidade, sendo uma condicdo desfavoravel para o estabelecimento e desenvolvimento
adequado. Esse fendmeno € descrito como sendo uma anormalidade caracterizada pela presenca
de folhas ou brotos encharcados de agua, apresentando uma aparéncia translicida ou vitreo
(SOUZA, 2018). A hiperidricidade é o problema mais relatado na literatura como o fator que
mais afeta a micropropagacéo, sendo o cravo uma das plantas mais afetadas por esta anomalia,
assim como todas as especies das Cariofilaceas (CASAS, et al., 2010).

O controle da hiperidricidade em plantas micropropagadas de cravo tem sido foco de
muitas pesquisas (SAHER, et al., 2004). Um dos fatores que influenciam esse fendmeno séo as
concentracdes dos reguladores de crescimento, especialmente a citocinina (BAP); a umidade e
a concentracdo salina do meio de cultura, principalmente o efeito do agente gelificante e do
sistema de vedagdo (VASCONCELOS, etal., 2012; CUZZUOL, et al., 1995). Sharma e Mohan
(2006), também relataram que o tipo de citocinina é um dos fatores mais importantes que afetam
a taxa de hiperidricidade, eles notaram que em seu trabalho ao diminuir a concentracdo de BAP
de 2 para 0 mg L durante subculturas subsequentes, a taxa de hiperidricidade diminuiu.

Com base nestes estudos pode-se concluir que véarios fatores podem influenciar no
surgimento deste fendbmeno durante o processo de micropropagacao da espécie de cravo, com
base nos resultados deste trabalho foi possivel observar que o tratamento T4 apresentou uma
taxa de 20%, este valor é baixo em comparacdo com o tratamento T3 (40%). Sendo assim é
indicado que em estudos futuros possa ser testado algumas das solucdes sugeridas por
Vasconcelos, et al., (2012) e Cuzzuol, et al., (1995), para que se possa minimizar ainda mais
esse valor do tratamento T4 e que se possa obter um maior nimero de plantas livres desse
fenémeno.

Microestacas de Dianthus caryophyllus tratadas com 1,0 mg L'*BAP + 0,5 mg L1 AIB
produziram maior nimero de brotacGes com comprimentos superior a 3 cm, quando comparado
com os outros tratamentos (Figura 5).
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Figura 5. Médias dos nimeros de brotos de Dianthus caryophyllus de acordo com a escala de
tamanho do broto para cada tratamento: T1) Controle 0 g.L™ de BAP; T2) 3,0 mg L™ de BAP;
T3) 4,0 mg L™ de BAP e T4) 1,0 mg L™ de BAP + 0,5 mg L de AIB. *Letras iguais nio
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O tamanho do broto é um fator muito importante para o processo de estabelecimento in
vitro, e apresenta algumas vantagens quando se obtém brotos mais longos, pois sdo mais faceis
de se manusear e conseguir individualiza-los para a proxima etapa e também acabam por
possuir mais chances de sucesso nas proximas etapas do processo de micropropagacdo da
espécie. CRISTEA et al., 2010, em seu trabalho com Dianthus henteri obteve resultado
semelhante ao encontrado neste trabalho onde o comprimento médio dos brotos foi de 2,9 cm
quando se usou a combinacio de 1,0 mg L™ de BAP + 0,1 mg L™! de ANA.

Estacas cultivadas em meio de cultura sem a adicdo de reguladores de crescimento
(controle) conseguiram induzir brotagGes, no entanto esses se sao, em geral, menores que 1cmde
comprimento sendo, consequentemente, um problema para as proximas etapas do protocolo,
pois quanto menor o broto, menos chance destes se estabelecerem e sobreviverem. Outro fator
relevante é que brotos com tamanhos muito pequenos, sdo bem mais dificeis de serem
manipulados e individualizados para serem utilizados em futuras etapas da micropropagacéo,
como por exemplo o enraizamento e a climatizacao.

6.5.3 Crescimento e enraizamento in vitro

Apds trinta dias do inicio do teste foi possivel observar que todos os tratamentos
apresentaram inducao de raizes (Tabela 2). Para as variaveis NR, CR, NB, CB o tratamento T2
(%2 MS suplementado com 0,5 mg L™ de AIB) e T3 (% MS suplementado com 1,0 mg L™ de
AIB) foram os que apresentaram os melhores valores, isso faz com que esses se tornem 0s
tratamentos mais proximos dos resultados adequados para que se obtenha plantulas com
maiores chances de sobrevivéncia. Porém o T3 se destacou por apresentar os maiores valores
para nimero de raizes e brotos e também para o comprimento das raizes (Tabela 2 e Figura 6).
Estas varidveis sdo as de maior relevancia quanto ao objetivo principal desse teste, pois sao 0s
fatores mais relevantes para o sucesso da micropropagacdo da espécie.

Tabela 2. Média das variaveis: niumeros de raizes (NR), nimero de brotos (NB), comprimento
das raizes (CR), comprimento dos brotos (CB) e (%) de presenca de plantas com hiperidricidade
(PPH) de Dianthus caryophyllus nos tratamentos: T1) %2 MS sem adicao de reguladores; T2) Y2
MS suplementado com 0,5 mg L™ de AIB; T3) Y2 MS suplementado com 1,0 mg L de AIB.
Tratamento  NR (Unid) CR (cm) NB (unid) CB (cm) PPH (%)

T1 4,7c 10c 5,8cC 79a 70b
T2 6,4 Db 2,1b 6,4 Db 43c 6,0c
T3 9,3a 31la 7,3a 56D 14,0a

*Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Inducéo de raizes no T3 (2 MS suplemenado com 1,0 mg Lt de AIB).

Foi possivel observar que o T1 (%2 MS sem adicdo de reguladores), mesmo contendo
somente 0 meio MS em sua composicao resultou também na producéo de raizes e brotos, sendo
uma opc¢ao para uso. Porém quando comparado com o tratamento T3, a complementacédo do
meio com o indutor de raiz AIB, aumentou significativamente todas as varidveis avaliadas,
sendo este de grande interesse quando se tem o objetivo de se maximizar caracteristicas
importantes para 0 sucesso na obtencdo de enraizamento. Outros trabalhos com Dianthus
caryophyllus também obtiveram sucesso no enraizamento com a utilizacdo do AlIB. Dogra
(2007), observou porcentagem maxima de enraizamento (99,15) com 5 uM de AIB. Pathania,
(1988), também obteve melhor resposta de enraizamento com 5 uM de AIB e Bora et al (2007)
e Ahmad et al (2008) com 0,5 mg L* de AIB.

Mais uma vez foi possivel observar que o fendmeno da hiperidricidade também esteve
presente no processo de indugdo de enraizamento (Tabela 2), afetando todos os tratamentos,
com o tratamento T3 apresentando uma maior porcentagem (14%), quando comparado aos
outros tratamentos T1 e T2 com 7 e 6%, respectivamente. Como foi dito anteriormente no
processo de multiplicagéo de brotos, a hiperidricidade é amplamente reconhecida como um dos
principais desafios enfrentados na micropropagacdo de espécies de cravo. Afetando
negativamente o desenvolvimento das plantas de cravo, pois folhas hiperidricas tendem a ser
mais suscetiveis a infeccdes fungicas e dificultam a absorc¢éo de nutrientes essenciais, levando
ao enfraquecimento das plantulas, comprometendo sua qualidade e capacidade de aclimatagéo
apos o transplantio para o ambiente ex vitro (CASAS, et al., 2010).

Para mitigar os efeitos da hiperidricidade durante a etapa de enraizamento in vitro de
cravos, é importante ajustar cuidadosamente as condigdes de cultivo, incluindo a otimizagéo da
umidade relativa, aeragdo adequada, controle da intensidade luminosa e sele¢do adequada dos
reguladores de crescimento no meio de cultura (CUZZUOL, et al., 1995).
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6.6 CONCLUSOES

E possivel germinar e propagar plantas de cravo in vitro, obtendo plantas capazes de
gerar mudas em quantidade e qualidade.

O maior percentual de germinacdo in vitro e vigor foi obtido com 0 meio MStota. A
formacio do maior nimero de brotos ocorreu no meio MS suplementado com 1,0 mg L de
BAP + 0,5 mg L? de AIB, com uma média de 144 brotos por explante. A formag&o do maior
nimero de raizes (9,3) ocorreu no meio MSy, suplementado com 1,0 mg L™ de AIB.

Em concluséo, o protocolo para a germinagao e micropropagacéo utilizada neste estudo
é sugerido como um método eficaz para a multiplicacdo da espécie Dianthus caryophyllus
Chabaud Gigante Dobrado vermelho.
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7 CAPITULO IV

MICROPROPAGAGCAO IN VITRO DE ANTHURIUM ANDRAEANUM L VR. 'BLACK
QUEEN'
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7.1 RESUMO

O Antdrio é a segunda flor tropical mais importante no mercado mundial de flores. A
propagacao in vitro via embriogénese somatica € uma alternativa eficiente para a propagacao
em larga escala de diversas espécies ornamentais. No entanto, ndo ha relatos do
desenvolvimento de protocolos completos de embriogénese somatica, com producao de plantas
de Anthurium andraeanum L. vr. 'Black Queen'. Por isso 0s objetivos deste trabalho foram:
avaliar o melhor método de assepsia dos explantes, determinar a idade da folha usada como
doadora de explante, a orientacdo do explante no meio, as condi¢des de incubacao, além de
avaliar diferentes meios de cultura e de concentracGes de reguladores de crescimento mais
adequados para o alcance da embriogénese somatica de Anthurium andraeanum L. vr. 'Black
Queen'. Para a assepsia dos explantes foliares, verificou-se que a imersdo em alcool 70% (v/v)
+ solucéo de gentamicina (20%) por 1 minuto, e posteriormente a imersao por 7 minutos em
solucéo de hipoclorito de sodio 2% (v/v), foi o mais eficiente. A combinacdo dos fatores:
explante retirado da folha de idade intermediaria + meio de cultivo com WPM + ambiente
escuro, foi o tratamento mais eficiente no controle da oxidagéo e na etapa de indugéo de calos
nos explantes. Os tratamentos T1 - (WPM + 2,0 mg/L™* de BAP + 1,0 mg/L™ de 2,4D) e T2 -
(WPM + 1,0 mg/Lt de BAP + 0,5 mg/L™ de AIB) induziram a produc&o de calos embriogénicos
com valores de 30 e 60% respectivamente, onde a forma como os segmentos foliares foram
orientados no meio afetou significativamente o potencial morfogénico, gerando calos
embriogénicos por via direta e indireta. Com base nos resultados obtidos, o protocolo elaborado
neste trabalho é recomendado para a obtencdo da micropropagacdo in vitro da espécie
Anthurium andraeanum L. vr. 'Black Queen'.

