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RESUMO

A propagacido vegetativa de Syngonium
podophyllum Schott (Araceae) em campo torna-se
dificil para os produtores que buscam obter mudas de
qualidade e em larga escala, em vista de problemas
fitossanitarios. Utilizaram-se gemas laterais da axila
foliar de S. podophyllum para micropropagar essa
espécie ornamental e, na fase de estabelecimento,
submeteram-se os explantes a dois procedimentos de
desinfestagdo: o primeiro consistiu em uma pré-
assepsia em bancada de laboratorio, com imersao das
gemas em hipoclorito de so6dio a 1%, durante 15
minutos, € de uma assepsia em camara de fluxo
laminar, com imersdo em etanol 70% e em hipoclorito
de sddio a 1%, por 3 e 30 minutos respectivamente;
o segundo procedimento consistiu na assepsia apenas
em camara de fluxo laminar. Os explantes foram
inoculados em meio MS e MS adicionado de acido
3-indolacético (AIA) e 6-benzilaminopurina (BAP),
ambos a 1,0 mg.L'. Na fase de proliferacao,
submeteram-se os explantes a concentragdes de 1,0;
2,5 ¢ 4,0 mg.L! de BAP, adicionadas ao meio MS,
transferindo-se os brotos obtidos para frascos com
meio MS para o crescimento e desenvolvimento de
plantulas. A exposi¢ao das gemas laterais axilares a uma
pré-assepsia em bancada e posterior assepsia em cdmara
de fluxo laminar foi mais eficiente na desinfestagdo dos
explantes, com 100 % de sobrevivéncia. A adi¢ao dos
reguladores de crescimento, AIA ¢ BAP, ambos a 1,0
mg.L"!, no meio MS, promoveu maior desenvolvimento
das plantulas durante o estabelecimento in vitro da
cultura. Concentrac¢des elevadas de BAP no meio de
proliferacdo ndo induziram um aumento significativo
no numero médio de brotos por explante; entretanto,
resultaram numa reducdo significativa do nimero médio
de folhas e raizes. Os explantes provenientes dos
subcultivos de proliferacdo do tratamento com 1,0 mg.L"!
de BAP, quando cultivados em meio MS, isento de
reguladores de crescimento, apresentaram maior
desenvolvimento de plantulas.

Palavras-chave:Syngonium podophyllum Schott
(Araceae), desinfestacdo, micropropagacao,
reguladores de crescimento.

ABSTRACT

Micropropagation of Syngonium podophyllum
Farmers who search for large scale and quality
seedlings, have difficulty in propagating Syngonium
podophyllum Schott (Araceae) at field due to plant
health problems. Therefore, lateral buds of S.
podophyllum leaf axils were used to micropropagate
this ornamental species. At establishment stage, they
were submitted to two disinfection procedures and
further by inoculated in MS medium with and/or
without the addition of 3-indolacetic acid (IAA) and
6-benzilaminopurine (BAP) growth regulators. At
development stage, the explants were submitted to
different BAP concentrations added to MS medium.
The buds obtained were transferred to flasks
containing MS for plant development. The
exposition of lateral axilary buds to a primary asepsis
in laboratory followed by a secondary asepsis in
laminar flow bench, proved to be more efficient in
disinfecting the explants, with 100% survival rate.
The addition of growth regulators, IAA and BAP both
at 1.0 mg.L!, in MS medium, has promoted greater
seedling growth during in vitro plant development.
The use of high BAP concentrations in the
proliferation mean did not induce a significant
increase in average bud number per explant; however,
it resulted in significant decrease in the average
number of leaves and roots. When explants originated
from the proliferation treatment with 1.0 mg.L"!' of
BAP were cultivated in MS with no growth regulator,
greater seedling development was observed.

Key words: Syngonium podophyllum Schott.
(Araceae), desinfestation, growth regulators,
micropropagation.
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1. INTRODUCAO

Syngonium ¢ um género pertencente a familia
Araceae, originario das Américas Central e do Sul, onde
cresce nas selvas tropicais trepando sobre arvores e
rochas. Existem mais de 20 espécies desse género, sendo
amais popular Syngonium podophyllum Schott, também
conhecida como singdénio (LORENZI & SOUZA,
2001).

