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RESUMO  
 

PINHEIRO, Marcos Vinícius Marques, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
fevereiro de 2010. Propagação in vitro de antúrio (Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel) via embriogênese somática. Orientador: Wagner Campos Otoni. Co-
orientadores: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho e Marília Contim Ventrella 

 
 

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer a propagação in vitro de 
Anthurium andraeanum cv. Eidibel via embriogênese somática, avaliando a indução das 
culturas embriogênicas (Experimento I); pré-maturação dos embriões somáticos 
(Experimento II); e maturação dos embriões somáticos e posterior regeneração das 
plantas (Experimento III). No experimento I, adotou-se a subdivisão de plantas de 
antúrio estabelecidas in vitro, para a obtenção das fontes de explante. Utilizou-se o 
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em disposição fatorial 53, representados 
por cinco tipos de explantes (folhas inteiras e seccionadas ao meio; pecíolos; segmentos 
nodais com uma gema; e segmento de raiz sem o ápice radicular; cada explante com ~ 
1,0 cm); cinco auxinas (AIA, ANA, AIB, 2,4-D e Picloram) em cinco concentrações 
(0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 µM) e cinco testemunhas adicionais, ou seja, cada fonte de 
explante adicionada ao tratamento sem auxina. A repetição foi composta por cinco 
placas de Petri (90 x 15 mm), contendo 25 mL de meio Pierik, e cada unidade 
experimental nove explantes/placa, mantidas em sala de crescimento, a 25 ± 2 ºC, no 
escuro. Após 60 dias de cultivo, avaliou-se a presença de calos embriogênicos, brotos, 
raízes e massa freca dos calos produzidos. A produção dos primeiros calos foi 
observada em explantes de pecíolo e segmento nodal, e a sua produção ocorreu, 
principalmente, nos meios acrescidos de ANA e Picloram, nas concentrações de 7,5 e 
10,0 µM, respectivamente. Em 10,0 µM, não houve diferença estatística entre os 
tratamentos com as auxinas ANA, 2,4-D e Picloram, sendo superiores aos demais. Para 
a produção de brotos, o explante com a maior média foi o segmento nodal, em meio 
sem a adição de auxina. Observaram-se a proliferação de raízes em explantes de 
segmento nodal e radicular, principalmente em meio suplementado com AIB. A partir 
de análise histoquímica, determinaram-se, por meio da dupla coloração com carmim 
acético e azul de Evans e teste de lugol, características embriogênicas dos calos. No 
entanto, observou-se em cortes histológicos que os calos produzidos em meio Pierik 
acrescido de 10,0 µM de ANA apresentaram embriões bem desenvolvidos, com 
presença de procâmbio e protoderme, demostrando sinais de polarização. Para a 
proliferação das culturas embriogênicas, foi adotada a subdivisão dos calos 
selecionados, e inoculados em placas de Petri com meio de cultura Pierik acrescido de 
10,0 µM de ANA, em cinco subcultivos sucessivos, com 60 dias cada. No experimento 
II, foram inoculados os calos produzidos na fase de proliferação, com cerca de 90 mg, 
em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio de cultura líquido, Pierik e AA2, 
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com diferentes concentrações de 2,4-D (0,00; 4,52; 9,05 µM) e cinetina, (0,00; 0,47; 
2,32 µM), analisados em DIC com fatorial 2 x 3 x 3, mantidos em sala de crescimento a 
25 ± 2 ºC, no escuro, permanecendo sob agitação orbital de  100 rpm. Avaliadas aos 45 
dias de cultivo, quanto a: massa dos calos embriogênicos; produção de embriões 
somáticos; produção de embriogênese somática secundária; porcentagem de oxidação; 
coloração, textura dos calos embriogênicos e desenvolvimento dos embriões somáticos 
produzidos. A produção de embriões somáticos foi superior no meio Pierik acrescido de 
0,47 µM de cinetina, observando-se a menor produção de embriogênese somática 
secundaria, menor porcentagem de oxidação, com textura friável dos calos, sendo um 
dos tratamentos com maior desenvolvimento dos embriões, comprovado pelos cortes 
histológicos, no qual observaram embriões no estádio globular, com sinais de 
polarização, até embriões maturados, com a presença de folha primária e zona 
meristemática. No Experimento III, os calos produzidos na fase de pré-maturação foram 
inoculados, em Erlenmeyers contendo 25 mL de meio líquido e semi-sólido, Pierik e 
AA2, suplementados com as concentrações de cinetina (0,0; 1,16; 2,32; 4,64 µM), 
formando um DIC com fatorial 2 x 2 x 4, mantidos em sala de crescimento, a 25 ± 2 ºC, 
sob fotoperíodo de 16 horas, irradiância luminosa de 36 µmol m-2 s-1. Os meios líquidos 
permaneceram sob agitação orbital de 100 rpm. Avaliou-se aos 45 dias de cultivo 
quanto ao número de calos com embriões maturados; porcentagem de conversão em 
plantas; porcentagem de oxidação; e número de embriões com maturação completa. 
Recomenda-se o meio Pierik suplementado com 2,32 µM de cinetina, no qual, foi 
superior para o número de calos embriogênicos com embriões maturados, número de 
embriões com maturação completa e principalmente pela melhor conversão em plantas. 
As plantas produzidas foram aclimatizadas ex vitro na bancada do laboratório e 
transferidas, no final de dois meses, para casa de vegetação. O presente estudo 
evidenciou que a indução e proliferação de calos embriogênicos a partir de segmentos 
nodais de antúrio foi dependente do tipo e da concentração das auxinas. Para as fases de 
pré-maturação e maturação dos embriões somáticos, é necessária a retirada ou a redução 
da auxina no meio de cultura, adicionando concentrações ideais de citocinina para cada 
fase, e assim, obtendo máxima conversão dos embriões somáticos em plantas, no final 
do processo.  
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ABSTRACT 
 

PINHEIRO, Marcos Vinícius Marques, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February, 2010. In vitro propagation of anturio (Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel) through somatic embryogenesis. Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-
Advisers: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho e Marília Contim Ventrella 

 
In this work, the propagation in vitro of Anthurium andraeanum cv. Eidibel through 

somatic embryogenesis was investigated, evaluating the induction of the embryogenic 
cultures (Experiment I); pre-maturation of the somatic embryos (Experiment II); and 
maturation of the somatic embryos with subsequent regeneration of the plants 
(Experiment III). In Experiment I, the subdivision of plants of anturio established in 
vitro was used, to obtain the explant sources. Analyzed in DIC with factorial 5 x 5 x 5, 
with five explant types (whole leaves were cut across the midrib of leaves; petioles; 
stem segments with one bud; and root segment without the apex radicular; each explant 
was cut into pieces of about 1.0 cm); five auxins (Picloram, ANA, AIB, 2.4-D and 
Picloram) in five concentrations (0.0; 2.5; 5.0; 7.5 and 10.0 µM) and five additional 
witness, in other words, each explant source added to the treatment without auxin. The 
repetition was composed by five Petri dishes (90 x 15 mm), containing 25 mL of Pierik 
medium, and each unit experimental nine explant/placa. Cultures were maintained in 
growth room, at 25 ± 2 ºC, in the darkness. After 60 days of cultivation, it was 
evaluated the presence of embryogenic cultures, shoots, roots and mass of the produced 
callus. The production of the first callus was observed in petioles and stem explants, and 
its production was in average containing 7.5 µM ANA and 10.0 µM Picloram. In the 
concentrations of 10.0 µM, there was no different statistics among the treatments with 
the auxins ANA, 2.4-D and Picloram, being superior to the others. For the production of 
shoots, the explant with the largest average was the stem segments, in average without 
the auxins. The proliferation of roots was observed in stem segments and roots explants, 
mainly in average with AIB. Histochemistry analysis were determined, through the 
double stained with acetocarmine and Evan's blue and lugol test. However, it was 
observed in histological cuts that the callus produced in Pierik medium containing 10.0 
µM of ANA presented well developed embryos, with protoderm and procambium, with 
polarization signs. For the proliferation of the embryogenic cultures, the subdivision of 
the selected callus was accomplished, and inoculated in Petri dishes with Pierik medium 
containing 10.0 µM of ANA, in five successive subcultures, with 60 days each. In the 
experiment II, the callus was inoculated, produced in the proliferation of the 
embryogenic cultures, with about 90 mg weight, in Erlenmeyers of 125 mL, containing 
25 mL of average liquid , Pierik and AA2, with different concentrations of 2.4-D (0.00; 
4.52; 9.05 µM) and kinetin, (0.00; 0.47; 2.32 µM), analyzed in DIC with factorial 2 x 3 
x 3, maintained at growth room at 25 ± 2 ºC, in the darkness, staying under orbital 
agitation of 100 rpm. After 45 days of cultivation, it was evaluated a mass of the 
embryogenic callus; production of somatic embryos; production of secondary somatic 
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embryos; oxidation percentage; coloration, texture of the embryogenic callus and 
development of the somatic embryos produced. The production of somatic embryos was 
better in Pierik medium with 0.47 µM of kinetin, being observed a smaller production 
of secondary somatic embryos, smaller oxidation percentage, with friable texture of the 
callus, being one of the treatments with larger development of the embryos, proven for 
the histological cuts, in which it was observed embryos in the globular stadium, with 
polarization signs, even mature embryos, with the presence of primary leaf and 
meristematic zone. In the Experiment III, the callus produced were inoculated in 
Erlenmeyers containing 25 mL of liquid and semi-solid medium, Pierik and AA2, 
suplemented with the kinetin concentrations (0.0; 1.16; 2.32; 4.64 µM), analyzed in DIC 
with factorial 2 x 2 x 4. Cultures were maintained under a 16 hours of light, photoperiod 
at 36 µmol m-2 s-1 provided by cool white fluorescent lamps at 25 ± 2 ºC. The liquid 
medium staying under orbital agitation of 100 rpm. After 45 days of cultivation, it was 
evaluated the number of callus with mature embryos; percentage of conversion of 
plants; oxidation percentage; and number of embryos with complete maturation. Pierik 
medium containing 2.32 µM of kinetin is recommended, in which, it was much better to 
the number of embryogenic callus with mature embryos, number of embryos with 
complete maturation and for the best conversion in plants. The plants were acclimatized 
ex vitro in the bench of the laboratory and transferred, in the end of two months to a 
greenhouse. The present study evidenced that the induction and proliferation of 
embryogenic cultures starting from stem segmentswere dependent on the type and 
concentration of the auxins. For the pre-maturation and maturation of the somatic 
embryos, it is necessary the retreat or the reduction of the auxin in the medium, adding 
ideal concentrations of cytokinins, and obtaining high conversion of the somatic 
embryos in plants, in the final process. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
Os antúrios pertencem à família Araceae e ao gênero Anthurium Schott., sendo 

ornamentais a maioria das 600 espécies compreendidas nesse gênero. Muitas delas 

herbáceas tropicais, epífitas e nativas de regiões quentes da América Tropical, 

destacando-se pela beleza de suas folhagens. Dentre estas, cerca de 130 são encontradas 

no Brasil (Castro et al., 2004; Tombolato, 2004).  

Embora sejam característicos de regiões tropicais, os antúrios são 

comercializados no mundo todo, com maior concentração na Holanda e nos Estados 

Unidos da América (Laws & Galinsky, 1996). São produzidos sob estufas na Holanda e 

aproximadamente 90% comercializados na Europa. No Brasil, a produção de antúrio 

concentra-se em regiões subtropicais, como na região Sudeste, no Vale do Ribeira, 

Holambra e Atibaia, em São Paulo, e tropicais, como na região Nordeste. Entre os 

estados nordestinos, destacam-se Pernambuco, Ceará e Bahia, que vêm, recentemente, 

apresentando maior expressão nessa atividade. Nos mercados interno e externo, a 

inflorescência de antúrio atinge o maior preço unitário, quando comparada com outras 

flores tropicais (Caldari Junior, 2004; Cuquel & Grossi, 2004; Terao et al., 2005).  

O Anthurium andraeanum Lindl. vem sendo largamente utilizado na floricultura 

e no paisagismo, sendo, entre as plantas tropicais, a segunda espécie mais 

comercializada no mundo, superada apenas pelas orquídeas (Castro et al., 2004). É a 

principal espécie cultivada, devido ao tamanho, colorido e durabilidade pós-colheita de 

suas inflorescências, sendo considerada a espécie de maior preferência do público como 

planta ornamental (Tombolato, 2004; Tombolato et al. 2004). Sua produção comercial 

vem crescendo impulsionada pela demanda nacional e internacional, pela introdução de 

novas variedades importadas e pelo desenvolvimento de variedades nacionais, que 

levam vantagens em relação ao menor custo na aquisição das mudas, e por serem 

rústicas e mais adaptadas às nossas condições climáticas (Leme & Honório, 2004).  
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O A. andraeanum cv. Eidibel é uma variedade/cultivar nacional de flor de corte 

selecionada para plantio comercial. É uma planta altamente produtiva, possuindo 

inflorescência de formato e brilho comercialmente aceitos, e com longa durabilidade 

pós-colheita. Essas características tornam a cultivar atrativa aos olhos dos 

consumidores, pois o vermelho forte é a cor que possui maior demanda de mercado 

entre as flores de corte. Dessa forma, esses fatores possibilitaram que essa variedade se 

tornasse a mais cultivada em todo o Brasil (Leme, 2004). 

A propagação do antúrio ocorre por via sexuada (sementes) e assexuada. A 

propagação vegetativa tradicional, por divisão de touceiras ou por estaquia, possibilita a 

disseminação de pragas e doenças, além de limitar a quantidade de mudas disponíveis, 

comprometendo a comercialização do produto final. A produção de novas plantas por 

sementes é um processo lento, além de gerar plantas sem uniformidade, isto é, variam 

em vigor, tamanho e produtividade, e as inflorescências variam nas cores, formas e 

tamanhos (Tombolato et. al., 2004). Sendo assim, a propagação in vitro apresenta-se 

como técnica alternativa viável para solucionar esses problemas. Na área de plantas 

ornamentais, como por exemplo, nos antúrios, predominam as plantas híbridas, e a 

clonagem in vitro tem permitido a uniformização de características, tais como: época de 

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

Dessa forma, a propagação in vitro tem sido bastante utilizada como um método 

alternativo para a produção massiva de plantas dessa espécie. 

O antúrio tem sido propagado tradicionalmente mediante a organogênese 

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

formação de gemas adventícias. Entretanto, esse método proporciona taxas de 

multiplicação relativamente baixas e inconsistentes, com a provável ocorrência de 

variação somaclonal nas mudas obtidas (Te-Chato et al., 2006; Bautista et al., 2008).  

Na busca por novas tecnologias para o constante aprimoramento da clonagem de 

plantas, utiliza-se, atualmente, a embriogênese somática, uma das principais técnicas de 

propagação in vitro. A embriogênese somática é um processo de regeneração de plantas 

de estruturas bipolares, ou seja, constituídas de ápice caulinar e radicular, similares a 

embriões zigóticos, porém sem envolvimento com a fusão de gametas, com a presença 

de um sistema vascular fechado, ou seja, sem conexão vascular com os tecidos do 

explante inicial. Essas características tornam este modelo morfogenético distinto dos 

processos de organogênese (Zimmerman, 1993; Guerra et al., 1998). 
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Existem dois padrões básicos de expressão da embriogênese somática, o modelo 

direto, no qual os embriões somáticos originam-se dos tecidos matrizes sem a formação 

de estágios intermediários de calos; e o modelo indireto, no qual os embriões somáticos 

se formam a partir de um tecido intermediário chamado calo, que apresenta células em 

diferentes estágios de diferenciação e, consequentemente, com diferentes graus de 

determinação (Guerra et al., 1998).  

Comparativamente às demais técnicas baseadas na organogênese, a 

embriogênese somática apresenta algumas vantagens, pois permite a propagação 

massiva de plantas e redução de custo e mão-de-obra; alto grau de automação (por 

biorreatores), possibilitando baixar os custos por unidade produzida; a produção de 

embriões somáticos de forma sincronizada, com alto grau de uniformização e 

conformidade clonal (Yeung, 1995); além de constituir uma técnica base para a 

obtenção de plantas transgênicas; preservação de germoplasma, por criopreservação; 

hibridação somática (Guerra et al., 1998; Santos-Serejo et al., 2006b); assim como a 

integração de técnicas associadas à tecnologia de sementes sintéticas. 