Palavras-chave: Embriogénese somatica; Cultivo in vitro; Araceas; Meio WPM; ldade de
explante.
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7.2 ABSTRACT

Anthurium is the second most important tropical flower in the world flower market. In vitro
propagation via somatic embryogenesis is an efficient alternative for large-scale propagation of
several ornamental species. However, there are no reports of the development of complete
somatic embryogenesis protocols, with production of Anthurium andraeanum L. vr. 'Black
Queen' plants. Therefore, the objectives of this study were: to evaluate the best method of
explant asepsis, determine the age of the leaf used as an explant donor, the orientation of the
explant in the medium, the incubation conditions, and to evaluate different culture media and
concentrations of growth regulators most suitable for achieving somatic embryogenesis of
Anthurium andraeanum L. vr. 'Black Queen'. For the asepsis of leaf explants, it was found that
immersion in 70% (v/v) alcohol + gentamicin solution (20%) for 1 minute, and subsequent
immersion for 7 minutes in 2% (v/v) sodium hypochlorite solution, was the most efficient. The
combination of factors: explant taken from intermediate-aged leaves + culture medium with
WPM + dark environment, was the most efficient treatment in controlling oxidation and in the
callus induction stage in the explants. The treatments T1 - (WPM + 2,0 mg/L"! BAP + 1,0 mg/L"
1'2,4D) and T2 - (WPM + 1,0 mg/L"! BAP + 0,5 mg/L! AIB) induced the production of
embryogenic callus with values of 30 and 60%, respectively, where the way in which the leaf
segments were oriented in the medium significantly affected the morphogenic potential,
generating embryogenic callus directly and indirectly. Based on the results obtained, the
protocol developed in this work is recommended for obtaining in vitro micropropagation of the
species Anthurium andraeanum L. vr. 'Black Queen'.

Keywords: Somatic embryogenesis; In vitro culture; Araceae; WPM medium; Explant age.
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7.3 INTRODUCAO

Anthurium é um importante género da Familia Araceae, com 950 espécies neotropicais
(BOYCE; CROAT, 2018) cujas flores do tipo espata e bela folhagem frequentemente conferem
alto valor ornamental, sendo uma das mais importantes flores tropicais no comercializadas
mundialmente (PERERA et al.,, 2016; POLI et al., 2015). Na floricultura nacional s&o
consideradas flores de multiplo proposito, podendo ser produzidas para uso como flor ou
folhagem de corte, como planta envasada e ainda para composicdo de jardins em projetos
paisagisticos (GUADALUPE; MAYANIN, 2017).

Originario das Ameéricas do Sul e Central, a espécie Anthurium andraeanum é uma das
mais amplamente exploradas na floricultura contendo muitas variedades e hibridos comerciais
(ROOPA; CHANDRASHEKAR; HARISHKUMAR, 2021). O hibrido 'Black Queen,
desenvolvido da Holanda, recebeu esse nome homenagem a familia real holandesa, sendo
conhecida popularmente como: antirio-negro, rainha-negra e Black Queen (PLANTASONYA,
2024). Seu valor ornamental deve-se a presenca de uma espadice negra brilhante, espata e
folhagem atraentes variando em tamanho que confere valor ornamental para o mercado plantas
envasadas ou flores de corte com longa vida pos-colheita, que chega a ter uma duracdo de 60
dias, (PLANTASONYA, 2024, TEIXEIRA et al., 2015).

Embora haja uma demanda significativa, o cultivo de anturios ainda enfrenta limitagoes,
sobretudo devido a escassez de mudas de alta qualidade fitossanitaria e genética (SOSA-
FLORES et al., 2019). A propagacao do antario ocorre tanto por via sexuada (sementes) quanto
assexuada (DESAI et al., 2015). Métodos tradicionais de propagacao vegetativa, como divisdo
de touceiras ou estaquia, podem disseminar pragas e doencas, além de limitar a disponibilidade
de mudas e comprometer a comercializacdo do produto final. A producdo de mudas por
sementes € um processo lento e resulta em plantas ndao uniformes em vigor, tamanho e
produtividade, bem como variagdes nas inflorescéncias em termos de cores, formas e tamanhos
(TOMBOLATO et. al., 2004). Portanto, a propagagdo in vitro surge como uma técnica
alternativa viavel para resolver esses problemas (DESAI et al., 2015).

Na area de plantas ornamentais, nos antdrios por exemplo as plantas hibridas séo
predominantes, e a clonagem in vitro tem sido utilizada para uniformizar caracteristicas como
época de floragdo, tamanho e forma das flores, entre outros aspectos (PINHEIRO, 2010).
Assim, a propagacao in vitro tem sido amplamente empregada como um método alternativo
para a producdo de plantas desta espécie em larga escala e com alta qualidade fitossanitaria
(TEIXEIRA et al. 2015).

Na literatura varios trabalhos tém sido descritos para a micropropagacdo in vitro de
diversas espécies de antdrio de interesse econdmico, cujas metodologias utilizadas possuem
muitas varia¢Oes dependendo do genotipo utilizado, envolvendo diversas fontes de explantes,
mudancas na composicdo do meio de cultura, suplementacdo com diferentes tipos e
concentragdes de fitorreguladores, e alteracbes nas condi¢6es de cultivo, como fotoperiodo e
irradiancia, (ATAK ; CELIK, 2009, 2012; PINHEIRO, et al., 2009; ISLAM et al., 2010; GU et
al., 2012; CARDOSO ; HABERMANN, 2014; AJDARBIN et al., 2015; BHATTACHARYA
et al., 2015; PERERA et al.; 2016; GUADALUPE ; MAYANIN, 2017; PRAKASHA et al.,
2017; SAPTARI et al., 2017; THOKCHOM ; MAITRA, 2017; ZHANG et al., 2017;
BHAVANA et al., 2018; WANG et al., 2019; LIMA, et al., 2020). Guerra et al., (1998)
destacam que as respostas as condi¢des de cultivo podem variar conforme a fonte do explante,
dependendo da espécie em estudo. Krishnaraj e Vasil (1995) acrescentam que o gendtipo é um
fator crucial na resposta, influenciando o desenvolvimento e a fisiologia dos explantes em
cultura de tecidos. Essa constatacéo foi corroborada por Pierik (1976), que observou a formacéo
de calos em explantes de segmentos foliares de 38 genétipos de Anthurium andraeanum, dos
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quais 31 apresentaram producdo satisfatoria de calos, quatro mostraram pouca formacao e trés
gendtipos ndo produziram essa estrutura.

E possivel observar entio que ha muita variagdo nos protocolos e que os resultados da
resposta morfogenética in vitro sdo totalmente dependentes do genotipo utilizado, os
procedimentos de propagacéo in vitro ndo sdo amplamente aplicaveis a todas as espécies de
Anthurium, justificando assim a necessidade do desenvolvimento de protocolos especificos para
cada variedade de antario (GANTAIT; MANDAL, 2010). Devido a estes fatores, o objetivo
deste estudo foi desenvolver um protocolo eficiente de micropropagagdo para a espécie
Anthurium andraeanum variedade 'Black Queen'.

7.4 MATERIAL E METODOS

2.1 Experimento 1
2.1.1 Desinfestacao dos Explantes

Todas as folhas de Anthurium andraeanum “Black Queen”, foram coletadas de uma
planta matriz adulta adquirida comercialmente. Antes da aplicacdo de cada tratamento todas as
folhas foram cuidadosamente lavadas com agua corrente durante 5 min, depois foram colocados
em &gua destilada estéril contendo 2 gotas de Tween 20 a cada 100 ml de solucdo, por 5
minutos, e posteriormente enxaguados seis vezes com agua destilada.

Foi testado diferentes tratamentos para a desinfestagdo dos explantes, todos com base
no trabalho de ATAK ; CELIK, (2009), como se segue: T1 - (1 minuto em alcool 70% (v/v), e
posteriormente os explantes foram tratados por 30 minutos em solucdo de hipoclorito de sdédio
5% (v/V)); T2 — (1 minuto em &lcool 70% (v/v) e solucao de gentamicina (20%) por 30 minutos
e posteriormente os explantes foram tratados por 12 minutos em solucéo de hipoclorito de so6dio
5% (v/V)); T3 — (1 minuto em &lcool 70% (v/v) e solugdo de gentamicina (20%) por 15 minutos,
e posteriormente os explantes foram tratados por 10 minutos em solucéo de hipoclorito de sodio
2% (viv)); T4 - (alcool 70% (v/v) + solugdo de gentamicina (20%) por 5 minutos, e
posteriormente os explantes foram tratados por 8 minutos em solucdo de hipoclorito de sodio
2% (viv)); T5 - (alcool 70% (v/iv) + solugdo de gentamicina (20%) por 1 minuto, e
posteriormente os explantes foram tratados por 7 minutos em solucdo de hipoclorito de sodio
2% (VIv)).

Os explantes foliares foram lavados, em cadmara de fluxo laminar, trés vezes com agua
destilada e autoclavada e posteriormente foram seccionados, com aproximadamente 1 cm? para
posterior transferéncia para o tubo.

O meio de cultura utilizado foi meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
suplementado com 1,0 mg L' de 6-benzylaminopurine (BAP) e 1,0 mgL? de acido
indolbutirico (AIB). Ao meio foi adicionado 30 g L™ de sacarose, o pH ajustado para 5,8 e
solidificado com 7 g L™ de &gar, antes da autoclavagem. Foram utilizados tubos de ensaio,
contendo 10 mL de meio por tubo. Em seguida os meios foram autoclavados a 120 °C e 1 atm
de presséo por 20 minutos.

