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RESUMO

O copo-de-leite [Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.], pertencente a familia Araceae, é bastante apreciado tanto como flor
de corte quanto na composigao de jardins. Entretanto, a propaga¢@o convencional dessa espécie apresenta baixo rendimen-
to. A cultura de tecidos, além de permitir rapida propagacao clonal, também proporciona a obteng@o de plantas uniformes
e sadias. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi estudar a influéncia de diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina
(BAP) ¢ sulfato de adenina (SA) sobre o desenvolvimento in vitro de explantes de copo-de-leite. As culturas foram manti-
das em meio MS acrescido de BAP (0,0; 8,9; 17,8 ¢ 26,7 uM) e SA (0, 54, 108 e 162 uM) em arranjo fatorial (4x4). O ma-
terial vegetal foi cultivado em sala de crescimento com temperatura de 27 = 1°C, fotoperiodo de 16 horas, sob intensidade
luminosa de 35 pmol m? s, por periodo de 60 dias. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com quatro repetigdes, ¢ a unidade experimental composta de trés tubos de ensaio, sendo cada tubo constituido por um
explante. A interagdo significativa entre os fatores BAP e SA ocorreu para nimero de folhas por explante (4,8) e massa
fresca da parte aérea (0,73 g) com 26,7 uM de BAP e 108 uM de SA. Para numero de brotos obtidos por explante (2,6)
apenas o BAP apresentou significancia na concentragao de 22,19 uM. Os brotos apresentaram maior comprimento (5,0 cm)
na auséncia de BAP. A adi¢do de BAP incrementou o ntimero de brotos por explante. O emprego de sulfato de adenina em
combinagdo com BAP teve efeito positivo para o acumulo de massa fresca e numero de folhas no cultivo in vitro.
Palavras-chave: Zantedeschia aethiopica, plantas ornamentais, cultura de tecidos.

ABSTRACT
In vitro propagation of Calla lily: adenine sulphate and 6-benzilaminopurine

Calla lily [Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.] belonging to the Araceae family is appreciated as cut flower and in com-
position of gardens. However, the conventional propagation of this plants shows a poor productive. Thus, tissue culture
besides allowing fast clonal propagation also provides healthy and uniforms plants. The aim was study the influence of the
differents concentrations of 6-benzilaminopurine (BAP) and adenine sulphate (AS) on in vitro multiplication of Calla lily.
The explants were maintained in MS medium added with BAP (0.0, 8.9, 17.8 and 26.7 uM) and adenine sulphate (0, 54,
108 and 162 uM). The plants were transferred to growth room and maintained at 25+1°C and photoperiod of 16 hours for 60
days, under luminous intensity of 35 pmol m? s, for a period of 60 days. The experimental design was entirely randomized
with four repetitions of three seedlings each, resulting in twelve plants per treatment, each tube with one plant. The statistics
analysis showed interactive effects for quantify of BAP and AS for leaves number and fresh mass of the aerial parts. The
highest number of leaves (4.8) and fresh mass of aerial parts (0.73 g) was obtained with 26.7 uM of BAP combined with
108 uM of AS, highest number of shoots (2.6) was obtained with 22,19 uM of BAP and highest lengh of sprouts (5.0 cm)
was observed in the absence of BAP. The addition of BAP increased the number of shoots per explant. The use of adenine
sulphate in combination with BAP had a positive effect for the accumulation of fresh weight and number of leaves in vitro
culture.

Keywords: Zantedeschia aethiopica, ornamental plants, tissue culture.

1. INTRODUCAO rada, rizomatosa ¢ muito florifera (LORENZI ¢ SOUZA,

2001; BRICKELL et al., 1996). A espécie Zantedeschia

As espécies do género Zantedeschia (familia Ara-
ceae) sdao conhecidas popularmente, no Brasil, como
copo-de-leite e internacionalmente como ‘arum ou calla
lily>(MARQUES et al., 2008). Esse taxon é considerado
simbolo de pureza, sendo suas inflorescéncias muito apre-
ciadas tanto na composi¢do de jardins quanto para flor de
corte. Elas, juntamente com suas folhagens, sdo muito uti-
lizadas em arranjos florais (ALMEIDA e PAIVA, 2004).