Dessa forma, a embriogênese somática apresenta-se como alternativa viável e 

segura para a produção em larga escala de mudas de Anthurium andraeanum cv. Eidibel 

isentas de patógenos, além de ampliar a possibilidade de estudos para o melhoramento 

genético, como também para a obtenção de novas variedades. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

2.1. Situação da floricultura no mundo e no Brasil 

 
 
A floricultura abrange o cultivo de plantas ornamentais, desde flores de corte e 

plantas envasadas, floríferas ou não, até a produção de sementes, bulbos e mudas de 

árvores de grande porte. É um setor agrícola altamente competitivo, que exige a 

utilização de tecnologias avançadas, conhecimento técnico pelo produtor e, 

principalmente, um sistema eficiente de distribuição e comercialização de seus produtos 

(Silveira, 1993).  

O mercado mundial de flores, antes dominado pela Holanda, Itália, Dinamarca e 

outros países europeus, com a globalização, abriu espaços para novos pólos de 

produção, com destaque para Colômbia, Equador, Costa Rica, Estados Unidos da 

América, Israel, África do Sul e Espanha. A Holanda e, atualmente, a Colômbia são os 

maiores exportadores. Na Colômbia e no Equador, 90% da produção interna são 

exportadas para outros países, diferente do que ocorre no Brasil, em que o consumo per 

capita é relativamente alto em determinadas regiões do País (Rocha, 2006; Barros et al., 

2008). 

O agronegócio de flores e plantas ornamentais vem se expandindo no Brasil; e 

alguns dos indicativos que contribuem para essa expansão são suas dimensões 

continentais e condições climáticas, favorecendo o cultivo tanto de flores temperadas 

quanto tropicais. Além disso, o surgimento e a adoção de novas tecnologias, tanto nos 

sistemas de produção quanto nos de pós-colheita; além das extraordinárias condições de 

produção, que juntamente com a diversidade de solo e clima, torna possível produzir 

flores, folhagens e outros derivados, ao longo de todo ano a um custo reduzido, 

conferindo ao produto brasileiro condições para se firmar no mercado mundial 

(Graziano, 2003; França & Maia, 2008).  
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O Brasil vem apresentando ritmo crescente nas exportações de flores e plantas 

ornamentais, e o grupo de produtos que mais se destacou em 2007 foi o de mudas de 

plantas ornamentais, que respondem, na média dos últimos cinco anos, por 43,74% do 

total vendido no exterior e por 41,99% no período de janeiro a dezembro de 2007. O 

segmento de bulbos, tubérculos, rizomas e similares, por sua vez, continuou na segunda 

posição do ranking, acumulando, no geral, 28,30% nos últimos cinco anos e 29,79% em 

2007. O terceiro grupo de importância na pauta de exportações foi o segmento de flores 

e botões frescos de corte para buquês e ornamentação, com participação de 19,05% na 

média dos últimos cinco anos e de 19,49% no período de janeiro a dezembro de 2007. 

E, em quarto lugar, o segmento de folhagens, folhas e ramos cortados frescos e secos, 

com 8,91% e 8,73% na média dos últimos cinco anos e em 2007, respectivamente 

(Junqueira & Peetz, 2008). 

Outro motivo para o aumento das exportações de flores e plantas ornamentais é 

que a produção nacional antes estava concentrada nas regiões Sul e Sudeste, hoje se 

encontra em todas as regiões do País. Essa mudança comportamental foi devido ao 

aumento da oferta de flores, principalmente, da região Nordeste. Este fato tem ocorrido, 

principalmente, pela localização tropical e ao clima favorável da região, como também, 

à posição geográfica em relação aos grandes centros consumidores, Europa e Estados 

Unidos da América, permitindo assim, um custo menor de frete (Rocha, 2006). 

Entre as espécies tropicais de maior demanda no Brasil estão os abacaxis 

ornamentais, as alpínias, os antúrios, os bastões do imperador, as bromélias, as 

helicônias, e as orquídeas (Leme & Honório, 2004). Sendo o antúrio a segunda flor 

tropical mais comercializada no mercado mundial, sendo superada apenas pelas 

orquídeas (Castro et al., 2004). 

 
 

2.1. Descrição e importância da espécie 

 
 

Os antúrios pertencem à família Araceae e ao gênero Anthurium Schott., sendo 

ornamentais a maioria das 600 espécies do gênero, muitas delas herbáceas tropicais, 

originárias de regiões quentes da América Tropical. Dentre essas, cerca de 130 espécies 

são encontradas no Brasil. Do ponto de vista comercial, a principal espécie do gênero é 

o Anthurium andraeanum Linden, que sobrepuja às demais pela preferência do público 

devido ao tamanho e colorido de suas “flores” e pela grande durabilidade pós-colheita, 
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sendo bastante utilizado como flor de corte e planta de vaso. Essa espécie é originária da 

Venezuela e Colômbia, e desde 1886, vem sendo empregada em programas de 

melhoramento genético, através da realização de cruzamentos, de maneira que as 

plantas encontradas atualmente no comércio são muito diferentes das espécies nativas. É 

uma das espécies mais cultivadas do mundo, sendo largamente utilizada na floricultura 

e no paisagismo. Seu cultivo é realizado em várias partes do mundo e, no Brasil, 

intensifica-se a cada década. As variedades cultivadas possuem diferentes procedências, 

algumas melhoradas no Brasil e outras na Europa, além de materiais oriundos de 

coleções particulares (Castro et al., 2004; Tombolato, s/d.).  

O que normalmente se conhece por flor no antúrio é, na verdade, uma 

inflorescência em espiga, composta por inúmeras pequenas flores dispostas em espiral, 

denominada espádice, protegida por uma bráctea colorida denominada espata. Suas 

flores são andróginas, com órgãos reprodutores masculinos e femininos apresentando o 

fenômeno da protoginia, prevenindo a autofecundação e favorecendo o cruzamento 

natural entre plantas diferentes (Tombolato et al., 2004). 

A produção de antúrio no Brasil concentra-se, principalmente, em regiões 

subtropicais, como na região Sudeste, no Vale do Ribeira, Holambra e Atibaia, em São 

Paulo, e tropicais, como na região Nordeste. Entre os estados nordestinos, destacam-se 

Pernambuco, Ceará e Bahia, que vêm, recentemente, apresentando atividade de maior 

expressão, focando os mercados interno e externo (Caldari Junior, 2004; Cuquel & 

Grossi, 2004).  

Produtores da região de Holambra, por sua vez, vêm introduzindo variedades 

selecionadas da Holanda, cujo padrão de qualidade das flores de corte vem causando 

grande impacto junto aos compradores de antúrio. Além do alto custo da muda, para sua 

aquisição é necessário estabelecer contrato particular com as empresas estrangeiras de 

melhoramento, que impedem sua multiplicação no Brasil (Tombolato, s/d.).  

O programa de melhoramento do Instituto Agronômico (IAC), em Campinas-

SP, desenvolveu as primeiras variedades brasileiras de antúrio com o objetivo de criar 

plantas bem adaptadas às nossas condições climáticas, e que permitissem o cultivo e a 

exploração comercial para flor de corte e planta de vaso. Os primeiros resultados desse 

trabalho surgiram somente na década de 1990, quando os principais híbridos 

selecionados foram propagados in vitro e as primeiras mudas fornecidas aos produtores. 

A primeira cultivar criada no Brasil, lançada oficialmente pelo IAC, foi o antúrio cv. 
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Astral, tornando um marco histórico para a floricultura brasileira (Tombolato et al., 

2004). 

 Dessa forma, pode-se constatar a importância do desenvolvimento de novas 

variedades e seleções nacionais, as quais, além de competirem com as importadas, 

levam a vantagem de menor custo na aquisição das mudas, de serem rústicas e 

adaptadas às condições climáticas do país (Leme & Honório, 2004).  

Dentre as principais cultivares de antúrio desenvolvidas pelo IAC, destaca-se a 

Eidibel, altamente produtiva, com inflorescência de formato, brilho e longevidade pós-

colheita comercialmente aceitos, características estas que a tornaram muito atrativa aos 

consumidores. Além disso, sua inflorescência tem a coloração vermelho forte, cor de 

maior demanda de mercado entre as flores de corte. Esses fatores possibilitaram que 

essa cultivar se tornasse, atualmente, a mais cultivada em todo o Brasil (Leme, 2004). 

As cultivares com flores vermelhas e a espádice branca alcançam de 50 a 60 % de todo 

o mercado brasileiro de antúrio (Floraculture International, 2008). 

 
 

2.2. Métodos de propagação do antúrio 

 
 
A muda representa um dos principais insumos, tanto pelo custo na implantação 

do plantio, quanto pela garantia de sucesso esperado no investimento e na oferta de 

produtos de boa qualidade, para os mercados consumidores, nacional e internacional 

(Cabral, 2004). 

Segundo Afonso (1974), alguns fatores podem limitar o cultivo do antúrio, 

sendo um deles a obtenção de mudas. No cultivo menos tecnificado ainda é muito 

comum a produção de plantas pelo próprio produtor, uma vez que a aquisição de mudas 

representa um insumo de custo significativo. Além disso, as mudas adquiridas de outra 

origem podem apresentar problemas de adaptação às novas condições de cultivo. O 

produtor que produz suas próprias mudas faz por meio da propagação sexuada 

(sementes) ou assexuada (divisão de touceiras ou estaquia).   

 

2.2.1. Propagação sexuada 

 
A produção de novas plantas por sementes é um processo lento, levando, 

geralmente, três anos para iniciar o florescimento e cinco anos para a exploração 
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comercial. Como conseqüência, as progênies são bastante heterogêneas, gerando plantas 

sem uniformidade em todas as suas características, isto é, as plantas variam em vigor, 

tamanho e produtividade, e as “flores” nas cores, formas e tamanhos (Tombolato et al., 

2004). Entretanto, em programas de melhoramento, o uso de sementes é a única forma 

para a obtenção de novas variedades, tornando-se, por isso, muito atrativo (Lamas, 

2002). Após este método, as novas progênies devem ser propagadas vegetativamente, 

visando a manutenção das características desejadas.  

 

2.2.2. Propagação assexuada  

 
A reprodução vegetativa é feita tradicionalmente por divisão de touceiras 

(rebentos) ou estaquia e, mais recentemente, por propagação in vitro. Esses métodos 

propiciam a obtenção de plantas idênticas à planta matriz, substituindo assim, a 

reprodução por sementes. 

À exceção da propagação in vitro, os métodos de propagação assexuada 

apresentam como desvantagens o baixo número de mudas produzidas, ciclo reprodutivo 

longo (Martin et al., 2003) e a possibilidade de disseminação de pragas e doenças, 

presentes nas plantas matrizes, às mudas propagadas.   

 

2.2.2.1. Propagação in vitro 

 
Várias fontes de explantes têm sido utilizadas para iniciar o cultivo in vitro do 

antúrio, incluindo tecidos meristemáticos, foliares e radiculares, além de embriões 

zigóticos. Os resultados relatados até o presente evidenciam que os explantes mais 

apropriados são secções do limbo da folha, sendo essas recém formadas e tenras, 

oriundas de plantas matrizes jovens de no máximo dois anos (Tombolato & Quirino, 

1996), uma vez que a utilização de plantas com cinco anos acarreta em baixa 

capacidade de formação de brotos, na cultura in vitro (Pierik et al., 1979). 

O desenvolvimento recente de técnicas eficientes da propagação in vitro 

proporcionou perspectivas completamente novas e promissoras para o melhoramento do 

antúrio. Através do programa de melhoramento genético no Brasil, desenvolvido pelo 

IAC a partir dos anos 80, têm sido selecionadas algumas plantas híbridas, 

principalmente para flor de corte, de alto valor agronômico, dada a perfeição das formas 

e cores das inflorescências, produtividade e tolerância a bacterioses. A produção de 
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grande quantidade dessas plantas só é possível pela cultura in vitro, uma vez que pelo 

método tradicional de propagação, são obtidas apenas algumas unidades de novas 

mudas anualmente, além da provável disseminação de pragas e doenças. (Tombolato et 

al., 2004; Tombolato & Quirino, 1996).  

 
 

2.3. Aclimatização 

 
 
Para a última etapa da propagação in vitro é comum confundir os termos 

aclimatação e aclimatização. A aclimatação refere-se ao processo, em que, as plantas ou 

outros organismos vivos tornam-se ajustados a um novo clima ou situação, como 

resultado de um processo essencialmente natural.  Aclimatização é conceituada como a 

transferência de um organismo, especialmente uma planta, para um novo ambiente, 

sendo todo o processo realizado artificialmente (Tombolato & Costa, 1998). George 

(1993) acrescenta que a aclimatação é um processo regulado pela natureza, enquanto a 

aclimatização é um processo controlado pelo homem.   

A aclimatização pode ser considerada a fase final da propagação in vitro, e sua 

importância é tal que pode significar a limitação de todo o processo de propagação por 

cultura in vitro. É a etapa na qual a planta é transferida de condições de laboratório, 

chamada in vitro (um ambiente controlado, assséptico e com alta umidade), para as 

condições ex vitro (um ambiente hostil, com elevados níveis de estresse, como baixa 

umidade, luminosidade e temperatura elevadas, patógenos, entre outros).  A adaptação 

das plantas produzidas in vitro para as condições ex vitro deve ser gradual e cercada de 

cuidados especiais, de maneira a reduzir os estresses que podem culminar na morte da 

planta (Souza et al., 2006), devido a grande mudança proporcionada pelo transplantio 

para a casa de vegetação. Portanto, a aclimatização tem como objetivo principal a 

redução do estresse causado pela enorme diferença entre as condições de cultivo in vitro 

e as condições externas de crescimento (Pasqual et al., 2001). 
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2.4. Morfogênese in vitro 

 
 

A expressão da totipotência está ligada às propriedades de 

diferenciação/desdiferenciação da célula vegetal. E dessa forma, a célula vegetal pode 

resultar em um embrião somático, como também, em novos meristemas, tanto 

caulinares quanto radiculares, através do processo de organogênese adventícia. A 

expressão não é automática, o que significa que condições preliminares adequadas 

devem ser fornecidas às culturas. Assim, antes que qualquer modo de regeneração esteja 

iniciado (organogênese ou embriogênese somática), uma mudança na determinação, ou 

seja, no destino de algumas células do explante (células, tecidos, órgãos) necessita 

acontecer (Ammirato, 1987). 

Segundo Peres (2002), a reorientação de uma célula (desdiferenciação) a 

capacita para reagir a sinais específicos do meio de cultivo ou sinais físicos do meio 

ambiente, como luz, temperatura e umidade relativa. Nessas condições, a célula adquire 

competência para organogênese. Mas, na prática, nem todo explante é capaz de 

manifestar potencial morfogênico, pois a regeneração depende da sua competência. A 

competência pode ser entendida como a capacidade de responder ao estímulo hormonal 

com a indução da formação de órgãos (gemas ou raízes). 

A regeneração de plantas in vitro pode ocorrer a partir da multiplicação de 

meristemas pré-existentes; a partir da neoformação de meristemas ou a partir de 

embriões somáticos. O processo mais comum é a primeira modalidade, visto que, os 

meristemas axilares, já estabelecidos, são a origem da multiplicação, resultando em uma 

maior estabilidade genética. As plantas regeneradas constituem um clone, ou seja, são 

todas iguais entre si e idênticas à planta mãe. A regeneração a partir da neoformação de 

meristemas utiliza explantes desprovidos destes. A propagação in vitro, nesse caso, 

pode ser direta ou indireta, através de processos de organogênese e embriogênese 

somática. Na regeneração indireta, meristemas e embriões somáticos são formados a 

partir de calos, constituindo uma fase intermediária entre o explante e os órgãos 

neoformados (Borges, 2002). 

