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Resumo - O trabalho teve como objetivo a multiplicagao in vitro do lirio-da-paz, Spathiphyllum wallisi Regel. Para
a desinfestacdo dos segmentos de rizomas foram utilizados o hipoclorito de célcio e o hipoclorito de sédio (2%)
com e sem imersao em dlcool (70%). Na multiplicag@o, os segmentos de caule, retirados de plantas multiplicadas e
mantidas in vitro, foram inoculados em meio MS com diferentes concentracdes de BAP (0,0; 1,0e 2,0 mg L") e de
ANA (0,0 e 0,5 mg L"). Para a inducio de raizes, os explantes foram inoculados em diferentes concentragdes dos
sais macronutrientes do meio MS (25; 50 e 100%) e diferentes concentragdes de AIB (0,0; 1,0 e 2,0 mg L"). Utilizou-
se o delineamento inteiramente ao acaso com os tratamentos em disposi¢do fatorial para todos os experimentos. A
imersdao em hipoclorito de sddio foi o melhor tratamento para a combinacao desinfestagdo/sobrevivéncia dos
explantes. No experimento de multiplicacdo a maior emissdo de gemas foi observada com 2,0 mg L' de BAP
independente da presenca do ANA. No enraizamento de explantes de lirio-da-paz, o meio MS em sua concentracio
normal (100%), com 1,0 mg L' de AIB, favoreceu o enraizamento com plantas bem desenvolvidas e raizes bem
formadas.

Palavras-chave - Micropropagacdo. Reguladores do crescimento. Gemas. Raizes.

Abstract — This work was carried out to determine a methodology for the in vitro multiplication of Spathiphyllum
wallisi. The rhizome segments were disinfected using calcium hypochlorite and sodium hypochlorite at 2% with
and without immersion in alcohol 70%. In the multiplication, the stem segments removed from multiplied plants and
kept in vitro were inoculated in MS medium with different concentrations of BAP and ANA. For root induction, the
explants were inoculated in different concentrations of the MS medium salts, and different concentrations of AIB.
It was used for all the experiments a complete rondomized design with treatments disposed in factorial arrangement.
The immersion in sodium hypochlorite was the best treatment for the explant combination desinfestation/survival.
For the multiplication experiment the greatest buds emission was observed with 2.0 mg L' BAP, regardless of ANA
presence. For the explants rooting the MS medium in its normal concentration (100%), with 1.0 mg L' AIB, enable
rooting with great developed plant and well formed roots”.
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Introducao

O lirio-da-paz, do género Spathifhyllum, da familia
Araceae, origindrio da Venezuela e da Colombia, ¢ uma her-
bécea perene rizomatosa, com folhas verdes, brilhantes,
utilizada como ornamental mesmo quando ndo ha floracao.
O florescimento ocorre durante a primavera-verao, emitin-
do uma espata branca que lhe conferiu o nome, lirio-da-paz
(LORENZI; SOUZA, 1995; TOMBOLATO; COSTA, 1998).
A multiplicagdo convencional é feita por divisdo de
touceiras. A propagacgdo in vitro, por sua vez pode ser
utilizada na produ¢do comercial, possibilitando a obten-
¢do de mudas em grande quantidade em periodos relativa-
mente curtos e sem a necessidade de grande nimero de
plantas matrizes.

Para a micropropagacdo de uma espécie, hd a ne-
cessidade de se determinar uma metodologia para cada
etapa do processo, que consiste basicamente da assepsia
dos explantes a serem utilizados para estabelecimento do
cultivo in vitro e dos meios adequados a multiplicacdo e
ao enraizamento para que, finalmente, se tenha uma planta
em condicdes de ser aclimatizada.