Os explantes foram mantidos em camara incubadora, em condic¢des controladas, com
temperatura de 25 °C, fotoperiodo 16 horas sob intensidade luminosa de 36 mol m? s,
fornecida por Iampadas fluorescentes do tipo branca fria. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com 5 tratamentos, com 5 repeticdes e 6 tubos por parcela com um
explante por tubo. Apds 30 dias da transferéncia dos explantes, foram avaliadas as
porcentagens de contaminagéo e oxidagao.
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2.2 Experimento 2

2.2.1 ldade da folha, posi¢cdo do explante e condigdes de Incubacéo

O objetivo deste teste foi avaliar a influéncia da luz no controle da oxidacao fendlica
dos explantes de Anthurium andraeanum “Black Queen”, determinar a influéncia do meio
nutritivo, a idade da folha e o tipo de superficie do explante mais adequado para o
estabelecimento in vitro de Anthurium andraeanum “Black Queen”.

Foram testados trés tipos de folhas de Anthurium andraeanum “Black Queen”, com
idades diferentes e com duas formas de orientacdo do explante no respectivo meio (adaxial e
abaxial). Foram coletadas folhas em diferentes estagios: folha jovem, intermediaria e adulta.
Sendo caracterizadas como: folha jovem marrom (aproximadamente 10 dias apds a expansao),
folha intermediaria marrom na parte de baixo e verde na parte de cima (aproximadamente 20
dias apos a expansdo) e folha adulta verde (acima de 30 dias apds a expansao). Todas as folhas
foram coletadas de uma planta matriz adulta adquirida comercialmente. Antes da aplicacéo de
cada tratamento todas as folhas foram desinfestadas de acordo com o tratamento indicado neste
trabalho dos resultados do teste de desinfestagéo realizado anteriormente.

Os meios de cultura utilizados foram: meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e 0
Woody Plant Médium (WPM) elaborado por Lloyd e Mccow (1981), suplementados com 1,0
mg L™ de BAP e 1,0 mgL™ de AIB. Aos meios foram adicionados 30 g L™ de sacarose, o pH
ajustado para 5,8 e solidificado com 7 g L™ de agar, antes da autoclavagem. Foram utilizados
tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio por tubo. Em seguida os meios foram autoclavados
a 120°C e 1 atm de presséo por 20 minutos.

Os tratamentos consistiram em:

Tratamento Idade da Folha Meio de cultura Condigdo de cultivo
Tl Folha Jovem MS Claro
T2 Folha Jovem MS Escuro
T3 Folha Jovem WPM Claro
T4 Folha Jovem WPM Escuro
TS5 Folha Intermediaria MS Claro
T6 Folha Intermediaria MS Escuro
T7 Folha Intermediaria WPM Claro
T8 Folha Intermediaria WPM Escuro
T9 Folha Adulta MS Claro
T10 Folha Adulta MS Escuro
T11 Folha Adulta WPM Claro
T12 Folha Adulta WPM Escuro

Os explantes foram mantidos em camara incubadora, em condic¢Ges controladas, com
temperatura de 25 °C, onde foi testado também duas condi¢des de cultivo: claro (fotoperiodo
16 horas sob intensidade luminosa de 36 mol m2 s, fornecida por lampadas fluorescentes do
tipo branca fria) e escuro (fotoperiodo negativo). Apos 30 dias da transferéncia dos explantes
as variaveis avaliadas foram as porcentagens de oxidacao e calogénese.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com cinco repeticGes e 6
tubos por parcela com um explante por tubo, em esquema fatorial (3x2x2), sendo o fator (A)
idade da Folha, (B) Meio de cultura e (C) Condigéo de cultivo - claro e escuro. Os dados obtidos
foram tabulados e submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade com auxilio do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2016).
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2.3 Experimento 3
2.3.1 Meios para inducao de embriogénese soméatica:

Os tratamentos foram:

T1) WPM suplementado com 2,0 mg/L de BAP + 1,0 mg/L de 2,4D
T2) WPM suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB
T3) MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB
T4) MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de ANA
T5) MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de 2,4D
T6) 1/2MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 0,1 mg/L de 2,4D
T7) 1/2MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de 2,4D
T8) 1/2MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 1,0 mg/L de 2,4D
T9) 1/2MS suplementado com 2,0 mg/L de BAP + 1,0 mg/L de 2,4D
T10) 1/2MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB.

Antes da aplicagdo de cada tratamento todas as folhas foram desinfestadas de acordo
com o tratamento indicado neste trabalho dos resultados do teste de desinfestagdo realizado
anteriormente. A idade da folha a ser utilizada tambeém foi conforme o indicado no teste anterior
e a orientacdo do explante (adaxial ou abaxial) foi utilizada novamente devido aos dois tipos de
explante apresentaram inducgéo de calos no teste anterior.

Os meios de cultura utilizados foram solidificados com 7 g L™ de &gar, suplementado
com 30 g/L* de sacarose e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, sendo utilizados tubos
de ensaio, contendo 10 mL de meio por tubo. Em seguida os meios foram autoclavados a 120
°C e 1 atm de presséo por 20 minutos.

Os tubos foram levados para sala de crescimento e foram mantidos em condicgdes
controladas, no escuro, a temperatura de 25 + 1 °C de acordo com o resultado obtido no teste
anterior de condicdes de cultivo e pela metodologia proposta pelos autores (NHUT et al., 2006;
TE-CHATO et al., 2006; PUCHOOA; SOOKUN, et al., 2003).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 5 repeticGes e 6 tubos
por parcela com um explante por tubo. As variaveis avaliadas foram as porcentagens de
oxidacdo aos 30 e 60 dias apds a inoculacdo e a porcentagem de explantes com calos
embriogénicos. Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com auxilio do software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016).
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7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.5.1 Desinfestacio dos Explantes para o estabelecimento in vitro de Anthurium
andraeanum “Black Queen”.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, observa- se que para a
desinfestagdo dos explantes, o tratamento T1 foi o Unico a apresentar contaminagdo (63%),
todos os outros tratamentos foram eficientes no controle da contaminagéo. Todos os tratamentos
apresentaram 100% de oxidagéo, fato observado pelo escurecimento dos explantes e auséncia
de algum tipo de inducédo de calogénese, em 30 dias de cultivo (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagens de contaminagdo e oxidacdo de explantes foliares de Anthurium
andraeanum “Black Queen” submetidos a diferentes tratamentos de desinfestacéo.

Tratamentos % Contaminagdo | % Oxidacao

T1 - (1 minuto em alcool 70% (v/v) + 30 minutos em

solucdo de hipoclorito de sédio 5% (v/v)) 63 100

T2 - (1 minuto em alcool 70% (v/v) + solucéo de
gentamicina (20%) por 30 minutos + 12 minutos em 0 100
solucéo de hipoclorito de sddio 5% (v/v))

T3 - (1 minuto em alcool 70% (v/v) + solucdo de
gentamicina (20%) por 15 minutos + 10 minutos em 0 100
solugdo de hipoclorito de sodio 2% (v/v))

T4 - (alcool 70% (v/v) + solucdo de gentamicina
(20%) por 5 minutos + 8 minutos em solucédo de 0 100
hipoclorito de sodio 2% (v/v))

T5 - (alcool 70% (v/v) + solucdo de gentamicina
(20%) por 1 minuto + 7 minutos em solugdo de 0 100
hipoclorito de sédio 2% (v/v))

Os tratamentos T2, T3, T4 e T5 apresentavam em seu processo como diferencial do
tratamento T1 o uso da gentamicina, sendo assim é possivel justificar que o uso da gentamicina
no processo foi de grande importancia para a obtencao de explantes livres de contaminantes.

De acordo com a literatura a gentamicina é um antibiético comumente utilizados para
inibir o crescimento de microrganismos nos cultivos in vitro (LEONE, 2013). As bactérias sao
particularmente problematicas nesse contexto, sendo o tipo mais comum de contaminagdo em
cultura de tecidos representando um obstaculo significativo para o estabelecimento de explantes
in vitro. Sua capacidade de se tornarem sistémicas e a dificuldade de detec¢cdo constituem um
desafio significativo para o estabelecimento de explantes in vitro (OLIVEIRA, et al., 2013).

Vérios produtos podem ser utilizados para a desinfestacdo, como o etanol 70% e o
hipoclorito de sédio, em concentra¢Bes variadas (AZEVEDO, et al., 2023; DUTRA et al.,
2009). As concentracbes das solucbes desinfestantes, assim como as combinagdes dos
principios ativos e os tempos de exposicdo, podem variar consideravelmente a depender do
gendtipo e do tipo de explante utilizado. De acordo com Cid e Zimmermann (2006), o uso de
compostos quimicos, como hipoclorito de sodio, etanol e fungicidas nas doses e tempos
adequados para cada explante, pode ser eficiente no controle da contaminacdo dos explantes
em cultivos in vitro.
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Na literatura é possivel encontrar alguns trabalhos onde citam diferentes métodos que
foram aplicados para esterilizar a superficie dos explantes de antdrio, porém é possivel observar
que sdo bastante variaveis e dependiam do tipo de explante e da espécie de antario utilizada.
Para a esterilizacdo superficial de folhas os mais comuns sdo o uso de hipoclorito de sédio (1—
5% p/v) por 12—-30 min sozinho ou em combinagdo com etanol 70% por alguns segundos e em
alguns casos, a utilizacdo de antibioticos, fungicidas ou pesticidas (LAN et al., 2003;
PUCHOOA, 2005; VIEGAS et al., 2007; JAHAN et al., 2009; ATAK e CELIK, 2009;
KUMARI et al.,, 2011; RAAD et al., 2012; FARSI et al., 2012).

As altas taxas de contaminacdo bacteriana e fungicas observadas nos experimentos
preliminares deste trabalho tornaram necessario o uso de hipoclorito de sodio, etanol e de
antibidtico nos testes de desinfestacdo, pois provavelmente havia presenca de bactérias e fungos
enddgenos na planta matriz utilizada como fonte de explantes.

Na cultura de tecidos, é crucial o controle e a prevencdo da contaminacao microbiana,
uma vez que o meio de cultura oferece um ambiente propicio para o crescimento de
microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos, esses microrganismos representam as
principais causas de perdas de material vegetal (PALU, et al. 2011; DANTAS et al., 2002),
sendo um problema para a producdo em larga escala de espécies de interesse econémico
(AZEVEDO et al., 2023).