A embriogênese e a organogênese podem distinguir-se com base em critérios 

morfológicos e anatômicos. A princípio, a formação de embriões a partir de tecidos 

somáticos in vitro é semelhante à embriogênese zigótica que ocorre nos órgãos 

reprodutivos das plantas. As células somáticas são capazes de recapitular o 

desenvolvimento embriogênico sem fusão de gametas (Costa et al., 2006). Entretanto, a 
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embriogênese zigótica difere em dicotiledôneas e monocotiledôneas. Os padrões de 

divisão celular em dicotiledôneas são relativamente simples e previsíveis. São descritos 

em quatro estádios, tais como: globular, coração, torpedo e maduro. No entanto, nas 

monocotiledôneas são descritos em globular, coleóptilo, vegetativo juvenil e maduro 

(Taiz & Zeiger, 2009). Os estádios de desenvolvimento da embriogênese nesses grupos 

de espermatófitas são facilmente encontrados em cortes anatômicos de culturas 

embriogênicas produzidas in vitro. Dessa forma, a embriogênese, tanto na forma 

somática quanto na zigótica culminam na formação de uma planta completa a partir de 

uma única célula. Anatomicamente, são formadas estruturas bipolares, constituídas de 

ápices caulinar e radicular, que permanecem conectados pelo procâmbio, dando origem 

ao tecido vascular. Além disso, o ápice radicular é fechado, sem conexão com os tecidos 

do explante inicial ou materno. Ao contrário, a organogênese implica na formação de 

estruturas monopolares que estabelecem conexão vascular com o tecido inicial. É de 

origem multicelular, e, normalmente, os caules e as raízes se formam de modo 

independente, sendo usual a ausência de conexão vascular entre ambas as estruturas 

(Costa et al., 2006).  

Existem dois padrões básicos de expressão da embriogênese somática, o modelo 

direto, no qual os embriões somáticos originam-se dos tecidos matrizes sem a formação 

de estágios intermediários de calos; e o modelo indireto, no qual os embriões somáticos 

se formam a partir de um tecido intermediário chamado calo, que apresenta células em 

diferentes estágios de diferenciação e, consequentemente, com diferentes graus de 

determinação (Guerra et al., 1998).  

 A embriogênese somática, além de ser utilizada para a propagação massal clonal 

de plantas (com redução de estádios de cultura), possibilidade de automação (por 

biorreatores), redução de custo e mão-de-obra, e é também uma técnica de grande 

aplicabilidade para os estudos relacionados com a fisiologia, genética e bioquímica do 

desenvolvimento embrionário (Yeung, 1995), além de constituir uma técnica base para 

a obtenção de plantas transgênicas; preservação de germoplasma, por criopreservação; 

hibridação somática; entre outras (Santos-Serejo et al., 2006b). 

Entre os fitorreguladores, as auxinas são as substâncias mais envolvidas na 

indução e iniciação de embriões somáticos. Normalmente, têm sido sugeridas, em 

vários sistemas experimentais, para a formação de agregados embriogênicos a partir de 

células individuais, expressando a totipotência das células competentes (Guerra et al., 

1998).  
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De um modo geral, o ácido indolacético (AIA), ácido indolbutírico (AIB) e 

ácido naftalenoacético (ANA), em altas concentrações, estimulam a indução de 

embriogênese somática, e em baixas concentrações induzem a formação de raízes 

(Nomura & Komamine, 1995). George et al. (2008) relatam a importância da adição da 

auxina sintética 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ao meio de cultura, nas concentrações 

de 1 a 10 ȝM, para indução de embriogênese somática.  Titon et al. (2007) acrescentam 

à esta lista de indutores, o ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (Picloram), o qual vem 

sendo bastante utilizado para induzir culturas embriogênicas em várias espécies de 

importância econômica.  

Segundo George et al. (2008) a regeneração de plantas via embriogênese 

somática ocorre em cinco etapas: 

 1) A indução de culturas embriogênicas a partir do cultivo inicial dos 

explantes em meio suplementado com reguladores de crescimento. Nessa fase, 

normalmente são utilizadas auxinas sintéticas em elevadas concentrações, como o 2,4-

D. Pierik (1987) e Guerra et al. (1998) também mencionam a grande importância e 

utilização dessa auxina na fase de iniciação, na maioria dos sistemas experimentais, 

tanto para o processo de desdiferenciação (modelos indiretos) como para a 

rediferenciação (modelos diretos), alterando a determinação e conferindo novas 

competências às células responsivas presentes nos explantes. Entretanto, Nomura e 

Komamine (1995) e George et al. (2008) ressaltam que, para a proliferação da massa 

pro-embriogênica, é necessária a adição de auxina ao meio de cultura, porém, em 

elevadas concentrações pode tornar-se inibitório para o desenvolvimento dessas massas 

em embriões somáticos. 

 2) Proliferação das culturas embriogênicas em meio líquido ou semi-

sólido, suplementado com as mesmas concentrações dos reguladores de crescimento 

usados no início das culturas embriogênicas;  

 3) Pré-maturação dos embriões somáticos em meio sem reguladores de 

crescimento; com isso, ocorre a inibição da proliferação das culturas embriogênicas e 

estimula a formação de embriões somáticos, como também, o seu desenvolvimento. As 

auxinas sintéticas, como o 2,4-D, promovem o estabelecimento e proliferação das 

culturas embriogênicas, não sendo normalmente metabolizadas pelas células, como são 

as auxinas naturais;  

 4) Maturação dos embriões somáticos em meio do cultivo suplementado 

com ácido abscísico e/ou com redução no potencial osmótico. Nomura e Komamine 
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(1995) relatam que a adição de ABA ao meio de cultura reduz a formação de embriões 

anormais, embora, diminua também o número total de embriões somáticos, no fim do 

processo; 

 5) Regeneração de plantas em meio desprovido de reguladores de 

crescimento. Nessa fase, para algumas espécies, o acréscimo de alguns componentes 

extras ao meio de cultura, como glutamina e caseína hidrolisada, pode ser necessário 

para a melhor aclimatização das plantas.  

Em muitos casos foi demonstrado que plantas provenientes de embriões 

somáticos crescem de um modo semelhante às plantas derivadas de embriões zigóticos. 

Entretanto, para algumas espécies, a variação somaclonal pode se tornar um fator 

limitante (George et al., 2008). De acordo com Srivastava (2002) esse fenômeno é 

comum quando as plantas são derivadas de calos mais velhos mantidos em meio de 

cultura por tempo prolongado. A razão para essa variação ainda não está clara, mas 

existem relatos de que ela estaria relacionada às mudanças citológicas e nucleares que 

precedem à formação das massas proembriogênicas. George et al. (2008) ressaltam que, 

em geral, o uso de 2,4-D e uma fase prolongada durante o estágio de calos pode ser 

responsável por uma possível variação epigenética nas plantas.  

O explante é o segmento ou órgão vegetal retirado de alguma parte da planta e 

utilizado para iniciar o cultivo in vitro. Dos aspectos a serem considerados na seleção 

dos explantes, os que têm maior influência na resposta morfogenética são o seu nível de 

diferenciação e a fase de desenvolvimento em que se encontra no tecido (Souza & 

Junghans, 2006). Merkle et al. (1995) acrescentam também que esses dois aspectos são 

elementos chave na competência celular para a propagação in vitro. 

A princípio, qualquer fonte de explante pode ser utilizada para iniciar um cultivo 

in vitro, porém, recomenda-se explantes que contenham maior proporção de tecidos 

meristemáticos (Junghans & Santos-Serejo, 2006). Para a indução de embriogênese 

somática, quase todas as partes das plantas podem ser empregadas, como: ápices 

caulinares, hipocótilos, folhas, inflorescências, raízes (Guerra et al., 1998), cotilédones, 

talos, segmentos nodais, ápices radiculares (Souza et al., 2006), entre outros. Entretanto, 

Srivastava (2002) ressalta que existem partes das plantas, nas quais as células 

apresentam a parede bastante lignificada, o que pode tornar uma barreira para o sucesso 

de regeneração, ou seja, as células são capazes de se dividir, porém, incapazes de 

apresentar alguma resposta morfogenética. Guerra et al. (1998) relatam que, de acordo 
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com a espécie, a fonte de explante pode ser mais ou menos responsiva às condições de 

cultivo.  

Utilizando como explantes folhas seccionadas e pecíolos, Kuehnle et al. (1992) 

induziram embriogênese somática em híbridos de Anthurium andraeanum, com a 

adição de 2,4-D ao meio de cultura. Hamidah et al. (1997) inocularam folhas, obtidas a 

partir de mudas micropropagadas, ao meio de cultura suplementado com 2,4-D, para 

induzir a formação de calos embriogênicos na cultura de Anthurium scherzerianum. Te-

Chato et al. (2006) utilizaram, como fonte de explantes, segmentos nodais, segmentos 

caulinares, e folhas em meio de cultura com doses equivalentes de auxina e citocinina 

para a indução de embriões somáticos em Anthurium spp. Bautista et al. (2008) 

induziram embriogênese somática a partir de folhas de Anthurium andraeanum Lind em 

meio de cultura contendo 2,4-D. 

Dessa forma, esforços para induzir a embriogênese somática têm sido descritos, 

por vários autores, para essa espécie de interesse econômico, cujas metodologias 

utilizadas envolvem diversas fontes de explantes, mudanças na composição do meio de 

cultura, suplementação com diferentes tipos e concentrações de fitorreguladores, e 

alterações nas condições de cultivo, como fotoperíodo e irradiância.   
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3. OBJETIVOS 
  
 

3.1. Objetivo geral 

 
 
Estabelecer a propagação in vitro de Anthurium andraeanum cv. Eidibel via 

embriogênese somática, avaliando-se as fases de indução das culturas embriogênicas, 

pré-maturação e maturação dos embriões somáticos com posterior regeneração das 

plantas, analisando histologicamente o desenvolvimento dos embriões somáticos 

produzidos in vitro. 

 
 

3.2. Objetivos específicos 
 
 
Avaliar a resposta morfogênica em relação à fonte de explante, ao tipo e a 

concentração de auxinas, para culturas embriogênicas de Anthurium andraeanum cv. 

Eidibel. 

Avaliar a formação de embriões somáticos a partir de culturas embriogênicas 

cultivadas em meio de cultura Pierik (Pierik, 1976) e AA2 (Abdullah et al., 1986) em 

diferentes combinações de 2,4-D e 6-furfurilaminopurina (cinetina). 

Avaliar a maturação completa dos embriões somáticos em plantas produzidos 

em meio de cultivo Pierik e AA2 em diferentes concentrações de cinetina e posterior 

aclimatização ex vitro. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

4.1. Local de realização dos experimentos e material vegetal 

 
 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos II do 

Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV), localizado no Município de Viçosa, Minas Gerais, no período 

de março de 2008 a dezembro de 2009. 

Utilizaram-se, como material vegetal, mudas estabelecidas in vitro de Anthurium 

andraeanum cv. Eidibel, obtidas inicialmente a partir da organogênese indireta de 

folhas tenras. Estas mudas foram cedidas pelo Instituto Agronômico (IAC), em 

Campinas, São Paulo. 

As mudas foram propagadas in vitro por subcultivos sucessivos, sob condições 

assépticas, visando à obtenção de um número ideal de explantes para iniciar os 

experimentos. Para esta fase, foi adotada a subdivisão dos segmentos nodais contendo 

uma gema, os quais foram inoculados cinco segmentos, cultivados a cada 30 dias, em 

frascos com capacidade de 220 mL, contendo 30 mL de meio de cultura Pierik 

modificado (Tabela 1), acrescido de 4,44 µM de 6-benzilaminopurina (BAP) e 0,54 µM 

de ácido naftalenoacético (ANA) e solidificado com 6,5 g L de Ágar (Merck®, 

Germany), mantidas em sala de crescimento, à temperatura de 25 ± 2 ºC, sob 

fotoperíodo de 16 horas com irradiância de 36 µmol m-2 s-1. 
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4.2. Meio e condições de cultivo 

 
 

4.2.1 Indução de culturas embriogênicas 

 
O meio de cultura utilizado foi o Pierik (Pierik, 1976) suplementado com 20 g L-

1 de sacarose, solidificado com 6,5 g L-1 de ágar Merck®, e o pH ajustado para 5,8 antes 

da autoclavagem, a 121 ºC, por 15 minutos. 

Os explantes foram obtidos a partir do seccionamento de mudas de A. 

andraeanum cv. Eidibel estabelecidas in vitro (Figura 1A). Foram utilizados, como 

explantes, segmentos nodais (contendo uma gema, cada) (Figura 1B); pecíolos (Figura 

1C); segmentos de raiz sem o ápice radicular (Figura 1D); folhas inteiras (Figura 1E) e 

seccionadas ao meio (Figura 1F), os cinco explantes com, aproximadamente, 1,0 cm 

cada; a folha foi medida acompanhando a nervura principal. Em câmara de fluxo 

laminar, sob condições assépticas, as folhas inteiras e seccionadas foram cultivadas com 

a face adaxial para cima, enquanto segmentos de pecíolo, nodais e de raízes, inoculados 

horizontalmente. Foram utilizadas placas de Petri de 90 x 15 mm (J. Prolab, Brasil), 

contendo 25 mL de meio de cultura, suplementado com diferentes concentrações (0; 

2,5; 5,0; 7,5; 10,0 µM) das auxinas AIA; AIB; ANA; 2,4-D e Picloram. O material foi 

mantido em sala de crescimento, a 25 ± 2 ºC, no escuro, e avaliados aos 60 dias de 

cultivo.   

 
4.2.2 Pré-maturação dos embriões somáticos 

 
Para o experimento de pré-maturação, utilizou-se a proliferação de culturas 

embriogênicos formadas a partir de segmentos nodais do cultivar Eidibel, cultivados em 

meio Pierik suplementado com 10,0 µM de ANA.  

Para a fase de proliferação de culturas embriogênicas, adotou-se a subdivisão 

dos calos embriogênicos e transferência em condições assépticas, de nove calos 

embriogênicos em placas de Petri de 90 x 15 mm, contendo 25 mL de meio de cultura 

Pierik acrescido de 10,0 µM de ANA e 20 g L-1 de sacarose, com o pH ajustado para 5,8 

antes da autoclavagem, a 121ºC, por 15 minutos. As culturas permaneceram em sala de 

crescimento, à temperatura de 25 ± 2 ºC, no escuro. Buscando-se a estabilização da 

capacidade embriogênica e de proliferação das linhagens celulares, foram realizados 

cinco subcultivos sucessivos de 60 dias cada conforme sugerido por Guerra et al. 

(1998).  
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Para iniciar o experimento de pré-maturação dos embriões somáticos, os calos 

embriogênicos, com cerca de 90 mg de massa fresca, foram inoculados, sob condições 

assépticas, em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio de cultura líquido 

Pierik e AA2 (Tabela 1) com diferentes concentrações de 2,4-D (0,00; 4,52; 9,05 µM) e 

de cinetina (0,00; 0,47; 2,32 µM). As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a 

25 ± 2ºC, no escuro, sob agitação orbital a 100 rpm. A avaliação ocorreu aos 45 dias de 

cultivo in vitro.  

 

Tabela 1. Composição dos meios de cultura Pierik e AA2 modificados 
Meio nutritivo (mg L-1) 

Composição 
Pierik AA2 

Macronutrientes   
NH4NO3 825 0,0 

KNO3 950 0,0 
CaCl2.2H2O 220 440 

KCl 0,0 2940 
MgSO4.7H2O 185 370 

KH2PO4 85 170 
Micronutrientes   

MnSO4.4H2O 22,3 22,3 
ZnSO4.4H2O 8,6 8,6 

H3BO4 6,2 6,2 
KI 0,83 0,83 

Na2MoO4.2H2O 0,25 0,25 
CuSO4.5H2O 0,025 0,025 
CoCl2.H2O 0,025 0,025 
FeEDTA   

Na2 EDTA. 2H2O 37,3 37,3 
FeSO4.7H2O 27,8 27,8 

Vitaminas e aminoácidos   
L-asparagina 0,0 266 
L-Glutamina* 0,0 300 

Glicina 2,0 75 
Ácido nicotínico . HCl 0,5 0,5 

Piridoxina . HCl 0,5 0,1 
Tiamina . HCl 0,1 0,5 
Mio-inositol 100 100 

Sacarose 20.000 20.000 
* L-Glutamina modificada, concentração original de 877 mg L-1. 
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4.2.3 Maturação dos embriões somáticos e regeneração de plantas 

 
Em câmara de fluxo laminar, os embriões somáticos pré-maturados foram 

inoculados em meios nutritivos AA2 e Pierik, suplementados com 0,54 µM de ANA, 20 

g L-1 de sacarose e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.  

Sob condições assépticas, os embriões somáticos foram cultivados em 

Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio nutritivo (AA2 e Pierik), líquido e 

semi-sólido, suplementados com as concentrações de cinetina (0,0; 1,16; 2,32; 4,64 

µM). Nessa fase, as culturas foram mantidas em sala de crescimento a 25 ± 2ºC, sob 

fotoperíodo de 16 horas e irradiância de 36 µmol m-2 s-1. Os meios líquidos 

permaneceram sob agitação constante, em mesa agitadora orbital, a 100 rpm. A 

avaliação ocorreu aos 45 dias de cultivo.  