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998) a
maior dificuldade para o estabelecimento in vitro estd em
se obter material descontaminado sem causar danos aos
tecidos. E como os explantes geralmente sao extraidos de
plantas mantidas em casa de vegetacdo, para o sucesso da
propagacao in vitro é essencial que se encontre um méto-
do eficiente de desinfestacdo tanto da planta matriz quan-
to do explante (GEORGE, 1993). Dessa forma, para cada
caso, o tipo de substancia utilizada na desinfestacdo bem
como a concentragdo e o tempo de exposi¢do ao agente
desinfestante devem ser previamente testados, de forma a
melhor adequa-los a espécie em estudo e a sensibilidade
do tecido a ser desinfestado (GRATTAPAGLIA; MACHA-
DO, 1998; MONTARROYOS, 2000).

No estabelecimento do cultivo in vitro de qualquer
espécie o primeiro passo € a selecdo da fonte de explante
mais adequada. Diversos tipos de explantes podem ser uti-
lizados, conforme a espécie (GRATTAPAGLIA; MACHA-
DO, 1998; ERIG; SCHUCH, 2003). No lirio-da-paz, usa-se o
rizoma. Normalmente, isso € feito retirando-se as folhas,
peciolos e raizes, cortando-se o explante em fatias trans-
versais e retirando-se a camada externa do segmento
danificada pela esterilizacao (TAKEBAYASHI, 1998).

Os reguladores de crescimento, auxinas e citocininas,
sdo normalmente adicionados ao meio de cultura e sua
interagdo promove respostas morfogenéticas nos tecidos,
que dependem do tipo e da concentragdo utilizada

(GEORGE, 1993). O BAP € a citocinina que geralmente apre-
senta melhores resultados em promover a multiplica¢do de
partes aéreas e a inducdo de gemas adventicias em diver-
sas espécies, além de ser a de menor custo quando compa-
rada com as outras comercialmente disponiveis
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

As auxinas sao utilizadas, principalmente, para esti-
mular o crescimento, o enraizamento € a manutengdo da
dominancia apical in vitro. Segundo Quoirin e Lepoivre
(1977), devem ser adicionadas em concentragdes mais bai-
xas que as citocininas, porque podem inibir a multiplicagdo
ou favorecer o enraizamento em excesso ou induzir a for-
macao de calo.

Para o enraizamento, além das auxinas, sdo feitas al-
teracdes na formulagdo dos sais dos meios de cultivo. Dilui-
¢oes das formulacdes bésicas, geralmente possibilitam me-
lhor enraizamento uma vez que, mesmo na presenga de
auxinas, altas concentragdes dos sais tendem a inibir todas
as fases do enraizamento (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). O trabalho teve como objetivo a desinfestacdo, a mul-
tiplicacdo e o enraizamento in vitro de lirio-da-paz.

Material e Métodos

Experimento I - Desinfestaciao

Para a desinfestacdo e o estabelecimento in vitro
foram utilizados rizomas de lirio-da-paz retirados de plan-
tas adultas mantidas em vasos em casa de vegetagdo. Nos
rizomas, com parte do caule, foi feita a retirada das folhas,
peciolos e raizes, depois lavados em dgua corrente, com o
auxilio de uma escova, para a retirada de residuos superfi-
ciais. Em seguida, foi feita uma limpeza retirando-se toda a
camada superficial, ficando somente a parte branca mais
interna. Nesse material, foi feita a assepsia testando-se os
tratamentos: a) imersdo em hipoclorito de cédlcio 2% (10
minutos); b) imersao em dlcool 70% (1 minuto) + hipoclorito
de cdlcio 2% (10 minutos); ¢) imersdo em hipoclorito de
s0dio 2% (10 minutos), e d) imersdo em dlcool 70% (1 minu-
to) + hipoclorito de sédio 2% (10 minutos), num total de
quatro tratamentos. Utilizou-se o delineamento inteiramente
ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 2, com cinco repeti¢des de
seis explantes por repeti¢cdo. Apés a diluicdo do hipoclorito
de célcio em dgua, e a imersao dos rizomas nos tratamen-
tos, sob agitacdo, estes foram lavados por trés vezes con-
secutivas em dgua destilada e autoclavada. A camada mais
externa foi retirada e os rizomas foram cortados em fatias
com aproximadamente 10 mm de diametro e 0,4 mm de es-
pessura e inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 ml
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do meio MS com 1,0 mg L' de BAP. Depois de inoculados,
os explantes foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura média de 26 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa em torno de 2000 lux, sendo estas as
condigdes utilizadas nos trés experimentos. Aos 34 dias do
inicio da incubacao, foram avaliadas a porcentagem de
explantes desinfestados, a contaminacdo por fungos e/ou
bactérias e a porcentagem de explantes verdes. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Experimento I1 - Multiplicacao