No presente trabalho, foi possivel observar que os tratamentos T2, T3, T4 e T5 ndo
apresentaram contaminagdo nos explantes, sendo assim todos sdo meétodos eficientes para a
desinfestacdo de explantes da espécie de Anthurium A. “Black Queen”. Porém o tratamento T5
se destaca por ter sido 0 método mais otimizado, com o uso de menores concentra¢des do agente
desinfestante associado a curtos tempos de imerséo, sendo o mais indicado, pois de acordo com
Torres et al., (1999) e Santos, et al., (2015), um processo de desinfestacao eficaz é aquele que
combina uma baixa taxa de contaminacdo com a menor exposicdo possivel do explante ao
agente descontaminante, Deste modo, no presente estudo com explantes foliares de Anthurium
A. “Black Queen”, verificou-se que a imersdo em alcool 70% (v/v) + solucdo de gentamicina
(20%) por 1 minuto, e posteriormente a imersao por 7 minutos em solucdo de hipoclorito de
sodio 2% (v/v), foi o mais eficiente para a desinfestacdo, pois foi 0 que conseguiu inibir a
presenca de contaminacdo, podendo ser realizado em um menor tempo, otimizando assim o
tempo gasto e a mdo de obra quando comparado aos demais tratamentos. Sobre a variavel
oxidagdo do explante, como todos os tratamentos apresentaram 100% de oxidagéo, este fator
foi estudado no préximo teste, para que se encontrasse solucdes para inibir esse processo.

7.5.2 Idade da folha, posicao do explante e Condicoes de Incubacio

De acordo com os resultados da tabela 2, foi possivel observar uma diferenca
significativa entre as variaveis analisadas. Os fatores meio de cultivo, condic¢Bes de cultivo
(claro e escuro) e a idade do explante apresentaram resultados relevantes, para que se alcangasse
a auséncia de oxidacdo e a inducdo de calos nos explantes de Anthurium A. “Black Queen”.
Para a variavel orientacdo do explante (adaxial ou abaxial) ndo foi observado nenhuma
diferenca significativa, pois todos os dois tipos de explante apresentaram inducéo de calos.

A folha de idade jovem e adulta ndo apresentaram valores satisfatorios para as variaveis
avaliadas, apresentando valores altos de oxidacao dos explantes e ndo apresentando inducéo de
calos, os explantes retirados da folha com idade intermediaria foram os que apresentaram 0s
melhores resultados. O meio de cultivo utilizado influenciou no controle da oxidac&o, sendo os
tratamentos contendo meio WPM em sua composi¢ao o que apresentou os melhores valores. A
condi¢do de cultivo também influenciou na obtencédo de explantes com menor taxa de oxidacéo,
pois todos os tratamentos em que o explante ficou no ambiente claro com presenca de
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luminosidade, apresentaram 100% de oxidagdo. Ficando evidente a necessidade do uso do
ambiente escuro para o controle da oxidacdo nos explantes.

Os tratamentos T8 (Folha Intermediaria; WPM e Escuro) e T12 (Folha Adulta; WPM e
Escuro) foram os unicos a ndo apresentarem oxidacdo dos explantes, sendo o tratamento T8
com o explante retirado da folha de idade intermediaria, no meio de cultivo com WPM e em
ambiente de escuro o Unico a apresentar a auséncia de oxidacao e a ocorréncia do processo de
calogénese com 33%.

Tabela 2. Influéncia da idade da folha, meio de cultura e condi¢des de cultivo nos explantes
foliares de Anthurium andraeanum “Black Queen”.

Meio de Condicao de % Oxidagéo

Tratamento Idade da Folha cultura cultivo (60 dias) % Calogénese
T1 Folha Jovem MS Claro 100c Ob
T2 Folha Jovem MS Escuro 100c Ob
T3 Folha Jovem WPM Claro 100c Ob
T4 Folha Jovem WPM Escuro 80b Ob
T5 Folha Intermediaria MS Claro 100c Ob
T6 Folha Intermediaria MS Escuro 80b 0b
T7 Folha Intermediaria WPM Claro 100c Ob
T8 Folha Intermediaria WPM Escuro Oa 33a
T9 Folha Adulta MS Claro 100c Ob
T10 Folha Adulta MS Escuro 80b 0b
T11 Folha Adulta WPM Claro 100c Ob
T12 Folha Adulta WPM Escuro 0a Ob

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A oxidacédo fenolica representa um desafio significativo durante as etapas iniciais do
cultivo in vitro. Segundo Andrade et al., (2000), a liberagdo de compostos fendlicos €
desencadeada pelo dano celular decorrente da exciséo dos explantes, os quais modificam a
composicao do meio de cultivo e a absor¢do de metabolitos.

De acordo com Werner et al., (2009), a oxidacdo fendlica ¢é altamente dependente do
genotipo e do tipo de explante utilizado, da fase de desenvolvimento da planta, na literatura é
possivel encontrar trabalhos que relatam que a oxidagdo fendlica pode ser controlada em
diferentes espécies com algumas estratégias, como por exemplo reduzir a luminosidade e
manter a cultura no escuro, pois a luz tende a aumentar a producéo de fendis na planta (MARKS
; SIMPSON, 1990; FLORES, et al., 1998), a diminuicdo na concentracdo de sais no meio de
cultura (CALDAS et al., 1998), a adicdo de antioxidantes ao meio (BASSAN et al., 2006) e 0
uso de explantes jovens (mais herbaceos) ao invés dos mais velhos (mais lenhosos), pois tendem
a oxidarem menos (TEIXEIRA, 2005).

Todas essas informagGes corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, onde a
utilizacdo da combinacéo dos fatores meio de cultivo, condi¢des de cultivo (claro e escuro) e a
idade do explante foram importantes para a obtencéo de um protocolo eficiente para o controle
da oxidacdo. Sendo o tratamento T8 (explante retirado da folha de idade intermediéria + meio
de cultivo com WPM e em ambiente de escuro) o mais eficiente e o recomendado para que se
alcance o controle da oxidacéo e a etapa de inducéo de calos nos explantes, etapas importantes
para o inicio do processo de estabelecimento in vitro de Anthurium andraeanum “Black
Queen”.
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7.5.3 Meios para inducio de embriogénese somatica

Ap6s 30 dias da inoculacdo dos explantes, foi possivel observar que os tratamentos T4,
T8, e T9 ja apresentavam 100% de oxidacdo em todos os explantes. Apds 60 dias foi possivel
observar que os tratamentos T3, T5, T6 e T7 também apresentaram 100% de oxidacdo dos
explantes. Somente os tratamentos T1, T2 e T10 ndo apresentaram oxidacdo em seus explantes
(Tabela 3).

Para a varidvel porcentagem de embriogénese somética somente os tratamentos T1 e T2
apresentaram inducgdo de calos embriogénicos, onde o tratamento T2 foi o que apresentou o
maior valor com uma taxa de 60% e o tratamento T1 apresentou metade desse valor com 30%
(Tabela 3).

Tabela 3. Influéncia de diferentes composicGes de reguladores de crescimento vegetal na
embriogénese somatica de Anthurium andreanum vr. “Black Queen”.

(%) Oxidacao (%) Oxidagao

Tratamentos . . (%) Embriogénese
(30 dias) (60 dias)
T1-(WPM + 2,0 mg/L de BAP + 1,0 mg/L de 2,4D) 0b 0b 30b
T2 - (WPM + 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB) 0b 0b 60 a
T3-(MS +1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB) 0b 100 a Oc
T4 - (MS + 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de ANA) 100a 100 a Oc
T5-(MS + 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de 2,4D) 0b 100 a Oc
T6 - (1/2MS + 1,0 mg/L de BAP + 0,1 mg/L de 2,4D) 0b 100 a Oc
T7-(1/2MS + 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de 2,4D) 0b 100 a Oc
T8 - (1/2MS + 1,0 mg/L de BAP + 1,0 mg/L de 2,4D) 100 a 100 a Oc
T9 - (1/2MS + 2,0 mg/L de BAP + 1,0 mg/L de 2,4D) 100 a 100 a Oc
T10 - (1/2MS + 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB) 0b Ob Oc

*Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi possivel observar neste trabalho que os tratamentos que possuiam o meio WPM em
sua composigdo foram, no geral, melhores em comparagdo com os tratamentos que continham
0 meio MS, tanto para a inibi¢do da ocorréncia de oxidacao nos explantes, como também para
a inducdo de calos embriogénicos e producao de embrides somaticos.

A oxidagdo de explantes € uma das limitagdes comuns do cultivo in vitro de varias
espécies, principalmente espécies lenhosas (KERBAUY, 2004). A oxidagdo ocorre devido ao
corte realizado no explante, promovendo a liberacdo de compostos fendlicos, modificando o
meio de cultura e interferindo na absorcéo de nutrientes, inibindo o crescimento dos explantes,
podendo ocasionar a morte dos tecidos (ANDRADE et al., 2000; MUDOI et al., 2014; JESUS
SILVA, etal., 2016).

O meio de cultura WPM é amplamente empregado na micropropagacdo de plantas
lenhosas, desempenhando um papel crucial no controle da oxidacdo em explantes foliares. De
acordo com Gongalves, et al, (2013), espécies de natureza lenhosa, ao serem cultivados in vitro,
liberam exsudatos resultantes da oxidacdo de compostos fenolicos, essa oxidacao ocorre devido
a liberacdo de compostos fendlicos in vitro, que sdo precursores da sintese de lignina, pelo
tecido injuriado. Em trabalhos encontrados na literatura é possivel verificar a presenca de
taninos que sdo compostos fendlicos citados como constituintes comuns em plantas da familia
Araceae, inclusive em plantas de antario (VIANNA, 2002; MACEDO, et al., 2005; LUNA, et
al., 2016). Este fator justificaria o porqué dos tratamentos que possuiam o meio WPM em sua
composicao terem sido os Unicos a inibirem a oxidacéo dos explantes, pois a espécie estudada

71



neste trabalho apresenta caracteristicas semelhantes a plantas de natureza lenhosa, em relacéo
a exsudacao de compostos fenolicos apos a excisao do explante no meio de cultura.