 
 

4.3. Procedimentos histológicos 

 
 

As análises anatômicas foram realizadas no Laboratório de Anatomia Vegetal, 

do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, da Universidade Federal de Viçosa 

(UFV), localizado no Município de Viçosa, Minas Gerais.  

Para o experimento de indução de culturas embriogênicas, foi avaliada a 

natureza embriogênica dos calos mediante aspectos histoquímicos, por meio da dupla 

coloração com carmim acético (2%) e azul de Evans (0,1%) (Durzan, 1988). Ou seja, as 

estruturas que reagirem ao carmim acético revelam características embriogênicas. 

Também realizou-se o teste de lugol (0,1%) para detectar a presença de amido (Jensen, 

1962). Pois células embrionárias possuem muitos grãos de amido, que se colorem de 

azul a preto-azulado, na reação com lugol. 

Calos embriogênicos, provenientes dos explantes, foram fixados em Karnovsky, 

composto por 2,5 % de glutaraldeído, 4,0 % de paraformaldeído, 3,0 % de sacarose, 5 

mM de CaCl2, em tampão de cacodilato a 0,1M (pH 6,8), permanecendo em 

refrigeração. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série alcoólica (10 a 

95%) e incluídas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, 

Alemanha). Cortes seriados de 5 a 8 µm de espessura foram obtidos utilizando-se 

micrótomo rotativo de avanço automático (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., 

Deerfield, USA), com utilização de navalhas de aço descartáveis. Os cortes foram 
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corados com Azul de Toluidina pH 4,0 (O’Brien & McCully, 1981), por 10 minutos, e 

as lâminas montadas em Permount. 

A análise estrutural do material e a captura de imagens foram realizadas em 

microscópio de luz (modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão) 

com sistema U-Photo, com câmara digital acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, 

Diagnostic Instruments inc.New York, USA). Os demais registros fotográficos foram 

obtidos em microscópio estereoscópio (modelo Olympus SZX) com sistema de captura 

de imagens acoplado (modelo Olympus E-330). 

 
 

4.4. Procedimentos estatísticos 

 
 

4.4.1. Experimento I: Indução de culturas embriogênicas 

 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 5 

x 5 x 5, cinco fontes de explante (folha inteira; folha seccionada; pecíolo; segmento 

nodal e segmento radicular), cinco auxinas (ANA; AIA; AIB; 2,4-D e Picloram) e cinco 

concentrações (0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 µM), além de cinco testemunhas adicionais 

(constituídas das fontes de explantes em meio de cultura sem regulador). A repetição foi 

composta de cinco placas de Petri, sendo cada unidade experimental constituída por 

nove explantes/placa, totalizando 45 explantes/tratamento. Todos os resultados foram 

analisados no programa estatístico SAS e confirmados no programa SISVAR 5.0 

(Ferreira, 2003). Cada experimento foi repetido pelo menos uma vez. 

As respostas morfogenéticas dos explantes foram avaliadas aos 60 dias quanto à 

presença de calos embriogênicos; brotos; raízes e peso fresco dos calos embriogênicos. 

Os tratamentos que produziram calos embriogênicos foram avaliados quanto ao 

peso fresco dos calos, o qual foi dividido pela quantidade de calos que surgiram em 

cada repetição. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, os dados foram 

submetidos à análise de variância pelo software SISVAR versão 5.0, e na comparação 

das médias dos tratamentos utilizou-se do teste Tukey, a 5% de probabilidade. 

Para verificar as pressuposições de homogeneidade, normalidade e 

independência dos dados realizaram-se os seguintes testes: teste de Bartlett 

(homogeneidade); Kolmogorov Smirnov (normalidade) e Durbin Watson 

(independência). Para todos os testes acima a hipótese nula (H0) é referente à 
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homogeneidade de variância, normalidade e independência dos erros. A hipótese 

alternativa é a rejeição de H0, ou seja, para atender os pressupostos, todos os valores dos 

testes devem ser não significativos (Schneider, 1998). 

Utilizou-se a análise de variância, comparando as médias pelo teste de Tukey, a 

5% de probabilidade. Os dados de contagem, como calos embriogênicos, brotos e 

raízes, foram transformados para 5,0+x  (Centeno, 1990) e submetidos à análise de 

variância, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significância. Nas 

demais avaliações.  

 
4.4.2. Experimento II: Pré-maturação dos embriões somáticos 

 
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em 

arranjo fatorial 2 x 3 x 3, sendo dois meios nutritivos (Pierik e AA2); três concentrações 

de 2,4-D (0,00; 4,52; 9,05 µM); e três concentrações de cinetina  (0,00; 0,47; 2,32 µM). 

A repetição foi composta de cinco Erlenmeyers, sendo cada unidade experimental 

constituída de cinco calos/Erlenmeyer, totalizando 25 explantes/tratamento. Todos os 

resultados foram analisados no programa estatístico SISVAR. Cada experimento foi 

repetido pelo menos uma vez. 

As respostas morfogenéticas dos explantes foram avaliadas aos 45 de cultivo, 

quanto à massa dos calos embriogênicos; produção de embriões somáticos; produção de 

embriogênese somática secundária (quando as culturas embriogênicas pré-formadas 

induziram novos calos embriogênicos); porcentagem de oxidação; coloração, textura 

dos calos embriogênicos e desenvolvimento dos embriões somáticos produzidos.  

Para as avaliações não-paramétricas nos 18 tratamentos para a pré-maturação 

dos embriões somáticos (T1 – Pierik sem regulador de crescimento; T2 – Pierik + 0,47 

µM de cinetina (CIN); T3 – Pierik + 2,32 µM de CIN; T4 – Pierik + 4,52 µM de 2,4-D; 

T5 – Pierik + 4,52 µM de 2,4-D + 0,47 µM de CIN; T6 – Pierik + 4,52 µM de 2,4-D + 

2,32 µM de CIN; T7 – Pierik + 9,05 µM de 2,4-D; T8 – Pierik + 9,05 µM de 2,4-D + 

0,47 µM de CIN; T9 – Pierik + 9,05 µM de 2,4-D + 2,32 µM de CIN; T10 – AA2 sem 

regulador de crescimento; T11 – AA2 + 0,47 µM de CIN; T12 – AA2 + 2,32 µM de 

CIN; T13 – AA2 + 4,52 µM de 2,4-D; T14 – AA2 + 4,52 µM de 2,4-D + 0,47 µM de 

CIN; T15 – AA2 + 4,52 µM de 2,4-D + 2,32 µM de CIN; T16 – AA2 + 9,05 µM de 2,4-

D; T17 – AA2 + 9,05 µM de 2,4-D + 0,47 µM de CIN; T18 – AA2 + 9,05 µM de 2,4-D 

+ 2,32 µM de CIN), foram aplicadas notas de 1 a 3, referentes ao score (nota) da 
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coloração dos calos, em que o 1 correspondia à cor amarelo-claro, 2 à cor amarelo 

escuro e 3 marrom. Do mesmo modo, foram dadas notas de 1 a 4 para a textura dos 

calos embriogênicos (1 = friável; 2 = semi-friável; 3 = compacto; 4 = altamente 

compacto). E notas de 1 a 3 para o desenvolvimento dos embriões somáticos (1 = sem 

resposta; 2 = embriões maduros; 3 = germinados),  

Os dados de contagem, como produção de embriões somáticos e produção de 

embriogênese somática secundária, foram transformados para 5,0+x  (Centeno, 

1990), e a porcentagem de oxidação transformada para arcsen x  (Ledo & Faria, 

2006), submetidos à análise de variância, sendo as médias comparadas pelo teste de 

Tukey, a 5% de significância. Nas demais avaliações foram utilizadas apenas a análise 

de variância, comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.  

  Para as variáveis das avaliações não-paramétricas, coloração, textura e 

desenvolvimento dos embriões somáticos, utilizaram-se o teste de Kruskal-Wallis 

(Pimentel Gomes, 1985; Cargnelutti Filho et al., 2001) a 5% de probabilidade.  

 
4.4.3. Experimento III: Maturação dos embriões somáticos e regeneração de 

plantas 

 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 

x 2 x 4, com dois meios de cultivo (líquido e semi-sólido); dois meios nutritivos (Pierik 

e AA2); e quatro concentrações de cinetina (0,00; 1,16; 2,32; 4,64 µM). A repetição foi 

composta de cinco Erlenmeyers, sendo cada unidade experimental constituída de cinco 

calos/Erlenmeyer, totalizando 25 explantes/tratamento. Todos os resultados foram 

analisados no programa estatístico SISVAR.  

As respostas morfogenéticas dos explantes foram avaliadas aos 45 dias de 

cultivo, quanto ao número de calos com embriões maturados; porcentagem de 

conversão em plantas (realizada a partir do número de calos com regeneração em 

plantas); porcentagem de oxidação por calo; e número de embriões com maturação 

completa (a partir da contagem de calos com presença de embriões germinados).  

Os dados de contagem, como número de calos com embriões maturados e 

número de embriões germinados, foram transformados para 5,0+x (Centeno, 1990), e 

a porcentagem de conversão em plantas e porcentagem de oxidação transformadas para 

arcsen x  (Ledo & Faria, 2006). Submetidos à análise de variância, sendo as médias 
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comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significância. Nas demais avaliações foram 

utilizadas apenas a análise de variância, comparando-se as médias pelo teste de Tukey, a 

5% de probabilidade.  

 
 

4.5. Aclimatização ex vitro das plantas regeneradas 
 
 

 Para esta fase, utilizaram-se plantas regeneradas de antúrio (Anthurium 

andraeanum cv. Eidibel) provenientes do experimento de maturação dos embriões 

somáticos. As plantas foram retiradas dos Erlenmeyers e lavadas em água corrente para 

a retirada do excesso de meio de cultura. Na ocasião, foram dispostas cinco mudas por 

copo de 50 cm3 com tampas de 90 cm3 para manter a umidade elevada, e assim, iniciar a 

aclimatização, em substrato comercial Plantmax®, e mantidas na bancada do 

laboratório de Cultura de Tecidos II, do BIOAGRO, à temperatura ambiente, sob luz 

artificial, por 60 dias. 

Após esse período, as plantas aclimatizadas foram transferidas para copos 

plásticos (uma unidade por copo) de 300 cm3 contendo substrato comercial Plantmax®, 

mantidas em casa de vegetação com ventilação forçada e elevada umidade relativa, do 

Departamento de Microbiologia da UFV.  
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5. RESULTADOS 
 
 

5.1. Experimento I: Indução de culturas embriogênicas 

 
 

5.1.1 Análise dos dados 

 
Na fase de iniciação das culturas embriogênicas, alguns explantes apresentaram 

o desenvolvimento de calos embriogênicos, brotos e raízes. Pela análise de variância, as 

interações das fontes de variação: tipo de auxina (AS); concentração da auxina (CA); e a 

fonte de explante (FE), foram estatisticamente significativas, pelo teste F, para as 

variáveis analisadas: calos embriogênicos (CE); produção de brotos (PB); e produção de 

raízes (PR) (Tabela 2). 

Para a variável produção de brotos, os testes de Bartlett (Ȥ2) e Kolmogorov 

Smirnov (Dcal) foram significativos a 5% de erro, ou seja, rejeita-se a hipótese nula de 

homogeneidade da variância e de normalidade, respectivamente. Verificou-se que os 

erros atendiam a pressuposição da independência, uma vez que não foram significativos 

a estatística de Durbin Watson (DWcal), a 5% (Tabela 3).  Sendo assim, uma vez que 

duas das pressuposições não foram atendidas, optou-se por transformar os dados, 

utilizando-se a fórmula 5,0+x . Realizou-se a análise de variância dos dados 

transformados, confirmando sua significância a 5% de probabilidade (Tabela 4).  

Para a produção de raízes e calos embriogênicos, todos os testes foram 

significativos a 5% de erro, ou seja, rejeita-se a hipótese nula de homogeneidade da 

variância, normalidade e independência, respectivamente (Tabela 3).  Dessa forma, os 

dados foram transformados para 5,0+x , uma vez que as três pressuposições não 

foram atendidas. Realizou-se a análise de variância dos dados transformados, 

constatando sua significância, a 5% de probabilidade (Tabela 4).  
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Tabela 2. Análise de variância dos dados obtidos da iniciação de culturas embriogênicas 
de antúrio (Anthurium andraeanum cv. Eidibel), quanto aos fatores: fonte de explante 
(FE); tipos de auxinas (AS) e concentração da auxina (CA) para as características 
analisadas: calos embriogênicos (CE), produção de brotos (PB) e de raízes (PR), 
avaliadas aos 60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Quadrados médios 

FV GL CE PB PR  

AS 4 2,0043* 4,0221* 2,9009* 

CA 4 0,5038* 0,2115* 0,1169ns 

FE 4 6,5746* 29,5659* 5,1342* 

AS*CA 16 0,1923* 0,1159* 0,3056* 

AS*FE 16 1,2314* 3,5313* 0,9872* 

CA*FE 16 0,3492* 0,2877* 0,0669 ns 

AS*CA*FE 64 0,0626ns 0,1158* 0,1399* 

Resíduo 400 0,0565 0,0416 0,0787 

CV (%)  27,29 20,71 31,37 

* e ns significativo e não significativo, a 5% de probabilidade pelo teste F. 
 

Tabela 3. Verificação das pressuposições de homogeneidade, pelo Teste de Bartlett (Ȥ2); 
normalidade, pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov (Dcal); e independência, pelo teste de 
Durbin-Watson (DWcal) das variáveis produção de brotos, produção de raízes e calos 
embriogênicos, avaliadas aos 60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Variáveis Ȥ2 Dcal DWcal 

Produção de brotos (PB) 24,85* 36,5* 0,365ns 

Produção de raízes (PR) 33,08* 49,20* 1,01* 

Calos embriogênicos (CE) 18,35* 15,89* 0,821* 

* e ns significativo e não significativo, a 5% de probabilidade pelo teste F. 
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Tabela 4. Análise de variância dos dados transformados para as variáveis: produção de 
brotos, produção de raiz e calos embriogênicos, aos 60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, 
MG, 2009 

Variáveis 

Produção de brotos (PB) FV 

GL SQ QM F  

Trat 104 200,7279 1,9301 37,73* CV(%) = 22,9636 

Resíduo 420 21,4848 0,0511  Média = 0,9849 

Total 524 222,2129   Desvio padrão = 0,2262 

 Produção de raízes (PR) 

Trat  104 63,0099 0,6058 8,01* CV(%) = 30,7588 

Resíduo 420 31,7680 0,0756  Média = 0,8941 

Total 524 94,7779   Desvio Padrão = 0,2750 

 Calos embriogênicos (CE) 

Trat  104 71,9044 0,6914 12,97* CV(%) = 26,5109 

Resíduo 420 22,3896 0,0533  Média = 0,8709 

Total 524 94,2940   Desvio Padrão = 0,2309 
* significativo, a 5% de probabilidade pelo teste F. 
 

A indução de culturas embriogênicas foi influenciada pela interação entre os 

tipos e as concentrações das auxinas e a fonte de explante. Dessa forma, a produção de 

calos foi inicialmente observada, principalmente, nos meios contendo ANA e Picloram, 

na concentração de 10,0 µM, não diferindo de 7,5 µM, sendo superior estatisticamente 

às demais. Dentro da concentração de 10,0 µM, não houve diferença estatística entre os 

tratamentos com as auxinas ANA (0,341), 2,4-D (0,380)  e Picloram (0,380), sendo 

superiores as auxinas nesta concentração (Tabela 5).  