Neste experimento, foram utilizados como explantes
segmentos de caule, de aproximadamente 10 mm de tama-
nho e com duas a trés gemas, retirados de plantas
estabelecidas e multiplicadas in vitro. Apds o preparo, os
explantes foram inoculados em meio MS com diferentes
concentragdes de BAP (0,0; 1,0e 2,0 mg L") e de ANA (0,0
e 0,5 mg L") utilizando-se delineamento inteiramente ao
acaso, em arranjo fatorial 2 x 3, com quatro repeti¢des, cada
uma com cinco explantes.

Aos 30 dias apds o inicio da incubacdo dos
explantes, foram avaliados: nimero de explantes com ge-
mas e nimero médio de gemas por explante, com os dados
sendo submetidos a andlise de varidncia e as médias de
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Experimento III - Enraizamento

Neste experimento de enraizamento, foram utiliza-
dos como explantes segmentos de caule de aproximada-
mente 15 mm de tamanho e com trés a quatro gemas late-
rais, retirados de plantas mantidas in vitro. Apds
preparados, os explantes foram inoculados em meio MS
com diferentes concentracdes dos sais macronutrintes (25,
50 e 100%) e diferentes concentra¢des de AIB (0,0; 1,0e 2,0
mg L") em um total de nove tratamentos. Utilizou-se o de-
lineamento inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 3 x 3,
com quatro repeti¢des de cinco explantes cada.

Aos 30 dias ap6s o inicio da incubagdo, efetuou-se
a avaliag@o do nimero de explantes que emitiram raizes,
nimero médio de raizes por explante, tamanho médio da
maior raiz e altura das plantulas, com os dados sendo sub-
metidos & andlise de variancia e as médias de tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

Desinfestacao

Aos 34 dias de incubacdo, do total de explantes
inoculados, 47% contaminaram. Destes, a maior porcenta-
gem de contaminacao foi por bactérias com 91%, sendo a

contaminacdo por fungos de apenas 9%. A contaminagdo
depende muito do local de cultivo do material a ser multi-
plicado. Assim, provavelmente a aplicag@o de tratamentos
preventivos (com inseticidas, fungicidas e bactericidas)
possa aumentar o grau de desinfesta¢do antes da retirada
dos explantes.

Verificou-se interacdo significativa entre os
desinfestantes com e sem a imersao em dlcool (Tabela 1),
sendo que a maior eficiéncia na desinfestagao foi verificada
no tratamento com alcool + hipoclorito de célcio com 73%
de explantes livres de contaminacdo, seguido dos trata-
mentos com hipoclorito de s6dio somente e dlcool +
hipoclorito de sédio, com 70% e 57% de explantes nao
contaminados, respectivamente (Figura 1a). Quando foi uti-
lizado somente o hipoclorito de célcio, houve maior conta-
minacdo (17% por fungos e 69% por bactérias), num total de
83% dos explantes contaminados. Ressalte-se que a presen-
ca de fungos foi observada apenas neste tratamento.

