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RESUMO

DECCETTI, Soami Fernanda Caio. Ambjente de cultivo e respostas
morfofisiolégicas durante o processo de micropropagacio de Annona
glabra L.. 2004. 93 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A dificuldade de obtengfio de mudas de Annona glabra L., uma espécie
nativa que pertence a familia das Annonaceas e apresenta grande potencial
frutifero e fitofarmacolégico, pode ser contornada através da utilizagdo das
técnicas de micropropagacdo. Considerando a provével influéncia do ambiente
de cultivo sobre a qualidade das mudas, quanto & capacidade de crescimento ¢
desenvolvimento apds a transferéncia para o ambiente natural o presente estudo
teve por objetivo avaliar o efeito de trés niveis de uradlﬁnma (baixa, média e alta
DFFFA) e dois sistemas de vedagdo do recipiente de culnvo convencional
(frascos totalmente fechados) e ventilagdo natural ! (via membrana de
polipropileno), os quais influenciam a disponibilidade de CO,, a umidade
relativa e a temperatura do ar no interior do recipiente, sobre as caracteristicas
morfofisiolégicas dos explantes ¢ plantas da Annona glabra L cultivados
fotomixotroficamente durante a multiplicagfio e o enraizamento. Os resultados
desse estudo confirmam a influéncia do ambiente de cultivo sobre a fisiologia e
a anatomia da espécie. Sob baixo nivel de irradiancia (50 umolm™s™) ¢ sistema
convencional de vedagio do recipiente (frascos totalmente fechados), as
brotagdes e plantas apresentam baixa atividade fotossintética, sendo esta
saturada por baixos niveis de DFFFA. O aumento no nivel de irradiancia (150 e
300 pmolm™>s™) promove o aumento na atividade fotossintética e no ponto de
saturagio da fotossintese pela luz. Sob alta irradidncia e ventilagiio natural,
principalmente durante a fase de enraizamento, anmenta a produgéio de agiicares
soliveis e o aciumulo de sacarose e amido nas folhas. Em adic;ﬁo as folhas que
se desenvolvem sob estas condu;bes ambientais apresentam maior diferenciagéo
do parénquima pali¢adico, grande nimero de cloroplastos nas células, estdmatos
com formas caracteristicas ¢ funcionais, ¢ perdem menor quantidade de agua
quando submetidas as condi¢Bes mais severas do ambiente externo ao recipiente.
Os resultados desse estudo indicam que o aumento na disponibilidade de luz e a
utilizagdio de ventilagfio natural podem aumentar a capacidade fotossintética e
de regulagdio da perda de agua das plantas, favorecendo a sobrevivéncia e o
crescimento apos a transferéncia para 0 ambiente natural.

Orientadora: Angela Maria Soares - UFLA; Co-onentador Renato Paiva -
UFLA ‘



ABSTRACT

DECCETTI, Soami Femanda Caio. Culture environment and
morphophysiological responses during the process of micropropagation of
Annona glabra L.. 2004. 93 p. Thesis (Doctorate in Agronomy/Plant
Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

The difficulty to obtain seedlings of Annona glabra L., a native species
member of Amnonaceae family that presents a large fruit production and
pharmacological potential, may be controlled through the use of
micropropagation techniques. Considering the possible mﬂuence of growing
environment upon the seedling’s quality regarding its growth and development
capacity after transfer to the natural environment, the objective of the present
study was to evaluate the effect of three levels of irradiance (low, medium and
high DFFFA) and two flasks sealmg systems (conventlonal, tightly sealed
flasks, and natural ventilation, using polypropylene membrane) which are able
to influence the availability of CO,, relative humidity and air temperature inside
the flask, upon the morphophysiological characteristics of explants and plants of
Annona glabra L grown photomixotrophically during mult:phcatlon and rooting,
The results of these studies confirm the influence of the growing environment on
the phystology and anatomy of the species. Under a low leve! of irradiance
(50 umolm™s™) and conventional sealing system (tightly sealed ﬂasks) both the
sproutings and plants show a low photosynthetlc activity which is saturated by
low levels of DFFFA. The increase in the level of irradiance (150 and
300 pmolm?s’) promotes an increase in the photosynthetlc activity and
photosynthetic saturation light point. Under hlgh u'radlance and natural
ventilation during the rooting phase, an increase in soluble sugars yield and
accumulation of sucrose and starch was observed in leaves. In addition, the
leaves that developed under these environmental conditions present increased
differentiation of the palisade parenchyma, large number of chloroplasts in the
cells, stomata with characteristic and functional shapes, and reduced water lost
when submitted to severe environmental conditions. The results of this study
indicate that the increase in the availability of light and the use of natural
ventilation can increase photosynthetic capacity and regulate plant water loss,
favoring survival and growth after the transfer to the natural environment.