Suas formas nativas ocorrem em terrenos umidos e
margens de lagos, sendo uma planta herbacea, entoucei-

aethiopica (L.) Spreng. é a mais comercializada do seu
género (ALMEIDA e PAIVA, 2004), apresentado folhas
verdes de aspecto brilhante e flores brancas. No Brasil,
na regido Sudeste, a época de floragdo ocorre nos meses
mais frios, entre maio e setembro (ALMEIDA e PAIVA,
2005). Além da espécie de flor branca, o género Zante-
deschia possui outras seis: Z. rehmannii Engl., Z. jucunda
Letty., Z. elliotiana (Watson) Engl., Z. pentlandii (Watson)
Whittm., Z. albomaculata (Hook) Baill., Z.valida (Letty)
Y. Singh. (SNIJDER e VAN TUYL, 2002; CHANG et al.,
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2003). Atualmente, estdo sendo comercializados hibridos
entre diferentes espécies desse género, resultando na dispo-
nibilidade de genotipos com uma grande variabilidade de
cores de flores. De maneira geral, a coloragdo possui tons
que variam entre rosa, creme, amarelo, laranja e marrom
(BROOKING e COHEN, 2002).

O método convencionalmente utilizado para propaga-
¢do do copo-de-leite ¢ por divisdo de touceiras ou rizomas
(SALINGER, 1991), o que pode favorecer a disseminagdo
de agentes fitopatogénicos, tais como a bactéria Erwinia
carotovora, causadora da principal doenca da cultura,
conhecida por podridio mole (GARCIA-GARZA et al.,
2004), além do virus do mosaico do inhame - DsVM (RI-
VAS, 2006). A produgdo de mudas de alta qualidade ge-
nética e isentas de fitopatdgenos pode ser obtida por meio
de técnicas de micropropagacao (SEGEREN et al., 2003),
sendo empregada especialmente em espécies de alto valor
comercial como ¢ o caso das flores ¢ plantas ornamentais
(DONINI, 2004). No entanto, o alto custo da muda micro-
propagada ainda ¢ um fator limitante para o uso desse tipo
de material propagativo pelos produtores rurais (MAR-
QUES et al., 2008), sendo necessaria a otimizagao do pro-
cesso, sobretudo no ajuste dos fatores que induzem a mul-
tiplicag@o das plantas in vitro (PASQUAL, 2001), visando
ganho em escala ¢ reduc@o dos custos de produgao.

A 6-benzilaminopurina (BAP) ¢ uma citocinina ampla-
mente utilizada na micropropagac@o por ser relativamente
de baixo custo e eficiente indutor de brota¢des durante a
fase de multiplicagao in vitro (KOECH et al., 2005; BRUM
et al., 2002; ARAUJO et al., 2004; GEORGE, 1996). Esse
regulador de crescimento tem sido largamente empregado
no estabelecimento in vitro da cultura e como indutor de
brotagdes em copo-de-leite (CHANG et al., 2003; EBRA-
HIN, 2004; D’ARTH et al., 2002; CHEN et al., 2000).

O sulfato de adenina (SA) vem sendo utilizado como
indutor do crescimento de brotagdes in vitro (GUERRA ¢
NODARI, 2006), sendo seu efeito considerado semelhante
ao de uma citocinina fraca. Quando em combinagdo com as
citocininas presentes no meio de cultura pode aumentar a
proliferacdo de brotagdes (SAMANTARY ¢ MAITI, 2011;
SIWACH e GILL, 2011; CALDAS et al., 1998). Na lite-
ratura, ndo constam dados sobre o efeito de SA na propa-
gacao micropropagac¢do de copo-de-leite, entretanto, foram
relatados efeitos positivos do seu emprego no crescimento
in vitro de Costus speciosus (PUNYARANI ¢ SHARMA,
2010), Chlorophytum arundinaceum (SAMANTARY e
MAITIL, 2011) e Ficus religiosa (SIWACH e GILL, 2011).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito do BAP ¢ sulfato de adenina na propagagio in vitro
de Zantedeschia aethiopica.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais, do Departamento de Agricultura da Uni-
versidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Ge-
rais.

O copo-de-leite [Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng. |
foi estabelecido in vitro a partir da cultura de apices cauli-
nares extraidos de plantas matrizes mantidas no Banco de
Germoplasma do Setor de Floricultura do Departamento de
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Agricultura (DAG/UFLA). Esses explantes foram inocu-
lados em meio de cultura MS (MURASHIGE ¢ SKOOG,
1962), suplementado com 9,0 uM de 6-benzilaminopurina
(BAP), acrescido de 30 g L' de sacarose, solidificado com
5,5 g L' de agar e com o pH ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem (121 °C por 20 minutos). As culturas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27
+ 1°C, sob 35 pmol m?s! de intensidade luminosa pro-
venientes de lampadas brancas frias e fotoperiodo de 16
horas, por 30 dias.