Fossati, (2017), observou em seu trabalho que o uso dos sais de WPM proporcionou
uma reducdo da oxidacdo fendlica nos tecidos de oliveira inoculados, quando comparado ao
meio MS. Conforme Bassan et al., (2006), a oxidacdo fendlica pode ser controlada através do
meio de cultura utilizado, através da redugdo da concentragdo de sais no meio de cultura. O
meio WPM apresenta apenas 45% da forca ionica total do meio MS (NUNES et al., 2002) e
concentracdes menores de nitrato (MS 40 uM; WPM 9,7 uM), amonio (MS 20 uM; WPM 4,9
HM) e uma baixa concentragdo de nitrogénio total (MS 60,00 uM; 14,7 uM), além de mais
potassio e altos niveis de ions sulfato (QUISEN; ANGELO, 2008; ROCHA, et al., 2007).
Portanto conclui-se que a reducdo da concentragdo de sais no meio de cultura do WPM pode
sim ter sido o fator que ajudou na reducdo da oxidacdo dos explantes de Anthurium
andreanum vr. “Black Queen”.

Durante o estabelecimento in vitro, 0 meio de cultura desempenha um papel crucial no
desenvolvimento dos explantes, e sua composi¢do pode variar de acordo com a espécie ou
mesmo entre diferentes genotipos (GEORGE et al., 2008; COSTA et al., 2007). A forca ibnica
do meio basal WPM utilizado neste estudo teve influéncia significativa na formacéo de calos
embriogénicos.

Existe uma grande variedade de meios de cultura adaptados para uma ampla gama de
espécies, diferindo, sobretudo quanto a sua composicdo e concentracdo de nutrientes
(AMARAL, 2006). Silva et al. (2015), mencionam que o meio de cultivo MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e o mais utilizado como meio basal na propagagdo in vitro de Anthurium.
Teixeira, et al., (2015), corroboram essa informacao, pois em seu trabalho de revisdo fornecem
uma andlise detalhada das condicGes necessarias para o0 sucesso do cultivo de antdrios in vitro,
e na maioria dos trabalhos com a producdo de mudas micropropagadas de antdrio, 0s meios de
cultivo utilizados foram 0 MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e o meio Pierik (PIERIK,
1976).

De acordo com essas informacdes e sabendo que o meio de cultura utilizado influencia
muito no éxito da propagacdo in vitro, as metodologias utilizadas na micropropagacdo de
antdrio podem necessitar de variagdes, sendo os resultados da resposta morfogenética in vitro
totalmente dependentes do genoétipo utilizado, os procedimentos de propagacdo in vitro nao
podem ser amplamente aplicaveis a todas as espécies de Anthurium, justificando assim a
resposta diferente que obtivemos neste trabalho, onde o uso do meio WPM foi crucial para o
alcance do estabelecimento in vitro do antdrio sem a ocorréncia de oxidagao no explante e com
a inducdo de calos embriogénicos.

Neste experimento a proliferacdo de calos para os tratamentos T1 e T2, iniciaram-se nas
bordas dos explantes foliares, onde sofreram injuria pelo corte do bisturi durante a excisao
(Figura 1A e 2A). Foi possivel observar que a orientacdo do explante (adaxial e abaxial)
apresentou resultados relevantes, onde os explantes inoculados com a parte adaxial em contato
com o meio deram origem a calos embriogénicos por via direta, no qual os embrides somaticos
se originam a partir dos tecidos matrizes sem a formacdo de estagios intermediarios, ou seja, a
primeira expressdo morfogénica é o surgimento de estruturas globulares diretamente no
explante (Figura 1A), que ja sdo caracterizados como o embrido (ULISSES, et al., 2016), e ja
os explantes inoculados com a parte abaxial em contato com o meio deram origem a calos
embriogénicos por via indireta, que ocorre quando antes da formacgdo do embrido ocorre uma
proliferacéo extensiva do explante formando uma massa celular n&o diferenciada, chamada de
calo, que também podem ser designada como massas ou complexos celulares pro-
embriogénicos, 0s quais se dividem e formam os embribes somaticos (Figura 2B e C)
(HORSTMAN, et al., 2017).
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A embriogénese somatica e a regeneragdo de plantas em Anturio j& foram relatadas por
outros autores na literatura (XIN et al., 2006 ; BAUTISTA et al., 2008 ; PINHEIRO et al.,
2013, 2014 ; BHATTACHARYA et al., 2016; BHAVANA et al., 2018; WANG et al., 2019).
Segundo Carvalho, et al., (2006), os embriGes somaticos sdo estruturas bipolares e apresentam
6rgdos tipicos de embribes zigéticos (radicula, hipocétilo e cotilédones). Na Figura 1 foi
possivel observar a presenca de calos embriogénicos nos estadios globular, cordiforme, torpedo
e cotiledonar e a realizacdo do subcultivo para um meio com a mesma composicdo inicial ja foi
suficiente para o inicio da maturacdo e germinacdo dos embriGes, estagios caracteristicos de
desenvolvimento de embrides somaticos de acordo com o relato de Ferrari et al., (2021). Na
Figura 2 foi possivel observar embrides amadurecidos mostrando o inicio da brotacdo formados
a partir de uma massa de calo e depois a parte aérea e raiz bem desenvolvida.

Figura 1. Embriogénese somatica por via direta a partir de explantes de Anthurium andraeanum
“Black Queen”, inoculados no meio com a orientacdo do explante com a parte abaxial em
contato com o meio. (A, B e C) embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento
(globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar); (D, E e F) estagio de maturacdo e germinacéao
completa do embrido em planta, demonstrando zonas meristematicas apical e radicular
evidentes, onde (Ra) significa raiz e (Pa) parte aérea, sendo possivel observar o desprendimento
dos embrides a partir do calo mée.

73


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2019.00029/full#B42
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2019.00029/full#B2
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2019.00029/full#B32
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2019.00029/full#B32
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2019.00029/full#B33
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2019.00029/full#B3

Figura 2. (A, B e C) embriogénese somatica por via indireta a partir de explantes de Anthurium
andraeanum “Black Queen”, inoculados no meio com a orientagcdo do explante com a parte
adaxial em contato com o meio, (D) embriGes amadurecidos mostrando o inicio da brotacao;
(E e F) parte aérea e raiz bem desenvolvida, onde (Ra) significa raiz e (Pa) parte aérea.

Essa variagdo na formacgdo de calos embriogénicos no mesmo tratamento pode ter
ocorrido devido relagdo entre a quantidade de hormonios enddgenos presente no explante e a
capacidade deste explante de absorver os reguladores presentes no meio, isso porque o explante
com a parte abaxial em contato com o meio, apresentava estar completamente em contato com
0 meio, e o explante com a parte adaxial em contato com o0 meio apresentava uma curvatura
concava (Figura 2A), ndo ficando em contato com o meio de forma completa, o que poderia
fazer com que a capacidade de absorcdo dos reguladores de crescimentos presentes no meio
fossem absorvidos em quantidades diferentes pelo explante e assim causando um balanco
hormonal diferente em cada tipo de explante e cada um dando uma resposta morfogénica
diferente. Outros autores como Welander, (1988) e Pérez-Tornero, et al., (2000), também
obtiveram respostas diferentes em seus trabalhos quanto ao uso da orientagéo da folha no meio
de cultivo.
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7.6 CONCLUSAO

Para a assepsia dos explantes foliares, a imersdo em alcool 70% (v/v) + solucdo de
gentamicina (20%) por 1 minuto, e posteriormente a imersdo por 7 minutos em solucdo de
hipoclorito de sddio 2% (v/v), foi o mais eficiente.

A combinacéo dos fatores: explante retirado da folha de idade intermediaria inoculadas
em meio de cultivo com WPM e mantidas em ambiente escuro, proporcionou o mais eficiente
controle da oxidacéo e a indugéo de calos nos explantes.

O meio WPM suplementado com 2,0 mg/L™ de BAP e 1,0 mg/L* de 2,4D (T1) ou WPM
com 1,0 mg/L de BAP e 0,5 mg/L ™ de AIB (T2) induziram a producio de calos embriogénicos
com valores de 30 e 60%, respectivamente. Sendo o tratamento T2 o recomendado para a
obtencdo de uma maior taxa de embriogénese somatica de Anthurium andraeanum “Black
Queen”.

Também ficou evidente que a forma como os segmentos foliares foram orientados
afetou o potencial morfogénico do explantes de inoculados, gerando calos embriogénicos por
via direta e indireta.
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8.1 RESUMO

No presente trabalho é apresentado uma breve revisao relacionada ao que se conhece sobre 0s
aspectos da biologia floral, reprodutiva e tipos de polinizacdo das araceas. As araceas estao
presentes em praticamente todos os continentes e exibem uma grande diversidade morfoldgica
floral. A familia Araceae possui dois principais tipos de inflorescéncia aquelas com apenas
flores bissexuais e aquelas com flores unissexuais. Ha também a ocorréncia da protoginia que
é quando ndo ha coincidéncia entre as épocas de maturacdo da parte feminina e da masculina
na flor. A sua polinizacdo é realizada por uma grande variedade de grupos de insetos, sendo
possivel observar uma forte correlacdo familiar entre as caracteristicas florais (estrutura da
inflorescéncia, recompensas, atrativos) e o tipo de polinizador.

Palavras-chaves: araceas, flores, polinizadores, inflorescéncia.

8.2 ABSTRACT

A brief review is presented regarding what is known about aspects of the floral, reproductive
biology and types of pollination of Araceae. Araceae are present on practically all continents
and exhibit a great floral morphological diversity. The Araceae family has two main types of
inflorescence: those with only bisexual flowers and those with unisexual flowers. There is also
the occurrence of protogyny, which is when there is no coincidence between the maturation
times of the female and male parts of the flower. Its pollination is carried out by a wide variety
of groups of insects, and it is possible to observe a strong family correlation between floral
characteristics (inflorescence structure, rewards, attractions) and the type of pollinator.

Keywords: araceae, flowers, pollinators, inflorescence.
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8.3 INTRODUCAO

A familia Araceae Juss. € constituida por plantas herbaceas, pertencentes ao grupo das
monocotiledéneas, com distribuicdo mundial. E a terceira maior familia de monocotileddneas
e estd dividida em oito subfamilias, é um dos membros mais antigos das angiospermas (CROAT
etal., 2019; STEVENS, 2020). Estdo distribuidas em 144 géneros e 3645 espécies incluindo as
Lemnaceae (BOYCE; CROAT, 2018) e no Brasil esta presente em todo pais e esta representada
por 36 géneros e aproximadamente 484 espécies (COELHO et al. 2016).