O explante mais responsivo para a indução de calos embriogênicos foi o 

segmento nodal, para as auxinas ANA, Picloram e 2,4-D, apresentando maior média 

nesses tratamentos, diferindo estatisticamente dos demais. Entretanto, verificou-se sua 

superioridade apenas quando inoculado em meio de cultivo acrescido das auxinas ANA 

e Picloram, com 1,228 e 1,122, respectivamente, (Tabela 6), na concentração de 10 µM, 

com 0,949 (Tabela 7).  
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Tabela 5. Calos embriogênicos formados em diferentes fontes de explantes de 
Anthurium andraeanum cv. Eidibel, em função do tipo e da concentração da auxina, aos 
60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração da auxina (µM)  
Auxinas  

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 Média  

ANA  0,000 a B 0,377 a A 0,294 a A 0,225 a AB 0,341 a A 0,247 A 

AIA 0,000 a A 0,000 c A 0,041 b A 0,000 c A 0,021 b A 0,012 C 

AIB 0,000 a A 0,000 c A 0,021 b A 0,077 bc A 0,105 b A 0,040 C 

2,4-D 0,000 a B 0,021 bc B 0,042 b B 0,168 bc AB 0,380 a A 0,122 B 

Picloram 0,000 a C 0,190 b BC 0,259 a AB 0,502 a A 0,380 a AB 0,266 A 

Média 0,000 c 0,118 b 0,131 b 0,194 ab 0,245 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Houve a maior proliferação de calos embriogênicos quando inoculado pecíolo 

(Figura 1I) e segmento nodal aos meios de cultura com ANA, Picloram ou 2,4-D. 

Entretanto, o segmento nodal inoculado em meio Pierik acrescido de 10,0 µM de ANA 

(Figura 1K) induziu maor número de calos embriogênicos, quando comparado aos 

demais tratamentos.  

 

Tabela 6. Número de calos embriogênicos formados em Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, considerando tipo de auxina e fonte de explante, aos 60 dias de cultivo in vitro. 
Viçosa, MG, 2009 

Fonte de explante  

Auxinas Folha 
inteira 

Folha 
seccionada

Pecíolo 
Segmento 

nodal 
Raiz 

Média  

ANA  0,000 a C 0,000 a C 0,245 a B 1,228 a A 0,000 a C 0,295 A 

AIA 0,000 a A 0,000 a A 0,025 b A 0,049 c A 0,000 a A 0,015 C 

AIB 0,000 a A 0,000 a A 0,157 ab A 0,083 c A 0,000 a A 0,048 C 

2,4-D 0,025 a B 0,000 a B 0,165 ab B 0,470 b A 0,066 a B 0,140 B 

Picloram 0,000 a C 0,000 a C 0,339 a B 1,122 a A 0,122 a C 0,322 A 

Média 0,005 c 0,000 c 0,186 b 0,590 a 0,038 c  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Tabela 7. Número de calos embriogênicos formados em Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, em função das concentração da auxina e da fonte de explante, aos 60 dias de 
cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Fonte de explante  Conc. da  

auxina 
(µM) 

Folha 
inteira 

Folha 
seccionada 

Pecíolo 
Segmento 

nodal 
Raiz 

Média  

0,0 0,000 a A 0,000 a A 0,000 a A 0,000 d A 0,000 a A 0,000 c 

2,5 0,000 a B 0,000 a B 0,220 a A 0,367 c A 0,000 a B 0,117 b 

5,0 0,000 a C 0,000 a C 0,194 a B 0,462 bc A 0,000 a C 0,131 b 

7,5 0,000 a B 0,000 a B 0,132 a B 0,702 b A 0,021 a B 0,171 ab

10,0 0,021 a C 0,000 a C 0,236 a B 0,949 a A 0,137 a C 0,269 a 

Média 0,004 c 0,000 c 0,156 b 0,496 a 0,032 c  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Os tratamentos responsivos para produção de calos foram comparados entre si, 

analisando a característica peso fresco dos calos embriogênicos. No entanto, tais 

tratamentos não diferiram entre si, a 5% de probabilidade. Os maiores valores 

numéricos foram encontrados nos tratamentos com Picloram, sendo mais evidenciado 

na concentração de 7,5 µ M (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Massa fresca de calos embriogênicos formados a partir de segmentos nodais 
de Anthurium andraeanum cv. Eidibel, em função do tipo e da concentração da auxina 
(tratamentos mais responsivos), aos 60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Peso fresco dos  

calos embriogênicos (mg) Tratamentos 

(µM) 
Média 

5,0 ANA 2,60 a 

10,0 ANA 2,20 a 

7,5 Picloram 4,00 a 

10,0 Picloram 3,20 a 

10,0 2,4-D 2,80 a 

Médias seguidas pela mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Outra característica analisada foi a presença de brotações, sendo que a maioria 

dos brotos ocorreu nas concentrações mais baixas das auxinas. Constatou-se também 

que a produção de brotos foi decrescendo à medida que houve um aumento nas 
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concentrações das auxinas, favorecendo a produção de calos embriogênicos ou a 

produção de raízes.  

Para a produção de brotos, em todas as concentrações, as auxinas ANA e 

Picloram apresentaram-se inferiores, quando comparados aos demais tratamentos. No 

entanto, nas concentrações de 2,5 e 5,0 µM das auxinas AIA, AIB e 2,4-D e nas 

concentrações de 7,5 e 10 µM para AIA e AIB, foram estatisticamente superiores aos 

demais a 5% de probabilidade (Tabela 9).  

 

Tabela 9. Número médio da produção de brotos em diferentes fontes de explantes de 
Anthurium andraeanum cv. Eidibel, em função do tipo e da concentração da auxina, aos 
60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração da auxina (µM)  
Auxinas 

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 Média  

ANA  0,507 a A 0,123 b B 0,021 b B 0,153 cd B 0,091 bc B 0,179 C 

AIA 0,507 a A 0,503 a A 0,404 a A 0,519 a A 0,497 a A 0,486 A

AIB 0,475 a A 0,496 a A 0,401 a A 0,396 ab A 0,468 a A 0,447 A

2,4-D 0,475 a A 0,426 a A 0,354 a AB 0,272 bc AB 0,163 b B 0,338 B 

Picloram 0,000 b A 0,077 b A 0,083 b A 0,000 d A 0,000 c A 0,032 D

Média 0,393 a 0,325 ab 0,252 b 0,268 b 0,244 b  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

O explante com a maior média de produção de brotos foi o segmento nodal 

(1,218), apresentando-se superior aos demais explantes. Dessa forma, os tratamentos 

com o acréscimo de AIA (2,244) diferiram a 5% de probabilidade das demais auxinas 

(Tabela 10), nesta fonte de explante. Entretanto, no meio de cultivo sem a adição de 

reguladores de crescimento (1,964) ocorreu aumento na produção de brotos em relação 

às demais concentrações, utilizando-se o segmento nodal. Enquanto que, quando 

utilizado pecíolo, como fonte de explante, o número de brotos foi reduzido (na ausência 

de auxina), para as demais fontes de explantes, não houve resposta (Tabela 11). 

Constatou-se uma queda acentuada na produção de brotos à medida que se 

aumentou a concentração das auxinas (Tabela 11). As auxinas ANA, 2,4-D e Picloram, 

promoveram menor produção de brotos, quando comparadas às auxinas AIA e AIB, 

devido ao aumento na produção de calos embriogênicos ou mesmo na produção de 

raízes, em suas maiores concentrações (7,5 e 10,0 µM). Dessa forma, o meio Pierik sem 
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regulador de crescimento induziu maior proliferação de brotos, quando comparado aos 

demais tratamentos, nos explantes de segmento nodal. 

 

Tabela 10. Número médio da produção de brotos de Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, em função do tipo de auxina e da fonte de explante, aos 60 dias de cultivo in 
vitro. Viçosa, MG, 2009 

Fonte de explante  

Auxinas Folha 
inteira 

Folha 
seccionada

Pecíolo 
Segmento 

nodal 
Raiz 

Média  

ANA  0,000 a B 0,000 a B 0,116 b B 0,466 d A 0,000 a B 0,116 C 

AIA 0,000 a B 0,000 a B 0,165 ab B 2,244 a A 0,000 a B 0,482 A 

AIB 0,000 a C 0,000 a C 0,304 a B 1,905 b A 0,000 a C 0,442 A 

2,4-D 0,000 a B 0,000 a B 0,157 ab B 1,400 c A 0,000 a B 0,311 B 

Picloram 0,000 a A 0,000 a A 0,116 b A 0,074 e A 0,000 a A 0,038 D 

Média   0,000 c 0,000 c 0,171 b 1,218 a 0,000 c  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 
Tabela 11. Número médio da produção de brotos de Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, em função da concentração da auxina e da fonte de explante, aos 60 dias de 
cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Fonte de explante  Conc. da  

auxina  

(µM) 
Folha 
inteira 

Folha 
seccionada

Pecíolo 
Segmento 

nodal 
Raiz 

Média  

0,0 0,000 a B 0,000 a B 0,000 b B  1,964 a A 0,000 a B 0,393 a 

2,5 0,000 a C 0,000 a C 0,255 a B 1,369 b A 0,000 a C 0,325 ab

5,0 0,000 a C 0,000 a C 0,174 ab B 1,088 cd A 0,000 a C 0,252 b 

7,5 0,000 a B 0,000 a B 0,083 ab B 1,257 bc A 0,000 a B 0,268 b 

10,0 0,000 a C 0,000 a C 0,209 ab B 1,009 d A 0,000 a C 0,244 b 

Média 0,000 c 0,000 c 0,144 b 1,337 a 0,000 c  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Para a produção de raízes, pode-se observar que o meio Pierik acrescido de AIB 

(0,391) foi superior estatisticamente às demais auxinas, e as concentrações 2,5, 5,0, 7,5 

e 10,0 µM, diferiram, apenas, do meio sem regulador (Tabela 12). 
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Os explantes com a maior média de produção de raízes foram o segmento nodal 

e segmento de raiz, com 0,415 e 0,438, respectivamente, sendo estatisticamente 

superiores aos demais (Tabela 13). Dos tratamentos com segmento nodal, o acréscimo 

de AIB ao meio de cultura (0,871) foi estatisticamente superior aos demais reguladores 

de crescimento (Figura 1J). O mesmo ocorreu com o explante de segmento de raiz, no 

qual, o acréscimo de AIB (1,256) também diferiu estatisticamente aos demais 

tratamentos (Figura 1L; Tabela 13). Para o segmento nodal, não houve diferença 

significativa entre as concentrações das auxinas testadas. Entretanto, verificou-se que 

para o segmento de raiz, é necessária a adição de auxinas para a proliferação de raízes. 

(Tabela 14).  

 

Tabela 12. Produção de raízes em fontes de explantes de Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, em função do tipo e da concentração da auxina, aos 60 dias de cultivo in vitro. 
Viçosa, MG, 2009 

Concentração da auxina (µM)  
Auxinas 

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 Média 

ANA 0,104 a A 0,257 ab A 0,000 c A 0,091 b A 0,042 b A 0,099 C 

AIA 0,104 a AB 0,092 bc B 0,296 ab AB 0,077 b B 0,389 a A 0,191 B 

AIB 0,000 a B 0,389 a A 0,445 a A 0,668 a A 0,452 a A 0,391 A 

2,4-D 0,104 a A 0,185 abc A 0,083 bc A 0,140 b A 0,077 b A 0,118 BC 

Picloram 0,000 a A 0,000 c A 0,083 bc A 0,062 b A 0,042 b A 0,037 C 

Média 0,062 b 0,185 ab 0,181 ab 0,207 a 0,200 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Tabela 13. Raízes formadas em Anthurium andraeanum cv. Eidibel, em função do tipo 
de auxina e da fonte de explante, aos 60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Fonte de explante  

Auxinas Folha 
inteira 

Folha 
seccionad

a 
Pecíolo 

Segmento 
nodal 

Raiz 
Média  

ANA  0,000 a B 0,000 a B 0,049 a AB 0,257 bc A 0,182 c AB 0,098 C 

AIA 0,000 a B 0,000 a B 0,042 a A 0,486 b A 0,512 b B 0,208 B 

AIB 0,000 a C 0,000 a C 0,199 a C 0,871 a B 1,256 a A 0,465 A 

2,4-D 0,000 a B 0,000 a B 0,074 a B 0,363 b A 0,165 c AB 0,120 BC

Picloram 0,000 a A 0,000 a A 0,049 a A 0,099 c A 0,074 c A 0,044 C 

Média   0,000 b 0,000 b 0,082 b 0,415 a 0,438 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Tabela 14. Raízes formadas em Anthurium andraeanum cv. Eidibel, em função da 
concentração da auxina e da fonte de explante, aos 60 dias de cultivo in vitro. Viçosa, 
MG, 2009 

Fonte de explante  Conc. da  

auxina  

(µM) 
Folha 
inteira 

Folha 
seccionada 

Pecíolo 
Segmento  

nodal 
Raiz 

Média  

0,0 0,000 a A 0,000 a A 0,000 a A 0,311 a A 0,000 b A 0,062 b 

2,5 0,000 a C 0,000 a C 0,139 a BC 0,336 a AB 0,448 a A 0,185 ab

5,0 0,000 a B 0,000 a B 0,042 a B 0,436 a A 0,429 a A 0,181 ab

7,5 0,000 a B 0,000 a B 0,077 a B 0,478 a A 0,482 a A 0,207 a 

10,0 0,000 a B 0,000 a B 0,091 a B 0,431 a A 0,479 a A 0,200 a 

Média   0,000 b 0,000 b 0,070 b 0,398 a 0,368 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Para a produção de brotos, o meio de cultura sem adição de auxinas foi 

adequado, desde que o explante a ser utilizado seja o segmento nodal. Para pecíolo há a 

necessidade de adição de auxina. Entretanto, para a produção de raízes, como também 

para a indução de culturas embriogênicas, faz-se necessário a adição de auxina, ao meio 

de cultura. Com isso, é necessário adicionar as auxinas recomendadas para se obter uma 

maior produção de raízes ou calos embriogênicos. Portanto, para a produção de calos 

embriogênicos as auxinas ANA e Picloram são indicadas, apesar de 2,4-D também ter 
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tido elevada produção, quando se utiliza explante de segmento nodal. Entretanto, em 

segmentos radiculares, a auxina mais indicada é AIB para a produção de raízes. 

 

5.1.2 Aspectos morfo-histológicos  

 
Os explantes, folha inteira, folha seccionada e segmento de raiz, inoculados em 

meio para indução de culturas embriogênicos, não produziram calos nem brotos. Muitos 

deles sofreram amarelecimento e/ou oxidação, a partir da quinta semana de cultivo in 

vitro (Figura 1G-H). Apesar disso, no meio de indução contendo 10 µM de 2,4-D, 

ocorreu a formação de uma massa calosa de coloração amarelo-esbranquiçado em 

alguns explantes de folha inteira, aos 60 dias de cultivo in vitro. Entretanto, esses calos 

não desenvolveram embriões somáticos ou mesmo formaram brotos.  

Em explantes de segmento nodal, observou-se um intumescimento das gemas e 

o desenvolvimento de raízes (Fig. 1J) e a proliferação de raízes em explantes de 

segmento de raiz (Fig. 1L). 

Após a quinta semana de cultivo, ocorreu intumescimento e oxidação nos 

explantes de segmento nodal e pecíolo, resultando na formação de calos primários. 

Estes calos eram semi-friáveis, de coloração amarela e crescimento radial (Fig. 1I; 1K). 

Na análise histoquímica, foi observada a natureza embriogênica dos calos 

produzidos (Fig. 2B) a partir da dupla coloração com carmim acético e azul de Evans. 

Dessa forma, observou-se que os calos produzidos a partir de segmento nodal, 

inoculado em meio acrescido de 10 µM de ANA, reagiram fortemente ao carmim 

acético, revelando possuírem características embriogênicas, e não apenas massas 

calosas (Fig. 2C). Posteriormente, com as mesmas estruturas, realizou-se o teste de 

lugol, para a detecção de amido, constatando-se que os calos produzidos possuíam 

grande quantidade de grãos de amido, ratificando assim, que estes calos realmente 

possuem características de culturas embriogênicas (Fig. 2D). 

Aos 60 dias de cultivo, pode-se observar, por meio dos cortes histológicos, que 

os calos produzidos com a utilização de segmento nodal em meio suplementado com 

ANA, Picloram e 2,4-D, se desenvolveram de forma e em tempos diferentes. Pode-se 

observar características de embriões somáticos com a presença de procâmbio e 

delimitações da protoderme bem definidas, nos meio contendo 10 µM de 2,4-D (Fig. 

2E) e 10 µM de ANA (Fig. 2F). Em calos embriogênicos formados a partir de 10 µM de 

Picloram (Fig. 2G), observam-se embriões com início de formação, apenas com 
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protoderme bem definida, sem sinais de vascularização dos embriões somáticos. 

Entretanto, os embriões somáticos produzidos em 10 µM de ANA, apresentaram melhor 

desenvolvimento, além da presença de procâmbio e protoderme, demonstram início de 

sinais de polarização dos embriões formados (Fig. 2F). 