A eficiéncia na desinfestagdo depende muito da
condicdo fitossanitdria da planta matriz determinando a
facilidade em descontaminar o explante durante o isola-
mento. Erig et al. (2003), quando utilizaram explantes de
mirtilo Vaccinium ashei Reade, verificaram que a contami-
nacgdo bacteriana foi praticamente nula, ndo representando
problema para o estabelecimento in vitro, sendo a maior
contaminagao por fungos. Ja Grigoletto et al. (1999), traba-
lhando com segmentos apicais de mangaba (Hancornia
speciosa), obtiveram alta eficiéncia da assepsia com
imersdo em alcool 70% por 10 segundos + hipoclorito de
célcio 1% por 10 minutos.

Dos explantes ndo contaminados a porcentagem de
explantes verdes foi significativamente maior quando a

Tabela 1 - Andlise de varidncia para a porcentagem de
desinfestacio (PD) e porcentagem de explantes verdes (PEV) de
lirio-da-paz, aos 34 dias de cultivo in vitro, com tratamentos de
assepsia com hipoclorito de cdlcio e hipoclorito de sédio (2%)
com e sem imersdo em dlcool 70%

Desinfestacio - PD PEV
Fontes de variacdo a QM QM
Desinfestante (D) 1 1680,6 * 1125,0 ns
Alcool (A) 1 2347,0 ** 5013,6 **
Interacdo (D x A) 1 6125,0 ** 680,4 ns
Erro 16 2638 2717,7
CV (%) - 30,0 54,0

* e ** significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente,
pelo teste F; ns - ndo significativo
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Figura 1 - Porcentagens de explantes livres de contaminacio (a) e de explantes verdes b) de lirio-da-paz, aos 35 dias de cultivo in vitro,
apos a desinfestacdo com e sem dlcool a 70% e com hipoclorito de cdlcio e hipoclorito de sédio a 2%. Médias com letras iguais nio

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

assepsia foi feita com hipoclorito de cdlcio e hipoclorito de
sédio sem imersdo em dlcool, com 62% e 34%, respectiva-
mente (Figura 1b). Quando foi feita a imersao em dlcool a
porcentagem de explantes verdes foi de 17% e 13% nos
tratamentos com hipoclorito de célcio e hipoclorito de sédio,
respectivamente, evidenciando a toxidez pelo dlcool. O al-
cool proporciona a oxida¢do do material vegetal e talvez a
diminui¢do do tempo a exposi¢ao possa reduzir essa oxida-
¢30. A maior porcentagem de explantes verdes foi observa-
da no tratamento com hipoclorito de célcio (62%). Porém,
neste tratamento a porcentagem de contaminacdo foi de
83%. Dessa forma, o tratamento com hipoclorito de sédio,
com 34% de explantes verdes, foi o mais eficiente para a
combinacdo desinfestacao/sobrevivéncia dos explantes.

Multiplicacao

Verificou-se que aos 30 dias de cultivo in vitro to-
dos os explantes haviam emitido novas gemas. De acordo
com a analise de varidncia mostrada na Tabela 2, houve um
aumento significativo no niimero médio de gemas emitidas
por explante, quando o BAP foi acrescentado ao meio de
cultivo e sua concentracéo aumentada de 1,0 mg L para
2,0 mg L' (Figura 2), independente da concentracio de
ANA. Em explantes de guaco, Diniz et al. (2006) verificaram
0 maior nimero médio de gemas com BAP nas concentra-
coes de 1,0 mg L"a 4,0 mg L. Entretanto, para a inducéo
de gemas em explantes de Aloe vera, Liao et al. (2004)
obtiveram melhores resultados com a combinacao de 2,0
mg L''de BAPe 0,3 mg L' de ANA. Arimura et al. (2000)

também verificaram uma interagao significativa entre BAP
e ANA no desenvolvimento de brotagdes de gengibre quan-
do as concentragdes desses fitohormdnios no meio foram
de 1,0mgL"'e 0,5 mg L, respectivamente. Da mesma for-
ma, Ramirez-Malagon et al. (2001) verificaram as melhores
respostas quanto ao ndmero de gemas, didmetro e altura
das plantas de Spathyfhyllum floribundum L. quando fo-
ram adicionados ao meio 2,0 mg L' de BAPe 0,05 mg L' de
ANA. Porém, dependendo da espécie, as respostas aos
efeitos dos reguladores de crescimento podem ser diferen-
tes. Em porta-enxerto de videira, utilizando diferentes con-
centracdes de BAP e de AIB, Lucas et al. (2006) obtiveram
maior nimero de gemas por brota¢do e maior altura das
plantas, na auséncia de BAP. Para Coffea ardbica, o maior