Para a implantacdo do experimento, brota¢des obtidas,
a partir dos apices caulinares, foram subcultivadas por trés
vezes sucessivamente, no meio de cultura descrito ante-
riormente, visando a obtencdo do nimero necessario de
explantes. Antes da inoculagdo, os brotos foram uniformi-
zados para 1 cm de comprimento e transferidos de acordo
com os diferentes tratamentos.

Os tratamentos foram constituidos de concentragdes de
BAP (0,0; 8,9; 17,8 ¢ 26,7 uM) e sulfato de adenina — SA
(0, 54, 108 e 162 uM) em todas as combinagdes possiveis.
As culturas foram mantidas, tanto no meio de cultura ba-
sico quanto na sala de crescimento, nas mesmas condigdes
descritas anteriormente.

Apds o periodo de 60 dias de cultivo, foram realiza-
das avaliagdes quanto aos seguintes parametros: nimero ¢
comprimento (cm) de brotos por explante, numero de fo-
lhas e massa fresca da parte aérea (g) por broto.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento intei-
ramente casualizado, em arranjo fatorial 4 x 4, sendo qua-
tro concentragdes de BAP e quatro concentragdes SA, com
quatro repeti¢cdes e a unidade experimental constituida de
trés tubos de ensaio contendo um explante cada, totalizan-
do 12 tubos por tratamento. Os resultados foram subme-
tidos a analise de variancia, utilizando o software Sisvar
(FERREIRA, 2000), com regressao linear e polinomial
para concentracdes de BAP e SA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O niimero de brotos foi afetado diretamente pelas doses
de BAP (Figura 1A), sendo o melhor resultado esperado
com o uso de 22,19 uM, atingindo 2,5 brotos por explan-
te. MARQUES et al. (2008) registraram a producao de 2,3
brotos com o emprego de 4,44 uM de BAP para copo-de-
-leite (Zantedeschia spp.) cultivar Neroli. RIBEIRO et al.
(2009a) trabalhando com a mesma espécie estudada, veri-
ficaram maior nimero de brotos (2,0) em meio de cultura
contendo 22,19 uM de BAP e 45 g L' de sacarose. KOECH
et al. (2005) observaram que o uso de 8,88 uM de BAP in-
duziu maior nimero de brotos por explante (2,5) e maior
comprimento de brotos (3,7 cm) em copo-de-leite (Zante-
deschia albomaculata) apds quatro semanas de cultivo in
vitro. Esses resultados apontam valores muito proximos
das taxas de multiplicagdo em distintas concentra¢des de
BAP em plantas de Zantedeschia spp. Isso talvez se deva a
variabilidade das espécies e cultivares presente no género
em estudo.

O regulador de crescimento BAP vem sendo emprega-
do visando a indugdo de brotagdes em anturio (Anthurium
andraeanum Lind.), planta também pertencente a familia
Araceae (VARGAS et al., 2004), entre outras espécies, por
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Figura 1. Propagacdo in vitro de copo-de-leite [ Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.] em fungdo da concentra-
¢do de 6-benzilaminopurina (BAP) e de sulfato de adenina (SA), aos 60 dias de cultivo em meio MS. A) Nimero
de brotos por explante em fungdo das diferentes concentragdes de BAP; B) Comprimento de brotos (cm) em fun-
¢do das diferentes concentragdes de BAP; C) Numero de folhas em fun¢ado das diferentes concentragoes de BAP
e SA; D) Massa fresca da parte aérea (g) em fungao das diferentes concentragdes de BAP ¢ SA. Concentragdes
de SA em uM. UFLA, Lavras-MG, 2007.

Figure 1. In vitro propagation of Calla lily [Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng.] as a function of concentration
of 6-benzylaminopurine (BAP) and adenine sulphate (AS), after 60 days of culture on MS medium. A) number of
shoots per explant as a function of different concentrations of BAP, B) Length of sprouts (cm) as a function of
different concentrations of BAP,; C) Number of leaves as a function of different concentrations of BAP and AS;
D) Fresh mass of the aerial part (g) as a function of different concentrations of BAP and AS. AS concentrations
in uM. UFLA, Lavras, MG, 2007.

ser eficiente na multiplicacdo de plantas in vitro e relati-
vamente de baixo custo (GEORGE, 1996). Entretanto, o
numero de brotos por explante (2,5) verificado no presente
trabalho, pode ser considerado relativamente inferior quan-
do comparado com o do anttrio que ¢ de 4,0 brotos por
explante em média (LIENDO e MOGOLLON, 2009; VAR-
GAS et al., 2004).