Dessa forma, para iniciar o experimento de pré-maturação dos embriões 

somáticos, calos embriogênicos, produzidos em meio acrescido 10 µM de ANA, foram 

selecionados e subcultivados no mesmo meio de cultura. O critério de seleção foi a 

presença de setores com grande capacidade de proliferação, e crescimento embrionário 

com sinais de polarização. 
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Figura 1. Propagação in vitro de Anthurium andraeanum cv. Eidibel cultivado em meio 
Pierik, após 60 dias de cultivo. (A) Planta desenvolvida in vitro, a partir da qual, os 
explantes foram excisados. (B) Explante de segmento nodal. (C) Explante de pecíolo. 
(D) Explante de segmento de raiz. (E) Explante de folha inteira. (F) Explante de folha 
seccionada. (G) Folha inteira com início de oxidação. (H) Folha seccionada ao meio 
com início de oxidação. (I) Pecíolo com formação de calos embriogênicos em meio 
contendo 10 µM de ANA. (J) Segmento nodal com formação de raízes e de brotos em 
meio adicionado de 7,5 µM de AIB. (K) Segmento nodal com formação de calos 
embriogênicos em meio suplementado com 10 µM de ANA. (L) Segmento de raiz com 
formação de raízes, em meio com 10,0 µM de AIB. 
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Figura 2. Indução de culturas embriogênicas em explantes de segmentos nodais de 
Anthurium andraeanum cv. Eidibel. (A) Explante inicial (0 dia): segmento nodal 
cultivado em meio contendo 10 µM de ANA. (B) Explante final (60 dias): Calos 
embriogênicos induzidos em 10 µM de ANA. (C) Culturas embriogênicas, em 10 µM 
de ANA, no qual as células de coloração vermelha revelam características 
embriogênicas. (D) Culturas embriogênicas, provenientes de 10 µM de ANA, corada 
com lugol para detecção de amido (reação positiva: coloração marrom). (E-G) Seções 
transversais de embriões somáticos aos 60 dias de cultivo. (E) Embriões somáticos 
formados em 10 µM de 2,4-D, com início da formação de procâmbio e protoderme. (F) 
Embriões somáticos em 10 µM de ANA, com início da formação de procâmbio e 
protoderme. (G) Início da formação de embriões somáticos em 10 µM de Picloram com  
protoderme e ráfide. Eb: embriões; Pc: procâmbio; Pt: protoderme; Rp: ráfide. 
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5.2. Experimento II: Pré-maturação dos embriões somáticos 

 
 
5.2.1 Análise dos dados 

 
Ao fim do experimento, apesar dos calos embriogênicos de Anthurium 

andraeanum cv. Eidibel permanecerem aglomerados, os embriões somáticos se 

desenvolveram normalmente, ou seja, não houve liberação dos embriões somáticos da 

massa embriogênica. Na fase de pré-maturação dos embriões somáticos, alguns calos 

apresentaram desenvolvimento embrionário para as sucessivas fases da embriogênese, 

de globular a maduros. No entanto, devido ao tratamento, alguns calos continuaram na 

fase de indução de culturas embriogênicas, sendo definidos como embriogênese 

somática secundária.  

Pela análise de variância, as interações das fontes de variação: meio nutritivos 

(MN); concentração de 2,4-D (2,4-D) e de cinetina (CIN) foram estatisticamente 

significativas, a 5% de probabilidade pelo teste F, para as variáveis analisadas: massa 

dos calos embriogênicos (MCE), no qual houve diferença apenas para o meio nutritivo; 

produção de embriões somáticos (PES), não houve diferença estatística nas interações; 

produção de embriogênese somática secundária (PESS), diferenças ocorreram para o 

meio nutritivo, concentração de cinetina e a interação MN*2,4-D; porcentagem de 

oxidação (%OX), não foi significativo apenas para meio nutritivo (Tabela 15). 
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Tabela 15. Análise de variância dos dados obtidos da pré-maturação dos embriões 
somáticos de Anthurium andraeanum cv. Eidibel, quanto aos fatores: meio nutritivo 
(MN); concentração de 2,4-D (2,4-D) e concentração de cinetina (CIN) para as 
características analisadas: massa dos calos embriogênicos (MCE); produção de 
embriões somáticos (PES); produção de embriogênese somática secundária (PESS); 
porcentagem de oxidação (%OX), avaliados aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 
2009 

Quadrados médios 

FV GL MCE PES PESS %OX 

MN 1 4,1853* 5,1302* 3,9684* 468,0612 ns 

2,4-D 3 0,0105 ns 1,1126* 0,4342 ns 7393,4280 *

CIN 3 0,1219 ns 1,0799* 0,7060 * 3912,9066 *

MN*2,4-D 3 0,0102ns 0,2414 ns 0,9009* 2368,9833 *

MN*CIN 3 0,0305ns 0,4974 ns 0,2867 ns 2810,4271 *

2,4-D*CIN 3 0,0404 ns 0,0867 ns 0,2620 ns 2223,7865 *

MN*2,4-
D*CIN 

3 0,0035 ns 0,9929ns 0,4091 ns 1329,5493 *

Resíduo 80 0,0535 0,1736 0,2235 397,8718 

CV (%)  47,41 21,82 38,51 61,01 

* e ns significativo e não significativo, a 5% de probabilidade pelo teste F. 
 

Analisada aos 45 dias de cultivo, observa-se que o meio nutritivo influencia o 

desenvolvimento da massa dos calos. Maiores médias de massas frescas foram 

observadas em meio AA2 (0,704), no qual ocorreu elevada proliferação de calos 

(Tabela 16), além de visível intumescimento dos calos embriogênicos.  

 

Tabela 16. Massa fresca dos calos embriogênicos de Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, em função do meio nutritivo, aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Meios nutritivos Médias (g) 

Pierik 0,273 b  

AA2 0,704 a  

Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Considerando a produção de embriões somáticos, o meio nutritivo mais indicado 

foi o Pierik (4,311), que foi superior estatisticamente ao meio AA2 (2,600). Da mesma 

forma, o meio sem a adição de 2,4-D (4,100) não foi superior estatisticamente quando 
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adicionado 4,52 µM de 2,4-D. Para as concentrações de cinetina, houve a maior pré-

maturação dos embriões somáticos em meio acrescido com 0,47 µM de cinetina, sendo 

superior as demais, a 5% de significância (Tabela 17). 

A produção de embriogênese somática secundária foi superior estatisticamente 

em meio Pierik (1,933), quando comparando ao meio AA2 (0,689). A concentração de 

9,05 µM de 2,4-D (3,20), em meio Pierik, foi superior às demais concentrações, a 5% de 

significância (Tabela 18). Quando não houve adição de cinetina ao meio Pierik (3,067), 

a indução de embriogênese somática secundária apresentou-se mais elevada, quando 

comparado às demais concentrações (Tabela 19). Com isso, pode-se observar que a 

indução de culturas embriogênicas foi continuada quando adicionada elevadas 

concentrações de 2,4-D ao meio de cultura, resultando em aumento na produção de 

calos embriogênicos, e consequente redução na pré-maturação dos embriões somáticos. 

Dessa forma, na ausência de 2,4-D no meio de cultura (1,200) houve menor indução de 

embriogênese secundária, a 5% de significância (Tabela 18). Bem como, a adição ao 

meio Pierik tanto de 0,47 µM quanto de 2,32 µM de cinetina resultou em menor 

formação de embriogênese somática secundária (Tabela 19). 

 

Tabela 17. Produção de embriões somáticos de Anthurium andraeanum cv. Eidibel, 
para o experimento de maturação, em função do meio nutritivo, da concentração de 2,4-
D e de cinetina, aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Meio nutritivo 
Médias 

Pierik 4,311 a  

AA2 2,600 b  

Concentração de 2,4-D (µM)  

0,0 4,100 a  

4,52 2,800 b  

9,05 3,467 ab 

Concentração de cinetina (µM)  

0,0 3,133 b  

0,47 4,133 a  

2,32 3,100 b 

 Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Tabela 18. Produção de embriogênese somática secundária em Anthurium andraeanum 
cv. Eidibel, em função dos fatores meio nutritivo e da concentração de 2,4-D, aos 45 
dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de 2,4-D (µM)  
Meio nutritivo 

0,0 4,52 9,05 Média  

Pierik  1,200 a B 1,400 a B 3,200 a A 1,933 A 

AA2 0,867 a A 0,667 a A 0,533 b A 0,689 B 

Média 1,033 a 1,033 a 1,867 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Tabela 19. Produção de embriogênese somática secundária em Anthurium andraeanum 
cv. Eidibel, em função do meio nutritivo e da concentração de cinetina, aos 45 dias de 
cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de cinetina (µM)  
Meio nutritivo 

0,0 0,47 2,32 Média  

Pierik  3,067 a A 1,333 a B 1,400 a B 1,933 A 

AA2 0,867 b A 0,467 a A 0,733 a A 0,689 B 

Média 1,967 a 0,900 b 1,067 ab  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Houve maior porcentagem de oxidação, quando utilizado o meio Pierik 

acrescido de 4,52 (63,3%) ou 9,05 µM (41,7%) de 2,4-D diferindo do meio sem adição 

do mesmo regulador de crescimento (4,3%), a 5% de significância (Tabela 20). O 

mesmo meio, acrescido de 2,32 µM de cinetina (47,2%), não diferiu estatisticamente 

apenas do meio sem a adição da citada citocinina (50,3%), no qual, observou-se no 

meio Pierik acrescido com 0,47 µM de cinetina a menor porcentagem de oxidação, 8% 

(Tabela 21). Ou seja, houve um aumento na porcentagem de oxidação nos calos 

embriogênicos quando adicionado ao meio de cultura as concentrações de 9,05 µM de 

2,4-D + 2,32 µM de cinetina (69,6%), ou 4,52 µM de 2,4-D + 2,32 µM de cinetina 

(74,8%) (Tabela 22). Dessa forma, observa-se menor porcentagem de oxidação nos 

meios sem a adição de 2,4-D, independentemente da concentração de cinetina. 
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Tabela 20. Porcentagem de oxidação das culturas embriogênicas de Anthurium 
andraeanum cv. Eidibel, em função dos fatores meio nutritivo e da concentração de 2,4-
D, aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de 2,4-D (µM)  
Meio nutritivo 

0,0 4,52 9,05 Média  

Pierik  4,3 a B 63,3 a A 41,7 a A 36,4 A 

AA2 8,9 a B 21,5 b B 52,3 a A 27,5 B 

Média 6,6 b 42,4 a 47,0 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Tabela 21. Porcentagem de oxidação das culturas embriogênicas de Anthurium 
andraeanum cv. Eidibel, em função dos fatores meio nutritivo e da concentração de 
cinetina, aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de cinetina (µM)  
Meio nutritivo 

0,0 0,47 2,32 Média  

Pierik  50,3 a A 8,0 a B 47,2 a A 35,2 A 

AA2 10,3 b B 20,5 a B 51,0 a A 27,3 B 

Média 30,3 b 14,3 b 49,1 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Tabela 22. Porcentagem de oxidação das culturas embriogênicas de Anthurium 
andraeanum cv. Eidibel, em função da concentração de 2,4-D e de cinetina, aos 45 dias 
de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de cinetina (µM)  
Concentração de 2,4-D (µM) 

0,0 0,47 2,32 Média  

0,0 9,6 b A 2,5 b A 8,5 b A 6,9 B 

4,52 15,2 b B 37,3 a B 74,8 a A 42,4 A 

9,05 67,1 a A 9,9 ab B 69,6 a A 48,9 A 

Média 30,6 b 16,6 b 51,0 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Quanto à coloração dos calos embriogênicos, houve maior somatório nos 

tratamentos T6 (Pierik acrescido de 4,52 µM de 2,4-D e 2,32 µM de cinetina) e T18 

(AA2 acrescido de 9,05 µM de 2,4-D e 0,47 µM de cinetina), em que a coloração escura 

dos calos prevaleceu, devido à oxidação encontrada nesses tratamentos. Entretanto, o T7 

(Pierik acrescido de 9,05 µM de 2,4-D) obteve o menor somatório, comparando-o aos 
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demais, no qual a coloração amarela prevaleceu, sendo essa a mesma observada em 

calos do experimento de indução de culturas embriogênicas (Figura 3A).  

Dessa forma, a produção de embriões somáticos secundários foi estatisticamente 

superior no T7 (Pierik acrescido de 9,05 µM de 2,4-D) (Tabela 18 e 19). O mesmo 

aconteceu para a variável não-paramétrica coloração das culturas embriogênicas, no 

qual constatou-se a produção de calos de coloração amarela, mesma cor encontrada nos 

calos produzidos no experimentro de indução de calos embriogênicas. Ou seja, a 

concentração de 9,05 µM de 2,4-D pode ser usada para a indução de calos 

embriogênicos em segmentos nodais do cultivar Eidibel.  

A maior porcentagem de oxidação foi encontrada em meio Pierik suplementado 

com 4,52 e 9,05 µM de 2,4-D na combinação com 2,32 µM de cinetina ou sem 

acréscimo da citocinina. Para a variável não-paramétrica coloração, observou-se a cor 

marrom nesses tratamentos (T4; T5; T7; T9), comprovando a oxidação das culturas 

embriogênicas.  

Para textura, os maiores somatórios foram encontrados nos tratamentos T17 

(AA2 acrescido de 9,05 µM de 2,4-D e 0,47 µM de cinetina), T18 (AA2 acrescido de 

9,05 µM de 2,4-D e 2,32 µM de cinetina) e T6 (Pierik acrescido de 4,52 µM de 2,4-D e 

2,32 µM de cinetina), no qual os calos permaneceram com maior grau de compactação 

em comparação como os demais tratamentos. Nos tratamento T2 (Pierik acrescido de 

0,47 µM de cinetina), T3 (Pierik acrescido de 2,32 µM de cinetina) e T7 (Pierik 

acrescido de 9,05 µM de 2,4-D) foram encontrados os menores somatórios, indicando 

os tratamentos com os calos mais friáveis (Figura 3B). 

Quanto ao desenvolvimento dos embriões, houve maior somatório nos 

tratamentos T11 (AA2 sem acréscimo de fitorregulador) e T12 (AA2 acrescido de 0,47 

µM de cinetina), seguidos do T2 (Pierik acrescido de 0,47 µM de cinetina), em que 

houve desenvolvimento dos embriões, passando por pré-maturação até maturação 

(Figura 3C; Fig. 4E;F). 
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Desenvolvimento embrionário

Figura 3. Teste de Kruskal-Wallis para dados ranqueados de coloração (A), textura (B) 
e desenvolvimento embrionário (C) de calos embriogênicos de Anthurium andraeanum 
cv. Eidibel, aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009. 

 

 

5.2.2 Aspectos morfo-histológicos 

 

Subseqüentemente à indução e proliferação de culturas embriogênicas, os calos 

produzidos em Pierik acrescido de 10,0 µM de ANA (Fig. 4A) foram inoculados em 

meio Pierik sem regulador de crescimento, e após 45 dias de cultivo, observou-se início 

de formação de embriões somáticos, a partir dos calos embriogênicos formados em 

meio Pierik sem regulador (Fig. 4B). Em meio Pierik acrescido com 0,47 µM de 

cinetina a análise histológica revelou estruturas globulares com protoderme bem 

delimitada, além da formação de meristemóides (Fig. 4C), como também, detalhes do 

desenvolvimento do embrião somático em estádio globular. Observa-se protoderme 

bem definida e presença de procâmbio, evidenciando a presença de um sistema vascular 

fechado, demonstrando assim, sinais de polarização (Fig. 4D).  
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A maioria dos embriões somáticos formados em meio Pierik acrescido de 0,47 

µM de cinetina (Fig. 4E) desenvolveu-se com sinais de polarização completa, 

Entretanto, foram observados embriões em vários estádios de desenvolvimento (Fig. 