As plantas representantes nessa familia sdo facilmente reconhecidas por apresentarem
uma inflorescéncia do tipo espadice, que € uma associacdo entre bractea, a uma espata
(GRAYUM 1990; MAYO etal., 1997).

As araceas apresentam dois tipos de inflorescéncia, podendo ser bissexuais ou
unissexuais e a polinizacdo é realizada principalmente por insetos como besouros, abelhas e
moscas (GIBERNAU, 2003).

As caracteristicas florais das inflorescéncias das araceas coevoluiram para garantir e
maximizar o sucesso da polinizagdo. Esta familia apresenta caracteristicas peculiares com
grandes diferencas em sua biologia possuindo varios tipos de recursos florais que sao oferecidos
por suas flores aos seus polinizadores, como liberacdo de odor; termogénese; tecido nutritivo,
protoginia e a presenca de camara que abriga os polinizadores (CHARTIER et al., 2014).

Devido a grande diversidade morfoldgica floral desta familia os estudos que envolvem
polinizagéo e sistema reprodutivo sdo fundamentais para a compreensao de diversos processos
ecoldgicos e evolutivos. Sendo assim, esta revisdo tem como objetivo sumarizar o
conhecimento sobre a diversidade da biologia floral, as interacdes ecoldgicas relacionadas a
polinizagdo, assim como os sistemas reprodutivos que ocorre nesta familia, com o intuito de
compilar informacg6es para futuras pesquisas com o enfoque para essas areas nas espécies das
araceas.

8.4 METODOLOGIA

Esta revisdo sobre biologia floral, reprodutiva e polinizacao é principalmente com base
nos poucos estudos encontrados com a familia das aréaceas.

Foi realizada uma revisao bibliogréfica sobre o tema nas revistas académicas cientificas
disponiveis on-line, realizada utilizando-se principalmente a base de dados do Web of Science,
Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Google Scholar. Outros artigos, dissertagdes e
teses também foram usados com o intuito de compilar as informag6es obtidas quanto a biologia
floral, sistema reprodutivo e polinizagdo da familia Araceae e ter uma visdo mais abrangente
com informacdes relevantes dos diferentes dados encontrados nas fontes de consulta e listando
0s principais neste trabalho.
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8.5 BIOLOGIA FLORAL

Na familia aracea as flores conhecidas popularmente como “flor” o conjunto formado
por uma folha modificada, colorida, denominada espata, e uma inflorescéncia tipo espiga,
conhecida como espadice, onde estdo agregadas dezenas de diminutas flores. O que
normalmente se conhece por flor é o conjunto de uma inflorescéncia em espiga composta por
inimeras pequenas flores, dispostas em espiral denominada espadice, protegida por uma
bractea colorida denominada espata (SAKURAGUI et al., 2012).

Descrito por Schultz (1990) as flores da familia aracea sdo numerosas e reunidas em
uma estrutura em forma de espiga de raque muito espessa, mais ou menos suculenta, chamada
espadice. Esta é envolvida por uma bractea ndo fibrosa, a espata que pode ser livre a
completamente unida a espadice, persistente ou caduca, com cores e formas variadas e
geralmente associadas a atracdo de agentes polinizadores.

As flores podem ser hermafroditas ou unissexuais, pequenas e sésseis. O perianto é raro
nas flores unissexuais, mas pode ocorrer nas flores hermafroditas. Suas flores androginas, ou
seja, que possuem tanto os 6rgaos reprodutores femininos quanto os masculinos e apresentam
o fenbmeno da protoginia, quando a parte feminina esta receptiva enquanto a masculina ainda
esta imatura, prevenindo a autofecundacdo e favorecendo o cruzamento natural entre plantas
diferentes. (TOMBOLATO et al., 2004; (GUIMARAES et al., 2008). O fruto é usualmente do
tipo baga suculenta (raramente seca e firmemente carnosa ou coriacea), geralmente livre, mas
pode ocorrer a fusdo dos ovarios para a formacdo de uma infrutescéncia indeiscente — em
Syngonium, ou deiscente —em Cryptocoryne (MAYO et al. 1997).

Dois principais tipos de inflorescéncia podem ser encontrados nesta familia: aquelas
com apenas flores bissexuais, que podem ser representadas pelo género Anthurium; e aquelas
com flores unissexuais, sendo representadas pelo género Philodendron (TEMPONI et al.,
2005).

Para inflorescéncias do tipo Anthurium, ha nenhum padrdo espacial, pois as flores
bissexuais estdo presentes todas ao longo da inflorescéncia e sua antese dura varios dias. Para
inflorescéncias de tipo Philodendron, as flores femininas estdo localizadas na parte inferior e
as flores masculinas na parte superior. Uma zona intermediaria de flores masculinas estéreis
esta presente em certos géneros (por exemplo, Caladium, Philodendron), e, em outros, um
apéndice terminal sem flores (por exemplo, Arum) est& presente acima as flores masculinas,
que tem diversas funcdes, como odor e producdo de calor (TOMBOLATO et al., 2004;
CHARTIER et al., 2014), sua antese geralmente cessa ap6s 1-2 dias.

8.5.1 O Género Anthurium Schott

Anthurium é o maior género de Pothoideae e de Araceae, com 950 espécies neotropicais
(BOYCE; CROAT, 2018). As espécies deste género sdo caracterizadas por apresentarem
inflorescéncia com espata geralmente persistente e espadice composta por flores bissexuais
formadas por quatro tépalas dispostas em dois verticilos, quatro estames livres em dois
verticilos e ovario bilocular com um a dois évulos por l6culo, com placentagdo axial (MAYO
etal., 1997; TEMPONI et al., 2005).

Durante todo o0 ano, o antario produz inflorescéncias terminais, em espadice mais ou
menos ereta, com flores sem brécteas, pequenas e sésseis, que emergem da base de cada nova
folha. O que ¢é popularmente conhecido como “flor” ¢, na realidade, o conjunto formado por
uma folha modificada, colorida, denominada de espata, e uma inflorescéncia do tipo espiga,
conhecida como espadice, onde estdo agregadas dezenas de pequenas flores (MAYO et al.,
1997; CROAT, 1998).
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A espata, usualmente acima das folhas, adquire formas diversas, desde cordato-
ovaladas, bastante alongadas ou curtas, até abobadadas ou em forma de concha, o que protege
a espadice. Ocorre em tons de branco e diversos tons de rosa, laranja, verde, vermelho e
marrom, ou ainda bicolor, com diferentes padrées de distribuicdo. Pode ser plana ou céncava,
de forma oval, circular, cordata ou pregueada, frequentemente com nervuras proeminentes,
cujas bordas ndo se sobrepdem nas bases (MAYO et al., 1997; TEMPONI et al., 2005).

A espadice pode ser cilindrica ou conica, ereta, ligeiramente curvada, torcida ou
alongada. Quando nova, pode ser colorida, verde-clara, branca, rosada ou amarela, ou
apresentar uma combinacgdo de duas cores, ocorrendo mudanca de cor, da base em direcéo ao
apice. Essa mudanca de cor se da pelo amadurecimento gradual das flores (MAYO et al., 1997).

A flor do antdrio é um segmento pequeno da espadice, semelhante a pequenos losangos
dispostos em espiral na espadice (Figura 1). E hermafrodita perfeita e apresenta as partes
masculinas e femininas, com ovario supero bicarpelar e quatro anteras (GUEVARA-IBARRA,
2015).

Figura 1. Inflorescéncia de Anthurium andraeanum (A) e Anthurium lucens Standl. (B).

o 0 3 i "?" o 5

P [ Tl
o} < ‘.8
N -
{ - 4
) M 4 > b
o/ *
f

A 2 . »  » B .4 »
Fonte: Elaborado pelos autores com base no site do Field Museum.

O perianto é rudimentar, composto de quatro estames, geralmente emergindo apenas
sobre 0s segmentos do perianto e um ovario com duas células, geralmente com um évulo por
célula, ou, as vezes, com dois ou mais. Quando receptivo, 0 estigma aparece como uma
protuberancia plana e arredondada no centro da flor e apresenta-se coberto por uma substancia
liquida incolor (CROAT, 1997).

N&o ha coincidéncia entre as épocas de maturacdo da parte feminina e da masculina
ocorrendo a protoginia, ou seja, o estigma (parte feminina) torna-se receptivo antes que 0s graos
de pdlen sejam liberados pelas anteras (parte masculina) (RUIZ-IDARRAGA, 2017). Na
natureza, isso ajuda a assegurar a polinizacdo cruzada e evitar a autopoliniza¢do, porém,
dificulta a polinizacéo controlada das plantas (MAYO, 1991; GUEVARA-IBARRA, 2015).
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8.5.2 O Género Philodendron

Na familia Araceae Philodendron Schott é o segundo maior género (CROAT, 1997),
exclusivamente neotropical e apresenta 482 espécies formalmente reconhecidas (BOYCE;
CROAT, 2018). As flores sdo unissexuais, o perigbnio é ausente, a antera sem espessamento
de parede celular em endotécio e 0 endosperma é copioso. A espata persiste até a maturidade
do fruto, entdo sofrendo abertura na base. Sua espadice esta dividida em trés zonas bem
definidas de flores unissexuadas: a zona feminina, de flores pistiladas na base da espadice, a
masculina estéril na regido mediana constituida de estaminodios, e a masculina fértil de flores
estaminadas, na parte superior (Figura 2-A) (MAYO, 1991; BUTURI, 2015).

Em algumas espécies, pode existir uma quarta zona apical de flores estéreis (Figura 2-
B e C) composta novamente por estaminddios (COELHO, 2010). Essa estrutura é envolta pela
espata, responsavel por proteger o desenvolvimento das flores, em praticamente toda a sua
extensdo. A estrutura pode ou ndo apresentar uma constricio mediana de grau variado,
formando um tubo na base da inflorescéncia que circunda as flores pistiladas e parte dos
estaminodios (MAYO, 1991).

Figura 2. Morfologia das espadices dos subgéneros Meconostigma (A). Philodendron (B),
Pteromischum (C).
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Fonte: Buturi (2015).

As flores femininas, ou como também sdo chamadas, pistiladas, em Philodendron sdo
consideradas de grande importancia taxonémica. Elas consistem de um gineceu simples,
faltando estaminddios ou partes do perigdnio. O gineceu € sincarpico, superior e composto de
2 a 34 carpelos. Uma importante caracteristica do gineceu é a presenca de um canal estilar
separado para cada carpelo. O estigma das flores adjacentes pode ser contiguo ou distante uns
dos outros. (MAYO, 1997).