Tabela 2 - Analise de varidncia para nimero médio de gemas emiti-
das por explante de lirio-da-paz, aos 30 dias de cultivo in vitro, em
meio MS com diferentes concentracdes de BAP e de ANA

Fontes de varia¢do @ QM
ANA 0,0266 ns
BAP 2 2,9066 *
ANA X BAP 2 0,0866 ns
Erro 18 0,52333

CV(%) =260 ] )

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns - ndo significativo
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Figura 2 - Numero médio de gemas emitidas por explante de
lirio-da-paz, aos 30 dias de cultivo in vitro, em meio MS com
diferentes concentragdes de BAP

comprimento de brotagdes foi obtido por Santos et al. (2005)
quando esses utilizaram 12 mg L' de BAP.

Enraizamento

Dos explantes inoculados, 96% emitiram raizes aos
35 dias. O aumento no nimero de explantes com raizes foi
favorecido com concentra¢des mais baixas dos sais, no
meio MS, e também pela presenca de AIB. A menor porcen-
tagem de explantes enraizados foi observada no tratamen-
to com 100% dos sais no meio MS sem auxina (Figura 3a).
Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por
Centellas et al. (1999) quando utilizaram explantes de maciei-
ra, cujos resultados evidenciaram uma redu¢do de 60% para
5% na porcentagem de enraizamento quando a concentra-
¢do dos sais no meio foi aumentada de 50% para 100%. De

Tabela 3 - Andlise de varidncia para nimero médio de raizes
emitidas por explante (NMR), tamanho médio das raizes (TMR)
e altura média das plantas (AMP) de lirio-da-paz, aos 35 dias de
cultivo in vitro em meio com diferentes concentragdes dos sais
no meio MS e de AIB

Enraizamento - NMR TMR AMP

Fontes de variagio Q. QM QM QM ns
MS 2 51,48*%%  0,86* 0,28 ns
AIB 2 32822%F  1323%k ] 33%*
MS x AIB 4 13,40% 0,09ns 007
Erro 27 4,770 0,23 0,13
CV(%) - 27,0 18,0 10,0

* e ** significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente,
pelo teste F; ns - ndo significativo

acordo com Bertolucci et al. (2000), ndo somente os regula-
dores de crescimento afetam a inducdo e crescimento das
raizes, mas também a concentracéo dos sais no meio.

O nimero médio de raizes por explante foi maior na
presenca de AIB com 50% dos sais no meio MS (Figura
3b), verificando-se diferenca significativa para a interacao
entre esses dois fatores (Tabela 3). A reducdo de 100%
para 50% dos sais no meio MS resultou em um aumento
significativo no nimero médio de gemas emitidas por
explante. O mesmo foi observado quando AIB foi acres-
centado ao meio de cultivo. O efeito das auxinas sozinhas
ou em combinagdo tem sido observado por diversos auto-
res, sendo que de acordo com Hu e Wang (1983), sdo inclu-
idas em 86% dos meios de enraizamento.

Na auséncia de AIB o nimero médio de raizes por
explante foi similar nas diferentes concentracdes do meio
MS. Ja na presenga de AIB, o aumento da concentracdo
dos sais resultou num aumento do nimero médio de raizes
emitidas até a concentracdo de 50%, sem contudo diferir
da concentracdo de 25%. Porém, a combinac¢do de AIB (1,0
e 2,0 mg L") com 100% dos sais no meio resultou numa
reducdo significativa do nimero médio de raizes por
explante, nao havendo diferenca entre esses dois trata-
mentos. Essa reducdo no nimero médio de raizes por
explante com aumento da concentrac¢do dos sais de 50%
para 100% também foi observada por Centellas et al. (1999)
em explantes de macieira, cv ‘Fred Hough’. Pereira et al.
(1999), utilizando as concentragdes de 50%; 75% e 100%
dos sais no meio, também verificaram que a concentragdo
de 50% foi a que proporcionou maior nimero médio de
raizes em duas cultivares de morangueiro.