4F). Em cortes histológicos realizados em embriões no último estádio de 

desenvolvimento, confirma-se a presença de folha primária, além da formação de zona 

meristemática (Fig. 4G). 
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Figura 4. Pré-maturação de culturas embriogênicas de Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, cultivados em meio Pierik. (A) Explante inicial (0 dias): calo embriogênico 
cultivado com 10 µM de ANA. (B-G) 45 dias de cultivo. (B) Calos embriogênicos com 
início de formação de embrião somático.  (C) Detalhes de meristemóide e embriões 
somáticos em estádio globular com protoderme bem definida. (D) Embriões somáticos 
em estádio avançado de desenvolvimento, com protoderme e procâmbio bem definidos. 
(E) Explante final: Calos embriogênicos com maturação completa. (F) Embriões 
somáticos nos estádios: globular, coleóptilo, vegetativo juvenil e maturação. (G) 
Maturação completa dos embriões somáticos, demonstrando zona meristemática 
evidente. Eb: embriões; Pc: procâmbio; Pt: protoderme; Cl: calo; Mt: meristemóides; 
Mz: zona meristemática; Fp: folha primária. 
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5.3. Experimento III: Maturação dos embriões somáticos e regeneração de plantas 

 
 
5.3.1 Análise dos dados 

 
Na fase de maturação das culturas embriogênicas, alguns calos de embriões 

somáticos apresentaram-se com a completa conversão em plantas; outros com embriões 

com maturação incompleta; e alguns calos com oxidação. Pela análise de variância, não 

houve interações das fontes de variação: meio de cultivo, líquido ou semi-sólido (MC); 

meio nutritivo (MN); concentração de cinetina (CIN); foram estatisticamente 

significativas, a 5% de probabilidade pelo teste F, apenas para: número de calos com 

embriões maturados (NCEM) e porcentagem de conversão em plantas (%CP), na 

interação MC*CIN; porcentagem de oxidação (%OX), para MC e MN; e número de 

embriões germinados (NEG), para MN e CIN (Tabela 23). 

 

Tabela 23. Quadrados médios dos dados obtidos do experimento de germinação de 
embriões somáticos de Anthurium andraeanum cv. Eidibel, representando os fatores 
testados: consistência do meio de cultivo, meio líquido ou semi-sólido (MC); meio 
nutritivo (MN); concentração de cinetina (CIN), suas respectivas interações e as 
variáveis analisadas: número de calos com embriões maturados (NCEM); porcentagem 
de conversão em planta (%CP); porcentagem de oxidação (%OX); número de embriões 
com maturação completa (NEMC), avaliados aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, 
MG, 2009 

Quadrados médios 

FV GL NCEM %CP  %OX NEMC 

MC 1 0,6883ns 699,9515ns 2699,9651* 12,80ns 

MN 1 0,3700ns 267,4035ns 27131,8140* 245,00* 

CIN 3 0,4729ns 1369,1643ns 508,1240ns 209,10* 

MC*MN 1 0,0003ns 120,1260ns 1352,8891ns 192,20ns 

MC*CIN 3 0,7500* 2055,1978* 1048,2219 ns 125,30 ns 

MN*CIN 3 0,1590ns 377,7103ns 638,1096ns 69,90ns 

MC*MN*CIN 3 0,0074ns 14,7657ns 204,2719 ns 55,1667 ns 

Resíduo 64 0,2303 501,8675 629,2866 59,5125 

CV (%)  43,80 130,60 55,98 114,11 

* e ns significativo e não significativo, a 5% de probabilidade pelo teste F. 
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 As variáveis, número de calos embriogênicos com embriões maturados e 

porcentagem de conversão em plantas, comportaram-se de maneira semelhante. Para o 

número de calos embriogênicos com embriões maturados, observou-se que não houve 

diferenças estatísticas entre os meios líquido e semi-sólido. Entretanto, a concentração 

de 2,32 µM de cinetina diferiu apenas da concentração de 1,16 µM, a 5% de 

significância, quando utilizou-se o meio de cultivo líquido (Tabela 24). Para a 

porcentagem de conversão em plantas, o meio líquido (15,32%) não diferiu do meio 

semi-sólido (8,42%), a 5% de significância. Porém, o meio líquido acrescido de 2,32 

µM de cinetina (41,18%) não diferiu apenas da concentração de 4,64 µM de cinetina 

(13,94%) (Tabela 25).  

 

Tabela 24. Número de calos com embriões maturados de Anthurium andraeanum cv. 
Eidibel, em função da consistência do meio de cultivo e da concentração de cinetina, 
aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de cinetina (µM)  Consistência 
do meio de 

cultivo 0,0 1,16 2,32 4,64 Média 

Líquido 0,700 a AB 0,500 a B 2,200 a A 1,200 a AB 1,150 A 

Semi-sólido 0,100 a A 1,000 a A 0,400 b A 1,500 a A 0,750 A 

Média 0,400 a 0,750 a 1,300 a 1,350 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
  

Tabela 25. Porcentagem de conversão em plantas por cultura embriogênica de 
Anthurium andraeanum cv. Eidibel, em função da consistência do meio de cultivo e 
concentração de cinetina, aos 45 dias de cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de cinetina (µM)  Consistência 
do meio de 

cultivo 0,0 1,16 2,32 4,64 Média 

Líquido 5,28 a B 0,86 a B 41,18 a A 13,94 a AB 15,32 A 

Semi-sólido 0,22 a A 11,02 a A 1,81 b A 20,62 a A 8,42 A 

Média 2,75 a 5,94 a 21,50 a 17,28 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 Para a porcentagem de oxidação das culturas com embriões somáticos, o meio 

de cultivo semi-sólido (56,89%) foi superior ao meio líquido (40,89%), a 5% de 

probabilidade. Porém, para o meio Pierik não houve diferença estatística entre os meios 
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de cultivo líquido (17,47%) e semi-sólido (22,17%), permanecendo valores baixos para 

essa variável. O meio nutritivo AA2 foi superior estatisticamente, quanto à oxidação, 

nas consistências líquida (64,31%) e semi-sólida (91,60%), comparando-o ao meio 

Pierik (Tabela 26).  

Para o número de embriões com maturação completa da cultivar Eidibel houve 

diferença estatística entre os meios nutritivos, no qual o meio Pierik (6,35) foi superior 

ao AA2 (2,85), a 5% de probabilidade. Enquanto a concentração de 4,64 µM de cinetina 

(13,20) foi estatisticamente superior ao meio sem fitorregulador (1,70) (Tabela 27). 

 

Tabela 26. Porcentagem de oxidação de Anthurium andraeanum cv. Eidibel, em função 
da consistência e da composição de meio de cultura, aos 45 dias de cultivo in vitro. 
Viçosa, MG, 2009 

Meios nutritivos  Consistência 
do meio de 

cultivo Pierik AA2 Média  

Líquido  17,47 a B 64,31 b A 40,89 B 

Semi-sólido 22,17 a B 91,60 a A 56,89 A 

Média 19,82 b 77,96 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Tabela 27. Número de embriões com maturação completa de Anthurium andraeanum 
cv. Eidibel, em função do meio nutritivo e da concentração de cinetina, aos 45 dias de 
cultivo in vitro. Viçosa, MG, 2009 

Concentração de cinetina (µM)  Meio 
nutritivo 0,0 1,16 2,32 4,64 Média  

Pierik  1,70 a B 4,50 a AB 6,00 a AB 13,20 a A 6,35 A 

AA2 1,20 a A 1,10 a A 4,70 a A 4,40 b A 2,85 B 

Média 1,45 b 2,80 ab 5,35 ab 8,80 a  

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas, nas colunas, e maiúsculas, nas linhas, diferem entre si, 
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

O número de calos embriogênicos com embriões maturados foi superior em 

meio líquido acrescido 2,32 µM de cinetina (Tabela 24); e no mesmo meio observou-se 

maior conversão em plantas (Tabela 25). Entretanto, para as duas variáveis, líquido 

(13,94) e semi-sólido (20,62), o meio acrescido de 4,64 µM de cinetina também 

demonstrou-se competente na conversão em plantas. Para o número de embriões com 

maturação completa, o meio Pierik acrescido de 4,64 µM de cinetina (13,20) foi o mais 
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indicado, ainda que o acréscimo de 2,32 µM (6,00) tenha sido satisfatório (Tabela 27). 

A oxidação ocorreu com menor freqüência em meio Pierik líquido (17,47%) ou semi-

sólido (22,17%) (Tabela 26). Diante do que foi exposto, recomenda-se, para a obtenção 

de embriões somáticos maduros e posterior conversão em plantas, a utilização do meio 

Pierik semi-sólido acrescido de 2,32 µM de cinetina, no qual, comportou-se com 

superioridade aos demais tratamentos, principalmente pela melhor conversão em 

plantas. 

 

 

5.3.2 Aspectos morfológicos 

 

Para investigar o procedimento de conversão dos embriões somáticos formados 

e subseqüente regeneração em plantas, os tratamentos foram avaliados aos 45 dias de 

cultivo in vitro. Observou-se um desenvolvimento normal dos embriões somáticos em 

brotos, com posterior formação de planta completa, com parte aérea e radicular, em 

meio Pierik acrescido de 2,32 µM de cinetina (Fig. 5A). Resultados semelhantes foram 

observados neste mesmo meio, mas na consistência líquida (Fig. 5C). Entretanto, o 

desenvolvimento radicular foi maior quando as plantas foram produzidas em meio semi-

sólido.  

Em muitos casos observou-se a oxidação completa dos embriões somáticos, 

principalmente em meio AA2, como também, mudanças apenas na coloração, de 

amarelo para verde escuro, dos calos de embriões somáticos, sem posterior regeneração 

em plantas (Fig. 5B).  

As plantas, regeneradas em meio Pierik acrescido de 2,32 µM de cinetina, foram 

retiradas do meio de cultura (Fig. 5D), separadas (Fig. 5E) e transplantadas em número 

de cinco plantas em frascos (Fig. 5F) com tampa, objetivando-se manter o ambiente 

bastante úmido, permanecendo nessas condições por dois meses. Após esse período, as 

mudas foram transplantadas individualmente para copos plásticos de 300 cm3, 

conservando o mesmo substrato, e mantidas em casa de vegetação com ventilação 

forçada, e umidade controlada (Fig. 5G).  
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Figura 5. Maturação (A-E) e aclimatização (F-G) de Anthurium andraeanum cv. Eidibel 
a partir de embriões somáticos. (A) Embriões formados em meio semi-sólido Pierik, 
acrescido de 2,32 µM de cinetina. (B) Embriões em meio semi-sólido Pierik sem 
fitorregulador. (C) Embriões em meio Pierik líquido, acrescido de 2,32 µM de cinetina.  
(D e E) Plantas obtidas a partir da conversão de embriões somáticos. (F) Plantas 
aclimatizadas com luz artificial e temperatura ambiente, aos dois meses. (G) Planta com 
cinco meses de idade em casa de vegetação.  
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6. DISCUSSÃO 
 

 

6.1. Experimento I: Indução de culturas embriogênicas 

 
 

A indução da embriogênese somática em Anthurium andraeanum cv. Eidibel 

depende de uma série de fatores, entre os quais podem ser citados: o tipo e a 

concentração dos fitorreguladores auxinas e citocininas, e a fonte de explante. No 

presente estudo, os explantes de folha inteira, folha seccionada e segmento de raiz não 

produziram calos embriogênicos, oxidando a partir da quinta semana de cultivo in vitro. 

Entretanto, os explantes de pecíolo e, principalmente, os de segmento nodal, 

apresentaram-se como os mais responsivos para ‘Eidibel’.  

Kuehnle e colaboradores (1992) induziram calos em explantes de folha e pecíolo 

de um híbrido de Anthurium andraeanum. Entretanto, os autores constataram que para o 

genótipo estudado, a produção de embriões somáticos, em explantes de pecíolo foi 

inferior, quando comparada ao explante de folha, diferente dos resultados observados 

para a cultivar Eidibel. Bautista et al. (2008), trabalhando com segmentos de folha de 

Anthurium andraeanum Lind. var. Lambada, observaram a presença de calos a partir da 

quarta semana de cultivo in vitro. Resultados semelhantes foram observados por 

Hamidah et al. (1997), no qual, testando três fontes de explantes (folhas, pecíolos e 

raízes) de Anthurium scherzerianum, constataram que explantes de folha foram mais 

responsivos, quando comparados aos de pecíolo e raiz. Entretanto, os mesmos autores 

relatam que em explantes de pecíolo, os calos produzidos foram observados em ambas 

as extremidades, de forma semelhante à verificada nos explantes de pecíolo e segmento 

nodal (Fig. 2B) da cultivar Eidibel em estudo.  

No presente trabalho constatou-se diferenças entre as respostas morfogenéticas 

nas diferentes fontes testadas de explantes de ‘Eidibel’, em que pecíolo e segmento 

nodal foram os mais competentes para indução de culturas embriogênicas. Guerra et al. 
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(1998) ressaltam que as respostas às condições de cultivo podem variar quanto à fonte 

de explante, em função da espécie estudada. Krishnaraj e Vasil (1995) acrescentam que 

o genótipo é considerado um fator muito importante na resposta, ou seja, no 

desenvolvimento e na fisiologia dos explantes em cultura de tecidos. Foi o que ressaltou 

Pierik (1976), quando induziu a formação de calos em explantes de segmentos de folha 

em 38 genótipos de Anthurium andraeanum, destes, 31 apresentaram produção 

satisfatória de calos, quatro pouca formação de calos e três genótipos não produziram 

este tipo de estrutura. Portanto, em virtude da genótipo-dependência para as respostas 

morfogênicas, os procedimentos de propagação in vitro não podem ser aplicados para 

todas as espécies de Anthurium. 

O presente estudo confirma que a auxina ANA, na concentração de 10,0 µM,  

foi o fitorregulador mais eficiente para o estabelecimento de calos embriogênicos em 

segmento nodal de antúrio ‘Eidibel’. Entretanto, constatou-se que o uso das auxinas 

Picloram e 2,4-D também está envolvido na indução e iniciação de culturas 

embriogênicas neste cultivar. Guerra e colaboradores (1998) descrevem que culturas 

embriogenéticas são geralmente iniciadas a partir do cultivo de explantes em meio semi-

sólido, contendo altos níveis de auxinas (ANA, 2,4-D ou Picloram).  

Vários estudos têm revelado o papel fundamental da aplicação de auxinas 

exógenas como indutores da embriogênese, principalmente o 2,4-D. Esta auxina tem 

sido considerada a mais indicada para a indução de embriogênese somática em antúrios. 

Kuehnle et al. (1992) e Matsumoto e Kuehnle (1996) induziram embriões somáticos nas 

concentrações de 4,52 a 18,00 µM de 2,4-D e de 1,39 a 4,56 µM de cinetina. Entretanto, 

Puchooa (2005), em variedades de Anthurium andraeanum, obteve maior formação de 

calos em explantes cultivados em meio de cultura contendo uma combinação 0,45 µM 

de 2,4-D e 4,44 µM de cinetina. Hamidah et al. (1997) testaram as auxinas AIA, AIB, 

ANA e 2,4-D para induzir embriões somáticos, no entanto, constataram que o meio 

acrescido com 18 µM de 2,4-D promoveu as maiores taxas de produção de calos 

embriogênicos. Bautista et al. (2008) obtiveram as maiores taxas de indução de calos 

embriogênicos em meio de cultura acrescido com 6,79 µM de 2,4-D. Krishnaraj e Vasil 

(1995) relatam que a melhor concentração de 2,4-D para induzir calos embriogênicos 

fica em torno de 4,52 a 18 µM.  

Entretanto, Guerra et al. (1998) ressaltam que a manutenção prolongada das 

culturas embriogênicas em meio com 2,4-D pode induzir variações genéticas e 

epigenéticas afetando seu potencial embriogênico. Além disso, os autores vêm 
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observando que os embriões somáticos tornam-se habituados durante períodos 

prolongados de subcultivos em 2,4-D, resultando na perda de potencial de maturação, e 

consequentemente, da capacidade da conversão dos embriões em plantas. Cangahuala-

Inocente (2007) também observou que a redução da conversão de plantas num sistema 

de embriogênese somática pode ser atribuída aos efeitos residuais da auxina forte 2,4-D 

empregada no processo de indução, e, provavelmente, estes efeitos podem ser 

minimizados com o uso da auxina Picloram. 

O Picloram é normalmente a auxina recomendada para induzir e/ou manter calos 

embriogênicos, embora existam relatos que esta auxina seja mais efetiva e mais forte do 

que o 2,4-D. Em Alstroemeria, também uma monocotiledônea, Lin e colaboradores 

(2000), utilizando Picloram em meio de cultura, observaram a formação inicial de calos 

embriogênicos. Steinmacher et. al. (2007) observaram um aumento na indução de 

culturas embriogênicas em Bactris gasipaes quando adicionado Picloram ao meio de 

cultura. Moura et al. (2008) relatam que a indução de calos embriogênicos em 

Acrocomia aculeata foi mais indicada em meio suplementado com 9 µM de Picloram. 