Pelo menos 10 variedades de S. podophyllum foram
desenvolvidas em viveiros comerciais para uso em
jardins ornamentais ou como plantas de interior. As
folhas variam consideravelmente dependendo da
variedade, sendo, em geral, acuminadas e brilhantes.
Entre suas muitas variedades, as mais cultivadas sdo:
Esmerald Gem, Green Gold, Albolineatum, Trileaf
Wonder e White Butterfly (CSURHES & EDWARDS,
1998).

A produgdo de mudas de Syngonium podophyllum
em Santa Catarina, mediante a propagacdo vegetativa,
por meio de estacas, ¢ realizada em canteiros geralmente
protegidos por telados. Nessa fase, ocorrem as maiores
perdas de mudas, devidas a problemas fitossanitarios
causados por microrganismos saprofiticos e
patogénicos.

Estudos que propiciem um avango na atividade de
producdo de plantas ornamentais s8o de grande
importancia para os produtores, diminuindo o tempo
de permanéncia sob os telados e os custos com tratos
culturais, garantindo a qualidade da espécie cultivada.

A técnica de micropropagacao para a multiplicacao
de plantas ornamentais permite produzir um grande
nimero de mudas em pequeno espago € em tempo
reduzido. Adicionalmente, as plantas obtidas
apresentam maior vigor, ja que estdo isentas de
bactérias, fungos e virus (LANGHANS et al., 1977).

A clonagem de orquideas a partir de um pequeno
fragmento isolado de Cymbidium, descoberto por
MOREL (1960), juntamente com o desenvolvimento e
uso de meio com altas concentragdes de sais minerais,
formulado por MURASHIGE & SKOOG (1962), foi o
maior estimulo para o desenvolvimento das técnicas
de cultura de tecidos e propagacao de espécies
ornamentais. Hoje, muitos tipos dessas plantas sdo
propagados in vitro visando escala comercial, a saber:
orquideas, agaves, iris, gladiolos, anttrios, bromélias,
narcisos, crisdntemos, begonias, geranios, cactos e
violetas (HUGHES, 1981). A regeneragao de plantulas
de samambaias tem sido amplamente utilizada, a partir
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de meristemas apicais do rizoma, desprovidos de
primordios foliares (WETMORE & MOREL, 1949), e
a partir de meristemas apicais radiculares (BURR, 1975)
em meio contendo sais minerais e vitaminas e
enriquecido com fitorreguladores.

A diferenciacdo de 6rgdos em plantas é regulada
pela interag@o de dois tipos de hormonios: as auxinas ¢
as citocininas. Uma relacdo elevada em favor da
citocinina promove, em geral, formacdo de brotos,
enquanto uma relagdo elevada da auxina favorece a
diferenciagdo de raizes. A adi¢do de hormonios
exogenos depende, fundamentalmente, dos niveis de
hormonios enddgenos. Simultaneamente, quando um
regulador exdégeno ¢ adicionado, a planta responde,
compensando com o incremento da concentragdo de
horménios endogenos (GEORGE, 1993).

Este estudo objetivou avaliar o estabelecimento
inicial de gemas laterais axilares de S. podophyllum,
bem como a taxa de multiplicagdo, o crescimento € o
periodo de permanéncia dos explantes em cada fase do
cultivo in vitro, uma vez que essa espécie ¢ uma planta
ornamental de importincia econémica e ha pouca
literatura sobre a propagacao vegetativa in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia da Epagri — Estacdo Experimental de
Itajai, de abril a outubro de 2002. Colocaram-se gemas
laterais axilares de S. podophyllum, imediatamente
depois de extraidas, em frascos contendo agua destilada
esterilizada, por dois procedimentos de desinfestacdo:
32 gemas foram submetidas a pré-assepsia em bancada
de laboratdrio e a posterior assepsia em cdmara de fluxo
laminar (CFL), e outras 32, somente a assepsia em CFL.