De acordo com Mayo (1991), as flores femininas podem ser divididas em trés grandes
regides: estigma ou regido estigmatica, estilete ou regido estilar, e ovario. O estigma é
constituido por uma Unica superficie continua, sendo as células epidérmicas alongadas em
papilas secretoras que sdo ocasionalmente multicelulares. A regido estilar é aguela entre o apice
do ovario e a base do estigma. O estilete é formado por células alongadas situadas logo acima
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da regido estilar. Esta é frequentemente mucilaginosa e pode se apresentar em lobos (MAYO,
1997).

A terceira regido das flores femininas é o ovario que é dividido em léculos (cavidade do
ovario de uma flor). O numero de l6culos em Philodendron é extremamente variavel girando
em torno de 2 a 34. Os nimeros mais comuns sdo 4, 5 e 6 l6culos por ovario, isso junto com a
ocorréncia de ovarios 2-3 locular sugere que as flores de Philodendron sao basicamente dimeras
e trimeras em proporcdes aproximadamente iguais. (MAYO, 1997; COELHO 2010).

Também ¢€ caracteristica da inflorescéncia dos Philodendron a capacidade termogénica,
que somada aos numerosos canais de resina frequentemente encontrados na espata e a
constricdo da mesma, sdo descritas como associadas aos mecanismos de polinizacdo
(GIBERNAU et al., 2003; GOTTSBERGER et al., 2013).

8.6. POLINIZACAO NATURAL EM ARACEAS

As araceas estdo presentes em praticamente todos os continentes, porém poucos estudos
foram realizados sobre a biologia da sua polinizacdo, embora este seja claramente um campo
de extremo interesse; a maioria dos trabalhos focam mais na parte de taxonomia ligada a
adaptaces biologicas florais.

As araceas sdo sempre protoginicas e a fase feminina (receptividade do estigma) e
masculina (deiscéncia das anteras) geralmente ndo se sobrepéem, de modo que o cruzamento
obrigatério entre plantas diferentes parece ser a regra geral. Alguns casos de autopolinizacdo
ou apomixia sdo conhecidos ou suspeitos (Amorphophallus bulbifer, Anthurium bakeri,
Pinellia, algum Arum) (MAYO et al. 1997).

De acordo com Gibernau, (2003), do ponto de vista da interacdo flor-polinizador,
existem trés situacdes em Araceae.

1) "cléssica" interagdo flor-polinizador. A inflorescéncia ndo desempenha nenhum papel
importante na reproducdo dos polinizadores. O polinizador visita a inflorescéncia procurando
por um recurso (fluido estigmatizado, pdlen) ocorrendo como consequéncia a polinizacéo.

2) A inflorescéncia passa a fazer parte do ciclo reprodutivo do polinizador. Insetos
visitam inflorescéncias de Araceae ndo apenas por recompensas alimentares (néctar, polen ou
tecido floral), mas também para encontrar congéneres sexuais, realizar copulas e as vezes botar
Seus ovos.

3) A inflorescéncia “engana” os polinizadores imitando o local de postura do
polinizador (fezes, cogumelos, animal morto). Assim, 0s insetos visitam a inflorescéncia para
completar seu ciclo reprodutivo. Por meio dessa atracdo enganosa, 0S insetos conseguem
realizar a polinizagdo, mas sem realmente receber qualquer recompensa.

Uma quarta situag@o poderia ser sugerida em qual ¢ o polinizador que “engana” a flor,
pegando o recurso, mas nao conseguindo realizar a polinizagdo. Um exemplo bem conhecido é
0 roubo de néctar por abelhas ou zangdes e até mesmo passaros. Tal interacdo existe em certas
plantas, embora em alguns casos a polinizacéo é afinal alcangada (MALOOF; INOUYE, 2000).

A familia Araceae é conhecida por ser entomofilo, sendo polinizada principalmente por
insetos como besouros e moscas, mas também por abelhas e tripes (GIBERNAU, 2003; MAYO
et al. 1997). Sendo possivel observar uma forte correlacdo familiar entre as caracteristicas
florais (estrutura da inflorescéncia, recompensas, atrativos) e o tipo de polinizador (BARABE;
LACROIX, 2008).
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8.6.1 Tipos de polinizagdo natural em araceas

Embora a estrutura morfolédgica das inflorescéncias seja praticamente a mesma em todos
as araceas com flores bissexuais, ha uma variacéo significativa na forma, cor, tamanho e odor,
bem como nos grupos de polinizadores a eles associados. Grayum, (1990) e Mayo et al., (1997)
propuseram que besouros e moscas sdo geralmente os polinizadores mais comuns entre as
Araceae. Sendo as abelhas o terceiro grupo de polinizadores mais frequente da familia (DIAZ;
KITE, 2006).

8.6.1.1 Polinizagao pelo vento

Grayum, ( 1986 ) propds uma vez que a polinizacdo pelo vento pode ser o modo de
polinizagdo ancestral em Araceae, mas as espécies existentes de Araceae ndo apresentam
caracteristicas florais tipicamente relacionadas a polinizacdo pelo vento (por exemplo, sem
anteras pendentes, sem anteras expostas ao vento e quando ha muito pélen produzido, é
pegajoso). Além disso, baixas densidades populacionais e grandes distancias entre plantas com
flores tornam a polinizacéo pelo vento bastante improvavel (CAMAZINE ; NIKLAS, 1984).

8.6.1.2 Polinizag&o por besouros

A polinizacdo por besouros em ardides com flores bissexuais foi relatada
para Anthurium , Calla , Lysichiton , Monstera e Symplocarpus (CHARTIER etal., 2014). As
plantas cujas inflorescéncias produzem camaras florais oferecem abrigo, calor, local de
acasalamento e alimento como recompensa e sdo polinizadas. Os polinizadores visitam
predominantemente essas plantas para cortejar e se alimentar de pdlen e tecidos florais. Os
gorgulhos também  depositam ovos nas inflorescéncias ( GASCA-ALVAREZ,
2013; CHARTIER et al., 2014 ; RUIZ-IDARRAGA, 2017).

Considerando o padrdo de floracéo, a duracdo da floracéo, a presenca de uma camara de
polinizacdo e as recompensas recebidas, o sistema de polinizacdo de Monstera é muito
semelhante ao relatado para ardceas com flores unissexuais e armadilhas polinizadas por
escaravelhos (Dynastinae) (GIBERNAU, 2016). Os besouros sdo aparentemente atraidos pelo
agradavel aroma floral emitido por essas plantas, e visitam as inflorescéncias em pequeno
ndmero durante as fases feminina e masculina da antese para copular, ovipositar, consumir
tecidos vegetais e/ou polen (FRANZ, 2007).

8.6.1.3 Polinizacao por moscas (diptera)

Atualmente € conhecido que as moscas sdo um dos grupos de visitantes mais
frequentemente observados associados a polinizagio em Araceae (GIBERNAU,
2016). Geralmente visitam as inflorescéncias de araceas em busca de recompensas alimentares,
cortejo e substrato para oviposicao, podendo obter a recompensa (mutualismo) ou ndo (engano)
(CHARTIER et al., 2014).

As moscas mais comuns que visitam as flores bissexuais pertencem a familia
Drosophilidae (moscas da fruta), que parecem visitar principalmente as inflorescéncias para
acasalar e ovipositar. As flores polinizadas por essas moscas geralmente emitem um odor que
lembra frutas fermentadas ou maduras (CROAT, 1997 ; SCHWERDTFEGER et al., 2002). As
moscas utilizam as inflorescéncias como criadouro durante a maior parte de seu ciclo de vida,
alimentando-se adicionalmente de exsudatos florais e/ou substancias solidas (mas nao polen)
produzidas pelos estames (FARTYAL et al., 2013).
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8.6.1.4 Polinizacao das abelhas

O terceiro grupo de polinizadores mais frequentemente relatado para aracea com flores
bissexuais sdo as abelhas. Notavelmente, Anthurium , um dos géneros mais ricos em espécies
dentro de Araceae, e em particular Spathiphyllum sdo amplamente polinizados por abelhas
(DIAZ JIMENEZ, 2016 ; ETL etal., 2017 ). Por outro lado, nas araceas de flores unissexuais,
a polinizacéo por abelhas é uma excessdo, sendo mencionado apenas como um possivel tipo de
polinizagdo em Anchomanes Schott e alguns Amorphophallus (GIBERNAU, 2011).

Entre as abelhas polinizadoras de Anthurium e Spathiphyllum relatadas até agora estao
as espécies de Apini (abelhas meliferas), Augochlorini (abelhas halictinas), Euglossini (abelhas
das orquideas), Halictini (abelhas halictinas), Meliponini (abelhas sem ferrdo) e
Tapinotaspidini. As flores polinizadas por essas abelhas compartilham algumas caracteristicas,
como a antese diurna e um agradavel aroma floral, que é emitido principalmente nas primeiras
horas da manha em ambas as fases sexuais e atua como o principal atrativo (GUEVARA-
IBARRA, 2015 ; DIAZ JIMENEZ, 2016 ; ETL etal., 2017).

Um aspecto bem conhecido das inflorescéncias de aracea é o processo de aquecimento
(MAYO et al., 1997) que tem como objetivo fornecer uma recompensa energética para 0s
polinizadores, permitindo ao inseto que este reduza o custo energético de sua atividade, e
também fazendo com que ocorra um aumento da volatilizagdo de compostos perfumados, que
sdo importantes na atracdo de besouros (SEYMOUR et al., 2003).

Espécies de diversos géneros dentro da familia se destacam pelas suas modificacoes
morfoldgicas e a presenca de estruturas secretoras que medeiam essa interacdo. Como por
exemplo em Arum a epiderme da espata impede que as moscas escapem da inflorescéncia
(CHARTIER et al., 2014). Em outros géneros, como Dieffenbachia, ocorre o acumulo de
reserva em determinadas regides da inflorescéncia que funcionam como oferta nutritiva para os
polinizadores. O néctar é produzido no estigma de algumas espécies presentes em Anthurium,
Arum e na subfamilia Lasioideae (MAYO et al. 1997).