O SA ¢ utilizado no crescimento de brotagdes ou como
uma citocinina fraca, e em combina¢do com citocininas
adicionadas ao meio de cultura visa a proliferacao de brotos
(SAMANTARY e MAITI, 2011; SIWACH e GILL, 2011;
GUERRA e NODARI, 2006). Porém, no presente o estudo
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ndo houve efeito positivo do emprego de SA no incremento
do numero de brotos de Zantedeschia aethiopica. Novos
trabalhos testando o emprego de outras fontes de citocini-
nas, na presenca ou auséncia de SA, ou talvez testando-se
outras concentragdes, podem melhorar a proliferacao de
brotos em copo-de-leite. CHANG et al.(2003), em traba-
lho com Zantedeschia aethiopica obtiveram 3,2 brotos por
explante com o emprego de 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)
ureia (TDZ).

Para a varidvel comprimento de brotos (Figura 1B),
o tratamento na auséncia de BAP foi superior numerica-
mente, quando comparado aos demais. Ou seja, com o
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aumento da concentra¢do de BAP houve diminui¢do do
comprimento dos brotos. Resultado semelhante foi obser-
vado por LIENDO ¢ MOGOLLON (2009), esses autores
verificaram redug@o no comprimento dos brotos em anturio
com o aumento da concentragdo de BAP. RIBEIRO et al.
(2009b), trabalhando com a mesma espécie estudada, obti-
veram comprimento de brotos de 2,2 cm, em meio de cultu-
ra suplementado com 22,19 pM de BAP, valor muito infe-
rior quando comparado aos 4,5 cm de comprimento obtido
no presente trabalho com o uso da mesma concentragédo de
BAP (Figura 1B). As citocininas utilizadas na propagagao
in vitro de plantas apresentam efeito ananizante, reduzin-
do as distancias entre nos ¢ a altura das plantas produzidas
durante a fase de multiplicagdo. E, por essa razdo, para a
maioria das espécies micropropagadas, ¢ necessaria uma
fase de enraizamento/alongamento em meio de cultura na
auséncia de reguladores de crescimento ou na presenca
de auxinas (CALDAS et al., 1998; GEORGE, 1996, DE-
BERGH, 1994).

D’ARTH et al. (2002) afirmaram que o uso de doses
elevadas de BAP, acima de 13,3 uM, na propagagao in vitro
de copo-de-leite pode levar a reducdo do comprimento do
sistema radicular em até 80%, durante o processo de acli-
matizagdo, quando comparado ao das brotagdes advindas
de cultivo in vitro na auséncia de BAP, devido basicamente
ao efeito residual desse regulador de crescimento apos o
cultivo in vitro.

Para a variavel numero de folhas, houve significancia
para a interagdo concentracdo de BAP e SA. O melhor re-
sultado foi observado com 26,7 uM de BAP em combina-
¢do com 108 uM de SA, atingindo 4,8 folhas por broto (Fi-
gura 1C). RIBEIRO et al. (2009b) registraram 1,32 folhas
em plantas da mesma espécie estudada, em meio de cultu-
ra contendo 22,19 uM de BAP. Provavelmente, o SA em
combinag@o com BAP promoveu maior numero de folhas,
o que possibilita a formagdo de mais gemas axilares e in-
ternodios na espécie em estudo, resultando no aumento do
numero de segmentos nodais e, consequentemente, maior
taxa de multiplicag¢@o durante o processo de subcultivo.

Maior massa fresca da parte aérea (0,74 g) foi obser-
vada na concentragdo de 26,7 uM de BAP em combinagédo
com 108 uM de SA (Figura 1D). Nao foi observada, para
a maioria dos tratamentos, a diminuigdo da massa fresca
da parte aérea em fungdo do aumento das concentragdes
de BAP (Figura 1D). Provavelmente, a presenca de dife-
rentes concentragdes de SA, contribuiu de forma positiva
para o maior acumulo de massa fresca, bem como de maior
numero de folhas (Figura 1C) de Zantedeschia aethiopica
micropropagadas.

4. CONCLUSAO

A taxa de multiplicac@o in vitro de Zantedeschia aethio-
pica ¢é efetiva com o aumento da concentragdo de BAP. O
emprego de sulfato de adenina isolado ou em combinagao
com BAP, no meio de cultura, ndo incrementa o nimero e
o comprimento de brotos.
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