A pré-assepsia consistiu na imersao das gemas em
hipoclorito de sddio a 1% adicionado de duas gotas de
detergente neutro, durante 15 min. A assepsia em CFL
consistiu na imersdo das gemas em etanol a 70 %, por
3 min e, posteriormente, na imersdo em solucdo de
hipoclorito de sddio a 1% adicionado de duas gotas de
detergente neutro, por 30 min. Entre as exposi¢des aos
agentes desinfestantes as gemas foram enxaguadas trés
vezes em agua destilada esterilizada.

Os meios de cultura tiveram como base o meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) adicionado de
sacarose a 3% e dgar a 0,7%. As gemas foram inoculadas
em dois meios de cultura: MS e MS adicionado dos
seguintes reguladores de crescimento, com o intuito de
avaliar o crescimento na fase inicial: acido 3-
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indolacético (AIA) e 6-benzilaminopurina (BAP),
ambos a 1,0 mg.L-'. O pH dos meios foi ajustado para
5,7, sendo os meios esterilizados a 120 °C, 1 atm,
durante 20 min.

Tanto os explantes submetidos a pré-assepsia
seguida da assepsia como os tratados apenas com o
processo de assepsia, foram cultivados em ambos os
meios.

A efetividade dos dois processos de desinfestacao
foi avaliada por meio da taxa de contamina¢do dos
explantes, ap6s 35 dias de incubacio.

Todas as plantulas regeneradas na fase inicial foram
transferidas, apds 35 dias, para frascos contendo meios
de proliferacdo. O meio-base foi 0 MS complementado
de diferentes concentragdes de BAP: 1,0;2,5 ¢ 4,0 mg.L.
Apds 50 dias, os brotos obtidos na fase de proliferagéo
foram transferidos para frascos contendo meio MS, para
induzir o crescimento ¢ o desenvolvimento das
plantulas. Os explantes receberam a identificagdo 1,0;
2,5 e 4,0 conforme a procedéncia do subcultivo de
proliferacéo.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento
em temperatura de 27 + 2°C, com fotoperiodo de 16
horas, com intensidade luminosa de 40 umol cm™ s™.

O delineamento experimental dos ensaios foi
mteiramente casualizado, sendo, na fase inicial, constituido
por quatro tratamentos com dezesseis repeticdes e, nas fases
de proliferacao e de crescimento, por trés tratamentos com
oito repeti¢oes cada um. A unidade experimental constou
de um explante por frasco.

Os parametros avaliados na fase de estabelecimento
in vitro foram a taxa de contaminagdo por bactérias e

fungos, a taxa de sobrevivéncia e a cor dos explantes.
Nas fases inicial, de proliferacdo e de crescimento,
avaliaram-se o tamanho € o nimero dos brotos, das
folhas ¢ das raizes. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise da varidncia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo de um tratamento de pré-assepsia no
laboratorio seguido de assepsia na camara de fluxo
laminar (CFL) foi mais eficaz na eliminagao de
microrganismos da superficie dos explantes (Tabela 1).
O processo de desinfestagdo com pré-assepsia resultou
em menor percentagem de contaminagdo dos explantes
(28,1 %), enquanto, sem ela, houve um aumento de 15%
na taxa de contaminagdo. No entanto, mesmo entre
tratamentos idénticos quanto a desinfestagcdo, houve
uma variagdo no percentual de contaminagdo dos
explantes tanto para fungos quanto para bactérias. Isso
pode ser devido a maior contaminagéo dos explantes ja
proveniente das plantas matrizes ou adquirida durante
o processo de excisao das gemas. Apesar de os explantes
terem sidos submetidos aos mesmos tratamentos de
desinfestagdo, a eficiéncia do etanol e do hipoclorito
de sodio na eliminagdo dos agentes contaminantes
depende da capacidade de penetragdo do produto na
superficie do tecido e das células.