A cor da espata e, em menor grau, 0 da espadice, varia consideravelmente dentro da
familia, em espécies polinizadas por moscas, essas variagdes de cores sdo conhecidas por serem
importantes na atracdo destes polinizadores. Zonas de cores diferenciadas séo frequentes: em
Philodendron muitas espécies tém zonas roxas dentro o tubo de espata, enquanto a lamina é
branca ou palida verde. Em Arisaema e Arisarum, encontra-se a situagdo inversa, com tubos de
espata brancos e laminas roxas que séo frequentemente listradas (GIBERNAU, 2016).

Outra caracteristica marcante desta familia é a liberacdo de odor, este evidentemente é
um fator primordial para o processo de atracdo de polinizadores e ja foi relatado para varias
espécies (GIBERNAU et al., 2011, GIBERNAU et al., BARABE 2010). As Araceaes si0
famosas por seus odores em suas inflorescéncias, principalmente pelo fato de ndo serem muito
agradaveis, ja foram feitas até comparacdes com o odor de fezes de cachorro, esterco de cavalo,
peixe podre, gas sulfuroso, vaca morta, cheiro de frutas podres, cogumelos, queijo, etc. Uma
espécie bem conhecida por ter um odor floral bem desagradavel faz parte do género
Amorphophallus, conhecida como flor cadaver, devido ao seu odor ser comparado como o de
um cadaver em decomposi¢do (GIBERNAU, 2016; CHARTIER et al., 2014).

As armadilhas florais estdo entre os dispositivos mais sofisticados que evoluiram em
angiospermas no contexto da polinizacdo. Os mecanismos de armadilha de géneros com flores
unissexuais e espatas relativamente complexas atrairam mais atencdo em estudos de
polinizacdo. Muito menos é conhecido sobre os mecanismos de polinizacdo em géneros com
flores bissexuais e espatas mais simples ou espalhadas (GIBERNAU, 2011; CHARTIER et
al., 2014).

Enquanto “armadilha” parece ocorrer de forma precisa em Arum, Arisaema e
Cryptocoryne, onde apenas as inflorescéncias masculinas fornecem uma saida para 0s
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insetos. As inflorescéncias femininas permanecem fechadas e o0s insetos capturados ndo podem
escapar. Ja para outros géneros (por exemplo, Amorphophallus, Philodendron) nao se esta claro
se 0s polinizadores ndo podem ou simplesmente ndo querem sair da inflorescéncia, uma vez
que apds penetrar, ndo saia mais, sendo conservado la talvez por possiveis atrativos como as
secrecBes do estigma, corpos alimentares ou locais de reproducio (JIMENEZ et al., 2019).

Embora a termogénese (autoproducdo de calor na inflorescéncia que faz com que
volatilize o perfume foral para atrair os polinizadores) seja muito comum em Araceae néo € de
forma alguma uma regra geral. Sua fungdo geralmente esta associada a volatilizacdo de
compostos de odor, e, mais especulativamente, para assim dar precisdo tanto a duragdo do
periodo de atracdo do polinizador (duracdo do periodo de aquecimento), tipo de composto de
odor utilizado e distancia sobre a qual polinizadores podem ser atraidos (temperatura maxima)
(GIBERNAU, 2016).

Em outros géneros, no entanto, os odores sdo produzidos aparentemente sem
aquecimento. A producao de odor e a termogénese (quando presente) ocorrem principalmente
nos apéndices terminais ou nas zonas masculinas da espadice naqueles géneros que nao
possuem apéndices (por exemplo, Philodendron, Xanthosoma) (BARABE 2010; GIBERNAU
et al., 2016).

A manipulacdo do comportamento dos polinizadores dentro da inflorescéncia pode ser
a base para muitas das caracteristicas especializadas da espadice, particularmente em géneros
de flores unissexuais. Por exemplo as espécies de Philodendron que sdo conhecidas por serem
polinizadas por grandes escaravelhos Dynastine (RUIZ-IDARRAGA, 2017), especialmente
espécies de Cyclocephala e Erioscelis, que visita as flores para encontrar locais de acasalamento
ao anoitecer, seguindo os aromas que sdo exalados das inflorescéncias devido a atividade
termogénica.

Estes besouros voam em padrdes de ziguezague seguindo aromas até perto da
inflorescéncia onde a espata interior geralmente com a superficie de cor mais palida fornece um
alvo de pouso. Besouros agregados, as vezes em grande numero onde eles se reproduzem,
comem a flor masculina estéril e afetam a polinizacdo das fémeas receptivas (MAIA et al.,
2010; GOTTSBERGER et al., 2013). Eles passam a noite e todo o dia seguinte no tubo da
espata (uma suposic¢do do motivo desse tipo de comportamento seria para evitar ser comido por
passaros sempre vigilantes). Perto ou ao entardecer do dia seguinte, quando o calor termogénico
faz com que as flores masculinas estourem seus depositos de polen, os besouros séo forcados a
sair da inflorescéncia pela espata que agora estara se fechando, forcando-os a escalar a espadice,
fazendo com que assim sejam cobertos com o poélen. Outro fator interessante € que a
inflorescéncia tambem fornece uma substancia viscosa produzida na espata ou na espadice para
cobrir grande parte da carapaca lisa do besouro, para que seja aderido o pélen seco na hora da
sua saida (GIBERNAU, 2011, 2016).

As abelhas Euglossine sdo os grupos de insetos mais associados a polinizacdo em
géneros com flores bissexuais como em Anthurium e besouros escaravelho Dynastine em
géneros com flores unissexuais como em Philodendron (CHARTIER et al., 2014).

Dentre a variedade de visitantes florais que podem atuar como polinizadores
de Anthurium , encontram-se diferentes tipos de abelhas (Apini, Augochlorini, Euglossini,
Halictini, Meliponini, Tapinotaspidini), besouros (Curculionidae) e moscas (Cecidomyiidae,
Drosophilidae) (HENRICH et al., 2010 ; GUEVARA-IBARRA, 2015;ETL et al,
2017). Outros visitantes, como lepidopteros, tripes e até beija-flores sdo mencionados como
possiveis polinizadores (HARTLEY et al., 2017).

Outro exemplo do processo de polinizacdo pode ser observado para a espécie A.
formosum que produz flores hermafroditas, sua floracdo dura entre 8-15 dias e comega com a
fase receptiva da parte feminina durante os primeiros 2-3 dias, seguida de um repouso de alguns
dias que é seguido pela producdo de polen por 3-4 dias. As florzinhas amadurecem
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progressivamente desde a base até a ponta da espadice durante a antese. A floracdo é perfumada
entre 6h30 e 10h durante as fases feminina e masculina (polen) e, durante esses periodos,
enxames de abelhas euglossinas barulhentas sdo atraidas pelo perfume com sabor de goma de
menta das flores (Figura 4). Apenas as abelhas machos visitam as flores e vém raspar uma cera
perfumada na superficie da espadice, que é usada para produzir um feroménio de abelha para
atrair as abelhas fémeas. As abelhas alternam entre enxugar a cera da espadice e transferi-la
para O0rgaos de armazenamento em suas patas traseiras enquanto pairam imdveis perto da
flor. Disputas territoriais frequentes ocorrem entre abelhas individuais em flores lotadas. Dessa
forma, as abelhas estardo polinizando essas plantas transportando o polen das flora¢6es da fase
masculina para as floragdes da fase feminina recém-ativas (CHARTIER et al., 2014).

8.7 POLINIZACAO ARTIFICIAL

Etapas da polinizacao artificial: N&o ha coincidéncia entre as épocas de maturacéo da
parte feminina e da masculina ocorrendo a protoginia. Em geral a inflorescéncia esta pronta
para a polinizagdo quando o estigma exsuda uma gota de liquido que se assenta no &pice de
cada flor, visivel nas primeiras horas da manha. Algumas cultivares apresentam tal gota, em
todas as flores a0 mesmo tempo, enquanto outras apresentam em sucessdo. De qualquer modo,
quando as gotas estdo presentes, as flores estdo prontas para ser polinizadas. Para realizar a
coleta do polen, este esta pronto para ser coletado e/ou utilizado quando se torna visivel na
superficie da espadice, permanecendo disponivel por varios dias. Para o cruzamento, espalha-
se 0 polen sobre a espadice com o uso de um pincel. Nos dias subsequentes, enquanto houver
disponibilidade de pdlen e de liquido sobre os estigmas, tal procedimento pode ser repetido.
Apos este processo é recomendado etiquetar a haste floral com a informacéo da polinizacéo
correspondente (CASTRO et al., 2012).
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8.8 CONSIDERACOES FINAIS

Observa-se entdo que as araceas fazem parte de um grupo de plantas que possui uma
grande diversidade na sua biologia floral e variedade nos seus mecanismos para alcancar a
polinizacdo. As flores desta familia podem ser hermafroditas ou unissexuais, pequenas e
sésseis. Apresentam também o fenémeno da protoginia, prevenindo a autofecundacgdo e
favorecendo o cruzamento natural entre plantas diferentes.

De maneira geral as espécies desta familia possuem varios tipos de recursos florais que
sdo oferecidos por suas flores, onde os seus polinizadores podem se alimentar, ou nelas
realizarem alguma outra atividade, como acasalamento e oviposicao.

As suas inflorescéncias possuem caracteristicas bem marcantes como a emissao de
odores atrativos, armadilhas florais e ofertas de alimento, na forma de tecidos nutritivos e pélen.
Outro destaque é a termogénese floral, um mecanismo metabdlico de aquecimento da espadice
que facilita a volatizagdo dos aromas atrativos e oferece abrigo aquecido aos besouros dentro
das camaras florais. Os insetos sdo considerados como sendo os seus principais polinizadores,
mas outros visitantes, como lepidopteros, tripes e até beija-flores também ja foram mencionados
na literatura como possiveis polinizadores.

A familia araceae é muito grande, muito diversa, principalmente quando se fala sobre
sua biologia floral, sendo notavel por produzir uma das inflorescéncias mais conspicuas de entre
todas as angiospérmicas, e também as flores mais pequenas que se conhecem. E mesmo
havendo caracteristicas tdo diferentes e importantes, poucos trabalhos sdo encontrados na
literatura com énfase na biologia floral e polinizagdo sobre esta familia e ha muito ainda a ser
descoberto, visto que as araceas fazem parte da maior familia de Angiospermas existentes.
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