O tamanho médio de raizes divergiu nas diferentes
concentracdes do meio MS e de AIB, porém ndo houve
interacdo entre os dois fatores (Tabela 3). O acréscimo de
AIB ao meio resultou numa redugdo significativa do tama-
nho das raizes, sendo essa redugdo proporcional ao au-
mento da concentragdo (Figura 3c). O menor tamanho das
raizes foi observado no tratamento com 2,0 mg L'e 100%
dos sais no meio MS. De acordo com Grattapaglia e Ma-
chado (1998), concentragdes excessivas de auxina podem
favorecer demasiadamente o enraizamento, porém a pre-
senca de altas concentracdes de sais pode inibir as fases
de enraizamento, mais particularmente a de crescimento
das raizes, mesmo na presenca de auxinas.

Para as diferentes concentragdes dos sais do meio
MS, o tamanho das raizes foi similar com 25% e 50%. Po-
rém, houve reducdo significativa no tamanho quando a
concentracdo aumentou de 50% para 100% dos sais. Da
mesma forma, Pereira et al. (1999) verificaram que para o
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Figura 3 - Porcentagem de explantes enraizados (a), nimero médio de raizes por explante (b), tamanho da maior raiz (c) e altura das
plantas (d) de lirio-da-paz, aos 35 dias de cultivo in vitro, com diferentes concentragdes dos sais e de AIB no meio MS

morangueiro cultivar ‘Hofla’, o comprimento das raizes foi
maior que o dobro, com a redugdo de 100% para 50% dos
sais do meio MS. A altura das plantas foi influenciada pelas
diferentes concentragdes de AIB, mas ndo apresentou di-
ferenca estatistica nas diferentes concentracdes do meio
MS (Tabela 3, Figura 3d). A presenc¢a de AIB aumentou de
forma significativa a altura das plantas nas concentracdes
mais altas do meio MS (50% e 100%). Porém, na concentra-
¢do de 1,0 mg L' de AIB com o meio MS na concentragéo
de 100% de MS as plantas apresentaram melhor aspecto
visual, com folhas normais e bem desenvolvidas.

Apesar do maior niimero de raizes observado nos
tratamentos com maiores concentracdes de AIB, elas se
apresentavam curtas, grossas € mal formadas. Dessa for-
ma, a combinacdo altura das plantas, nimero médio de
raizes e tamanho de raizes no tratamento com 1,0 mg L' de
AIB e 100% dos sais no meio MS mostra ser este o trata-
mento mais indicado para enraizamento e desenvolvimen-
to normal de lirio-da-paz em cultivo in vitro, o que prova-
velmente deverd favorecer a sobrevivéncia das plantas na
fase de aclimatizag@o.

Conclusoes

1.0 hipoclorito de s6dio (2%) permite a obten¢do de boa
porcentagem de desinfestacdo e de explantes verdes,
favorecendo o processo de estabelecimento e desenvol-
vimento in vitro de lirio-da-paz.

2.A concentracdo de 2,0 mg L' de BAP favorece o desen-
volvimento de gemas em explantes de lirio-da-paz, inde-
pendentemente da concentracdo de ANA.

3.A concentragio de 1,0 mg L' de AIB com 100% dos sais
no meio MS, resulta em plantas bem formadas e com bom
desenvolvimento quanto ao ndimero, tamanho e qualida-
de das raizes, sendo, portanto, essa combinagdo a mais
indicada para o enraizamento in vitro de lirio-da-paz.
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