As gemas encontram-se sob o efeito da dominancia
apical e apresentam tamanho e morfologia diferentes.
Portanto, os tratamentos de desinfesta¢do receberam
numeros iguais de gemas de tamanhos diferentes, mas
com diferentes morfologias. Gemas coletadas em ramos
mais velhos, de tamanho maior, apresentavam maior

Tabela 1. Efeito de dois processos de desinfestacao na taxa de contaminagao de gemas laterais axilares de Syngonium
podophyllum, incubadas em dois meios de cultivo, por 35 dias

Assepsia feita com etanol 70% e

Meio de cultivo MS

hipoclorito de sédio 1% (MURASHIGE & SKOOG, 1962) Contaminagdo Total de
Com Sem Sem Com Fungos Bactérias contaminagdo
pré-assepsia pré-assepia fitorregulador fitorregulador
(Hipoclorito (1 mgL'AIAe
s6dio1%) Img.L!' BAP)
%
+ + 12,50 6,25 18,75
+ + 25,00 12,50 37,50
x = 18,75 x =9,38 x =28,12
+ + 31,25 12,50 43,75
+ + 25,00 18,75 43,75
x =28,12 x = 15,62 x =43,75
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superficie externa exposta, maior quantidade de ceras
e maior lignificagdo dos tecidos. Tais caracteristicas
podem ter comprometido a eficiéncia dos processos de
desinfestagdo. Segundo KANE (2000), o tamanho do
explante inicial de singdnio tem uma influéncia grande
na sua taxa de contaminagao e sobrevivéncia, podendo,
inclusive, apresentar forte oxidacao dos tecidos
isolados, pela presenca de compostos fenolicos.

Os efeitos dos tratamentos no estabelecimento e
no desenvolvimento das gemas laterais axilares sdao
mostrados nas Figuras 1 e 2. O crescimento dos brotos
foi maior nas gemas inoculadas em meio MS com
fitorreguladores, se comparado as gemas inoculadas em
meio MS em ambos 0s casos, tanto com como sem pré-
assepsia. Por outro lado, o cultivo dos explantes em
meio MS com ou sem fitorreguladores ndo apresentou
diferenca significativa no nimero médio de brotos por
explante, independentemente da realizagdo ou ndo da
pré-assepsia. O ajustamento das condigdes fisioldgicas
dos explantes a nova condicao in vitro é o que determina
sua sobrevivéncia e seu desenvolvimento na fase de
estabelecimento (KANE, 2000).

Conforme os resultados obtidos, somente as gemas
inoculadas em meio MS emitiram raizes apds o
desenvolvimento de plantulas. O enraizamento pode ter
sido promovido por um balango endégeno em favor da
auxina ou pela presenca de calcio, boro e zinco no meio
de cultura MS, ja que esses nutrientes sdo conhecidos
como rizogénicos (DE FOSSARD et al., 1977;
ANDERSEN, 1986). Diversas espécies, principalmente
as herbaceas, enraizam na presenca de niveis muito
reduzidos de auxina ou em meio basico sem reguladores
de crescimento. Neste caso, o fornecimento de auxina
¢ realizado pela parte aérea em rapido crescimento, a
qual ¢é translocada para a base, estimulando a rizogénese
(HASEGAWA, 1980; ANDERSON, 1984). Todavia,
tanto o meio MS quanto o MS adicionado de AIA e BAP
estimularam a formacgéo da parte aérea, principalmente
de folhas. Houve, também, formagao de calo na base
em 40% dos explantes inoculados em meio MS com
reguladores. A presenca de fitorreguladores no meio de
cultura pode induzir a formacio de calo na base dos
explantes de singdnio, principalmente apods varias
subculturas em meio com citocinina (KANE, 2000) ou
quando da adigdo de ANA (RAJEEVAN et al., 2002).