Ptak (2010), em Leucojum vernum L., obtiveram culturas embriogênicas em meio 

acrescido com Picloram. No entanto, Hutchinson et al. (1997), em meio acrescido de 

Picloram, obtiveram calos compactos de Alstroemeria, entretanto, quando estes calos 

foram subcultivados em meio de cultura acrescido com ANA, se tornaram friáveis. 

Othmani et al.(2009), trabalhando com Phoenix dactylifera L., outra monocotiledônea, 

notaram que o Picloram não induziu calos embriogênicos, mas sim elevada frequência 

de hiperhidricidade  e oxidação dos calos. 

Diversos estudos têm demonstrado o efeito promotor de outras auxinas 

sintéticas, como o Picloram, na indução de embriogênese somática. No presente estudo, 

a suplementação desta auxina ao meio de cultura, promoveu a formação de culturas 

embriogênicas. Entretanto, em estudos anatômicos, os embriões somáticos produzidos 

com esta auxina apresentaram-se em fase inicial de desenvolvimento, quando 

comparados aos embriões produzidos com as auxinas ANA e 2,4-D, na mesma época de 

avaliação (Fig. 2E, 2F, 2G). Os embriões somáticos produzidos em meio de cultura 

suplementado com ANA apresentaram-se mais desenvolvidos, com protoderme bem 

definida, presença de procâmbio, demonstrando sinais de polarização, favorecendo 

assim, a conversão de plantas ao final do processo.  

A polaridade dos embriões pode ser afetada em função do aumento nos níveis 

endógenos de auxina, acarretado devido ao aumento dos níveis exógenos aplicados ao 
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meio de cultura (Fischer & Neuhaus, 1996). Liu et al. (1993) acrescentam que o 

transporte polar, também chamado de transporte unidirecional das auxinas, é essencial 

para o estabelecimento da polaridade em embriões globulares. Taiz e Zeiger (2009) 

relatam que o transporte polar de auxinas, tanto naturais quanto sintéticas, afeta vários 

processos de desenvolvimento, incluindo o desenvolvimento do embrião. Filippi et al. 

(2001) produziram calos embriogênicos, em Musa spp., em meio suplementado com 5 e 

10 µM de Picloram, porém, os embriões obtidos não foram funcionais, demonstrando 

que a qualidade dos embriões somáticos formados é essencial para a excelente 

conversão em plantas.  

Alguns autores utilizaram a auxina ANA para a fase inicial da embriogênese 

somática, como: Nolan et al. (2009) que induziram embriogênese somática em 

explantes transformados de Medicago truncatula em meio suplementando com a 

combinação de 10 µM de ANA e 4,0 µM de BAP; e Aslam et al. (2008) que induziram 

e proliferaram calos de Catharanthus roseus na combinação de 6,72 µM de ANA e 5,37 

µM de BAP. No presente trabalho, o fitorregulador ANA também se comportou como a 

auxina sintética mais indicada na indução e proliferação de calos embriogênicos de 

Anthurium andraeanum cv. Eidibel. 

O genótipo, o explante, a fase de crescimento, o tipo e a concentração dos 

fitorreguladores exógenos tiveram efeitos marcantes na aquisição de competência 

embriogênica de Acca sellowiana (Guerra et al., 2001). O presente estudo corrobora 

essa informação, demonstrando que na espécie estudada, a fonte de explante, a 

concentração e o tipo de fitorregulador podem ser primordiais para a indução de 

culturas embriogênicas. 

Nos segmentos nodais de antúrio cv. Eidibel houve a proliferação de brotos a 

partir das gemas axilares pré-existentes, sem a necessidade da adição de auxina. Santos-

Serejo et al. (2006a) relatam que quando o explante é cultivado em meio basal sem 

fitorregulador ocorre o desenvolvimento de uma única planta, em decorrência do efeito 

da dominância apical.  

A proliferação de raízes da cultivar Eidibel foi obtida em explantes de segmento 

nodal e segmentos radiculares nas maiores concentrações de AIB. O enraizamento 

parece estar geralmente relacionado com o suprimento adequado de auxinas. Taiz e 

Zeiger (2009) relatam que embora o alongamento da raiz primária seja inibido por 

concentrações de auxinas maiores que 10-8M, a iniciação de raízes laterais (ramificadas) 

e raízes adventícias é estimulada por altos níveis de auxinas. Ou seja, o tipo de auxina e 
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a concentração utilizada influenciam diretamente a resposta à rizogênese. Diversas 

auxinas podem ser utilizadas, isoladamente ou em combinação, para o enraizamento, e 

as mais empregadas são AIB, AIA e ANA. As demais auxinas podem induzir a 

formação de calos (Santos-Serejo et al., 2006a). Grattapaglia e Machado (1998) 

confirmam que o 2,4-D, mesmo em baixas concentrações, estimulam a formação de 

calos, enquanto que o AIB é uma auxina muito eficaz para o enraizamento. A auxina 

ANA é bastante utilizada em meios de isolamento, no entanto, se adicionado em 

concentrações acima de alguns décimos de miligrama, tende a estimular a formação de 

calos, resultado observado na cultivar Eidibel.  

No presente estudo, o aumento gradativo de AIB resultou em maior proliferação 

de raízes em segmentos de raiz de antúrio cv. Eidibel, corroborando tais informações. 

 
 

6.2. Experimento II: Pré-maturação dos embriões somáticos 

 
 

A pré-maturação dos embriões somáticos de Anthurium andraeanum cv. Eidibel 

depende de vários fatores, entre os quais: meios nutritivos e as concentrações de 2,4-D e 

cinetina.  

A produção de embriões somáticos por culturas embriogênicas foi superior em 

meio de cultura Pierik acrescido de 0,47 µM de cinetina. Observou-se também menor 

produção de embriogênese somática secundária, demonstrando a competência na pré-

maturação dos embriões, e não em induzir culturas embriogênicas, além da baixa 

porcentagem de oxidação dos explantes. Para os testes não-paramétricos de textura e 

desenvolvimento embrionário constataram-se embriões pré-maturados com textura 

friável, e desenvolvimento embrionário superior aos demais tratamentos, com exceção 

dos meios AA2 sem regulador e AA2 com 0,47 µM  de cinetina (Fig. 3C). 

Os parâmetros coloração e textura têm sido utilizados com indicativos de 

material vegetal com capacidade regenerativa. Ou seja, as culturas embriogênicas 

produzidas no experimento de indução, tinham a mesma coloração e textura dos calos 

observados no meio acrescido com 9,05 µM  de 2,4-D para a pré-maturação. 

Comprovando os valores encontrados para a produção de embriogênese somática 

secundária, no determinado meio. Rai et al. (2007) observaram em Psidium guajava, 

nas concentrações de 4,52 e 9,05 µM  de 2,4-D, um aumento na indução de calos 

embriogênicos. Winkelmann et al. (2006), em Cyclamen persicum Mill., induziram 
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embriões somáticos em meio suplementando com 9,05 µM  de 2,4-D e 3,94 µM  de 

isopenteniladenina (2iP).  

Para a produção de embriões somáticos por culturas embriogênicas, Sané et al. 

(2006), em Phoenix dactylifera e Moura et al. (2008) em Acrocomia aculeata, 

utilizaram meio sem fitorregulador. No entanto, Bautista et al. (2008) observaram 

valores elevados de embriões somáticos pré-maturados em meio contendo 4,44 µM  de 

BAP, na cultura do Anthurium andraeanum Lindl. Fujimura e Komamine (1980) e Tan 

et al. (2001) demostraram que as citocininas são responsáveis pelo desenvolvimento de 

embriões somáticos. Foi o que demonstraram Kumari et al. (1999), trabalhando com 

Hevea brasiliensis (Muell.), onde observaram o máximo de embriões somáticos em 

desenvolvimento em meio de cultivo suplementado com 3,23 µM de cinetina e 1,07 µM 

de ANA. George (1993) relata que as citocininas promovem o crescimento dos 

embriões pré-formados quando são adicionados ao meio de cultivo para formação ou 

pré-maturação de embriões somáticos.  No presente estudo, a menor concentração de 

citocinina, 0,47 µM de cinetina, foi superior aos demais tratamentos, demonstrando 

maior potencial morfogenético devido à textura friável e ao desenvolvimento 

embrionário superior. 

A principal diferença entre os meios de cultura Pierik e AA2 é a fonte de 

nitrogênio. O meio Pierik, muito utilizado para Anthurium, possui composição 

modificada do MS (Murashige & Skoog, 1962), e a fonte de nitrogênio é inorgânica. No 

entanto, para o meio AA2, muito utilizado para embriogênese somática na cultura do 

arroz, a fonte de nitrogênio é orgânica (Tabela 1). Utilizou-se o meio AA2 modificado, 

com 300 mg L-1 de L-glutamina. Pois, segundo Aslam et al. (2008), nas culturas de 

Catharanthus roseus L. (G.) Don, houve aumento de oxidação quando adicionado ao 

meio de cultura a concentração de 500 mg L-1 de L-glutamina, sendo 300 mg L-1 ideal 

para pré-maturação. No presente estudo a redução de L-glutamina no meio AA2 foi 

positiva, pois não foram encontradas elevadas taxas de oxidações. No entanto, em meio 

Pierik constatou-se os melhores resultados para a maturação dos embriões somáticos. 

 
 

6.3. Experimento III: Maturação dos embriões somáticos e regeneração de plantas 

 
 
Teng (1997) relata que o meio líquido pode impedir a formação de calos em 

Anthurium. Entretanto, existem poucos relatos na literatura referentes à regeneração de 
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plantas de antúrio em meio líquido, por ser mais usual a utilização de meio semi-sólido 

tanto para a produção de calos quanto para a regeneração de brotos. No entanto, em 

Anthurium, Pierik (1975) utilizou o meio líquido para a proliferação de calos e Teng 

(1997), propagando brotos em meio líquido e semi-sólido, observou que não houve 

diferença entre os meios. No presente estudo, o meio líquido também não diferiu do 

meio semi-sólido, no entanto, constatou-se conversão mais efetiva em plantas de antúrio 

‘Eidibel’ no meio semi-sólido. 

Os meios de cultura podem ser modificados e adequados de acordo com a 

necessidade de cada espécie (Souza et al., 2006). A principal diferença entre os meios 

de cultura Pierik e AA2 é a fonte de nitrogênio. O meio Pierik, muito utilizado para 

Anthurium, possui composição similar ao MS. No entanto, as concentrações dos cinco 

macronutrientes são reduzidas à metade e a fonte de nitrogênio inorgânico; diferente do 

meio AA2, pois a fonte de nitrogênio é orgânica (Tabela 1). Guerra et al. (1998) relatam 

que a adição de aminoácidos favorece a produção de maior número de embriões 

somáticos e com melhor desenvolvimento, quando comparado com meio suplementado 

com o íon amônio.  

No presente estudo, utilizou-se o meio AA2 modificado, com 300 mg L-1 de L-

glutamina, pois, segundo Aslam et al. (2008), nas culturas de Catharanthus roseus L. 

(G.) Don, observaram aumento de oxidação na concentração de 500 mg L-1 de L-

glutamina, sendo 300 mg L-1 ideal para pré-maturação e 100 mg L-1 para maturação das 

culturas embriogênicas. No presente estudo, contatou-se a necessidade de reduzir ainda 

mais a concentração de L-glutamina ao meio AA2, poishouve maior oxidação no 

referido meio, quando comparado ao meio Pierik. Dessa forma, faz-se necessário a 

obtenção de novas investigações para a melhor formulação do meio AA2 para a fase de 

maturação e conversão de plantas de Anthurium andraeanum cv. Eidibel. 

Autores, como Rai et al. (2007) em cultivar de Psidium guajava, Moura et al. 

(2008) em Acrocomia aculeata, Nolan et al. (2009) em Medicago truncatula e Othmani 

et al. (2009) em Phoenix dactilifera induziram a maturação dos embriões somáticos 

produzidos em meio de cultura sem a adição de fitorregulador. No entanto, muitos 

autores trabalhando com Anthurium na fase de maturação de culturas embriogênicas, 

utilizaram a citocinina BAP (6-benzilaminopurina). Caldas e colaboradores (1998) 

relatam que o BAP é um fitorregulador que induz a formação de elevado número de 

brotações, e alta taxa de multiplicação, porém, induz o desenvolvimento concomitante 

de calos, enquanto a cinetina permite apenas o crescimento normal sem brotações 
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múltiplas. Geier (1986) trabalhando com Anthurium scherzerianum, induziu a 

proliferação de brotos nas concentrações de 0,88 a 2,22 µM de BAP, demonstrando ser 

mais efetivos do que  cinetina na concentração de 2,32 µM e 2iP a 2,46 µM. Entretanto, 

a capacidade de enraizamento dos brotos formados em BAP decresceu 

progressivamente. Santos-Serejo et al. (2006) acrescentam que a concentração da 

citocinina utilizada deve induzir uma taxa de proliferação aceitável sem causar o 

amarelecimento ou malformação dos brotos, o que pode ser indesejável do ponto de 

vista da integridade clonal. Dessa forma, para evitar a regeneração dos embriões em 

plantas anormais, como também, a variação somaclonal das mudas produzidas de 

antúrio cv. Eidibel, utilizou-se a cinetina. 

Bautista et al. (2008) observaram um elevado número de embriões somáticos 

maduros em meio de cultura acrescido de 1,78 µM de BAP, para a maturação dos 

embriões somáticos de Anthurium andraeanum Lindl. Porém, encontraram um aumento 

na produção de calos em meio suplementado com 2,66 µM de BAP. Kuehnle et al. 

(1992) observaram resultados parecidos em híbridos de Anthurium andraeanum, porém, 

na concentração de 0,89 µM de BAP. Entretanto, Hamidah et al. (1997), trabalhando 

com Anthurium scherzerianum, obtiveram a maturação de embriões somáticos e 

conversão em plantas, em meio suplementado com 0,47 µM de cinetina. No presente 

estudo, constatou-se que o meio Pierik semi-sólido suplementado com 2,32 µM de 

cinetina foi o mais indicado para o número de culturas embriogênicas com embriões 

maduros, número de embriões maduros e conversão em plantas de Anthurium 

andraeanum cv. Eidibel.  
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7. CONCLUSÃO 

 
 

A realização deste trabalho possibilitou a obtenção de resultados importantes e 

inéditos sobre a embriogênese somática em Anthurium andraeanum cv. Eidibel. 

A indução de embriogênese somática em A. andraeanum é genótipo dependente, 

comparando-se com relatos da literatura. Para a cultivar Eidibel, o tipo de explante é 

determinante na obtenção de culturas embriogênicas, sendo o segmento nodal o melhor 

explante para esse processo. O meio Pierik acrescido de 10,0 µM ANA promoveu a 

formação de culturas embriogênicas com melhor estádio de desenvolvimento dos 

embriões somáticos.  

O meio nutritivo favorece a pré-maturação dos embriões somáticos de antúrio 

cv. Eidibel. A utilização de meio Pierik acrescido de 0,47 µM de cinetina favoreceu a 

produção de embriões somáticos com textura e desenvolvimento embrionário 

satisfatórios. 

O meio de cultivo líquido favorece a maturação dos embriões somáticos da 

cultivar Eidibel. No entanto, a porcentagem de conversão em plantas foi favorecida pelo 

estádio semi-sólido do meio, no qual foram produzidas plantas completas. Dessa forma, 

para a fase de maturação dos embriões somáticos e conversão em plantas sugere-se o 

meio Pierik semi-sólido suplementado com 2,32 µM de cinetina, ou seja, a concentração 

que melhor desenvolveu estes embriões.  

De posse disso, o procedimento em questão abre novas possibilidades para a 

transformação genética de plantas; preservação de germoplasma, por criopreservação; 

integração de técnicas associadas à tecnologia de sementes sintéticas; além da rápida 

propagação de plantas de Anthurium andraeanum cv. Eidibel, devido ao eficiente 

protocolo de embriogênese somática desenvolvido aqui para esta cultivar. Além disso, 

esse estudo fornece valiosas informações que podem ser utilizadas no futuro para 

melhorar a propagação in vitro da espécie produzida no Brasil, favorecendo a produção 

de mudas para produtores de antúrio em todas as regiões do País.  
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