A presenca de reguladores de crescimento no meio
MS influenciou, possivelmente, o nivel endogeno de
auxina/citocinina, levando a formagao de calo em alguns
explantes. Adicionalmente, promoveu maior
desenvolvimento dos explantes, pelo aumento no
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tamanho dos brotos e pela indugdo na formacao de
folhas. No entanto, esse aumento no metabolismo de
crescimento ndo foi favoravel a indugdo de primoérdios
radiculares, ja que o balango hormonal auxina/citocinina
¢ fundamental no controle da morfogénese ¢ na
formacdo de orgdos em cultura de tecidos
(MURASHIGE & SKOOG, 1962). Para que ocorra a
formagao de parte aérea e de raizes, deve-se investigar
o melhor balango entre ambos os hormdnios, que ¢é
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Figura 1. Efeito do meio de cultura MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) com e sem fitorreguladores, pre-
cedido ou ndo de pré-assepsia, no desenvolvimento
de plantulas de Syngonium podophyllum, apds 35
dias de incubagao.
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espécie-especifico. Além dos fitorreguladores, as
condi¢des de incubacdo da cultura in vitro podem
aumentar a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos
explantes. Plantulas de S. podophyllum submetidas a
3.000 lux de intensidade luminosa apresentaram maior
crescimento e numero de raizes em relagio as crescidas
a 1.000 lux, conforme DAHAB et al. (2000). Além
disso, esses autores verificaram que a maior intensidade
luminosa da fase in vitro resultou em maior porcentagem
de sobrevivéncia das plantulas durante a aclimatizagao.
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Figura 2. Efeito do meio de cultura MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) com e sem fitorreguladores, pre-
cedido ou ndo de pré-assepsia, no crescimento de
plantulas de Syngonium podophyllum, apds 35 dias
de incubacao.

A adigdo de elevadas concentragdes de BAP (2,5 ¢
4,0 mg.L!) ao meio MS na fase de proliferagdo nio
promoveu um aumento significativo no nimero médio
de brotos/explante, quando comparadas a 1,0 mg.L"!
de BAP (Figura 3). Da mesma forma, o tamanho dos
brotos nao apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos com diferentes concentragdes de BAP, cuja
aplicacdo exdgena parece ndo ter influenciado
fortemente a relagdo auxina/citocinina, promovendo
uma pequena reducao e/ou quebra da dominancia apical
dos explantes de S. podophyllum in vitro.
Contrariamente, o crescimento dos brotos foi afetado
pelaagdo do BAP, que estimula maior produgdo de parte
aérea, porém, se aplicado em excesso, tem efeito toxico
(LANE, 1979; LESHEN et al., 1988). O pequeno
tamanho dos brotos pode ser, também, devido a
competicdo pelos nutrientes do meio. Resultados
semelhantes foram obtidos por RAJEEVAN et al.
(2002), utilizando segmentos nodais de singdnio
como explantes e cultivados em meio MS, adicionado
de 2,0 mg.L".

O efeito da alta concentragdo do BAP no meio pode
ter comprometido a multiplicagdo dos brotos, pois
causou-lhes demasiada emissdo com reduzido
crescimento (entufamento) da cultura e reducdo do
tamanho das folhas. Possivelmente, o desenvolvimento
dos brotos foi inibido pela divisdo celular acelerada,
em vista da alta concentracao de BAP, comprometendo
a organogénese, o que também levou a formacao de
calo nos explantes oriundos dos meios com 2,5 e 4,0
mg.L". Tal efeito ndo ocorreu em explantes submetidos
a concentragdes de 1,0 mg.L! de BAP, que promoveu
um aumento no numero médio de folhas e de raizes.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentragdes de 6-
benzilaminopurina (1,0 mg.L"; 2,5 mg.L!' e 4,0
mg.L"), adicionadas ao meio MS, no desenvolvi-
mento e proliferacdo de plantulas de Syngonium
podophyllum, durante os 50 dias de incubagao ini-
cial (fase de proliferacdo).
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Figura 4. Efeito do meio MS sem reguladores de cres-
cimento, durante 40 dias de incubagdo, sobre o de-
senvolvimento in vitro de plantulas de Syngonium
podophyllum, provenientes de trés tratamentos da
fase de proliferacdo (incubagao em MS acrescido
de 1,0 mg.L''; 2,5 mg.L" ou 4,0 mg.L"' de BAP).

Assim, nos explantes inoculados em meio com maiores
concentragdes desse regulador, foi menor a emissdo de
raizes, sinalizando a presenga do efeito toxico do BAP,
embora nao tenha havido o encurtamento dos entrends
nem a vitrificagdo e o engrossamento do caule dos
brotos de Syngonium podophyllum.

Os explantes provenientes da fase de proliferagdo
com incubagdo em MS acrescido de BAP (1,0; 2,5 ¢
4,0 mg.L") e submetidos ao meio MS isento de
reguladores de crescimento, apresentaram diferencas
significativas quanto ao tamanho e ao nimero médio
dos brotos e das raizes (Figuras 4 ¢ 5). De maneira
contraria, na fase de proliferacdo, o tamanho dos brotos
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Figura 5. Efeito de diferentes concentragdes de 6-
benzilaminopurina (1,0 mg.L'; 2,5 mg.L! e 4,0
mg.L"), adicionadas ao meio MS na fase de prolife-
racao (A), apos 50 dias de incubacgao, e do meio MS
sem reguladores de crescimentos, na fase de cres-
cimento (B), apds 40 dias de incubacido, no desen-
volvimento de plantulas de Syngonium podophyllum.

ndo apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos com diferentes concentracdes de BAP
(Figura 5). Aresposta dos explantes foi muito diferente
em func¢do do tratamento recebido no subcultivo de
proliferacao, promovendo um desenvolvimento
diferenciado. Apesar da auséncia do BAP no meio MS,
os explantes, possivelmente sob efeito residual do
regulador, apresentaram elevada multiplicagdo de
brotos, comprometendo o desenvolvimento. Conforme
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998), o efeito das
citocininas ndo se restringe a uma subcultura e, por
diversas vezes, constata-se um efeito residual de uma
subcultura para outra.

Os explantes provenientes do meio de proliferagdo
MS adicionado de 1,0 mg.L!' de BAP, quando cultivados
em meio de crescimento MS, apresentaram o tamanho
médio dos brotos e o nimero médio de raizes
significativamente maiores, em relagdo aos que foram
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submetidos as outras concentragdes de BAP. Os
explantes oriundos dos meios com altas concentragdes
de BAP (2,5 € 4,0 mg.L") apresentaram maior nimero
médio de brotos e menor nimero médio de raizes. Em
relagdo ao nimero médio de folhas, ndo se verificou
diferenga significativa entre os explantes resultantes dos
tratamentos. Apesar da auséncia de fitorreguladores,
principalmente auxinas, no meio de cultura na fase de
proliferagdo, as plantulas enraizaram rapidamente no
meio MS, corroborando com os resultados de
RAJEEVAN et al. (2002), que verificaram que diminui
o tempo de indugdo de raizes em segmentos nodais de
singbnio quando cultivados em meio MS com 100%
da concentragdo salina.

Esses resultados parecem estar relacionados com
a quebra da dominancia apical promovida pela adi¢ao
de BAP na fase anterior de proliferacdo. Embora os
explantes tenham sido cultivados em meio MS, pode
ter havido um efeito residual da citocinina influenciando
o nivel endégeno de hormonios, o que pode ter induzido
elevada multiplicacdo de brotos, emissdo de folhas e
menor emissao de raizes nos explantes oriundos dos
meios com 2,5 ¢ 4,0 mg.L! de BAP.

4. CONCLUSOES

1. A execucdo de pré-assepsia em bancada e
posterior assepsia em camara de fluxo laminar resultou
em melhor desinfestagao das gemas laterais axilares de
Syngonium podophyllum.

2. No estabelecimento inicial das gemas laterais
axilares de S. podophyllum in vitro, o uso do meio de
cultura MS adicionado de reguladores de crescimento
promoveu maior desenvolvimento dos explantes.

3. Na fase de proliferacdo dos explantes de S.
podophyllum, a adi¢do da citocinina BAP ao meio de
cultura ndo propiciou um aumento significativo do
numero médio de brotos.

4. Melhor desenvolvimento in vitro das plantulas
de S. podophyllum ocorreu quando os explantes
cultivados em meio MS isento de reguladores de
crescimento eram provenientes de subcultivos de
proliferagdo em MS com 1,0 mg.L! de BAP.
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