Adviser: Angela Maria Soares - UFLA; Co-adviser: Renato Paiva - UFLA



1 INTRODUCAO

A utilizagio das técnicas de propagagdo in vitro, principalmente a
micropropagagdo, tem permitido contornar os obﬂéct%!os que atingem a
propagagdo convencional de diversas espécies, inclusive qa Annona glabra L.,
contribuindo para obten¢éo de um grande nimero de plantaﬁ mais uniformes, em
tempo ¢ espago fisico reduzidos. Entretanto, as plantas de“rivadas do cultivo in
vitro requerem um periodo de aclimatizagiio durante a transferéncia para a casa
de vegetagiio ou para o campo, em fungdo de alteragdes estrﬁturais e fisiologicas
induzidas por determinados fatores ambientais, caractet%sticos dos sistemas
utilizados para a micropropagagiio, os quais reduzenh a capacidade de
sobrevivéncia e de crescimento das plantas apds a transfercia para o ambiente
natural. A perda de vigor ¢ a subseqilente morte, devido ao dessecamento, s§o
dois sérios problemas que ocorrem freqiientemente com as plantas que sfo
transferidas das condigdes in vitro, mesmo sob um rigoroso controle para
promover a adaptagio da planta ao novo ambiente. Consicierando que Os custos
de produgdo com o cultivo in vitro s#o altos, a perda significativa de plantas na
subseqiiente aclimatizagfio limita a utilizagio dessas técnicas para a propagag#o
de muitas espécies.

Durante muito anos, os estudos envolvendo a inicropropagagﬁo de
plantas focalizaram apenas a composigdo de nutrientes do meio de cultura para a
obtengo de altas taxas de multiplicagdo ¢ de enraizamento e pouca atengéo foi
dada 2 integridade e & qualidade das plantas produzidas por essas técnicas.
Recentemente, grande parte da comunidade cientifica modificou o enfoque dos
estudos em fungdo da necessidade de aumentar a eficiéncia das técnicas in vitro
para viabilizar a sua utilizagio. Nesse sentido, tem sido fundamental a

manipulagio ¢ o controle das condigdes ambientais, responsaveis pelas



alteragBes estruturais e fisiologicas durante o cultivo in vitro, para melhorar a
qualidade das plantas micropropagadas, garantindo a sua capacidade de
sobrevivéncia e de desenvolvimento no ambiente natural.

Diante dessas consideragdes, o presente estudo teve como objetivo
desenvolver conhecimento em relagio 2o efeito de diferentes niveis de
irradidncia e sistemas de vedag#io do recipiente de cultivo, 0s quais também
proporcionam variagdes nas condi¢des de umidade relativa, temperatura e
concentragio de CO, da atmosfera no interior do recipiente, sobre as
caracteristicas morfofisiol6gicas da Annona glabra L. durante a multiplicagéo e
o enraizamento, contribuindo assim, para aumentar a eficiéncia do sistema no
protocolo estabelecido e otimizar a qualidade das plantas de Annona glabra L.
micropropagadas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Propagacio e Cultura de tecidos

A utilizagdio das técnicas de cultura de tecidos tém sido uma alternativa
bastante eficaz para contornar os obstaculos que alﬁ'pgem a propagagdo
convencional de diversas espécies e que limitam a obtengipo de novos individuos
ou contribuem para a heterogeneidade das mudas. Essas técnicas permitem o
crescimento de células, tecidos ou orgdos isolados da planta mée, em condigSes
assépticas e controladas e, se baseiam na totipotencialidade das células da
planta, o que significa que qualquer célula, no organismo vl‘ggetal, contém toda a
informagéio genética necesséria a regeneragéo de uma planta completa (Torres &
Caldas, 1990), desde que submetidas a tratamentos adequados.

A micropropagacio, a qual se refere a propagacio vegetativa in vitro,
constitui a aplicagdo mais pratica das técnicas de cultura de tecidos (Grattapaglia
& Machado, 1998) e apresenta diversas vantagens quando comparada aos
métodos convencionais de propagagiio vegetativa. th inimeras espécies
agricolas, florestais ¢ ornamentais a utilizagdo das técnicasi de micropropagagéo
tém permitido a obtengdo de maior quantidade de mudas,;;livres de doengas e
mais homogéneas, em tempo ¢ espago fisico bastante reduzidos.

Embora a micropropagagfio se mostre eficaz para a ripida propagagdo de
diversas espécies, a sua utilizagfio comercial tem sido limitada, ¢ muitas vezes
inviabilizada, devido ao alto custo de produg#o como resul&do, principalmente,
do custo com laboratério, das baixas taxas de estabelecimento e crescimento in

vitro e da alta mortalidade de plantas durante a aclimatizac;z’i?.



O crescimento e o desenvolvimento dos explantes ¢ plantas, tanto
in vitro quanto apds a transferéncia para o ambiente natural (ex vifro), ndo
dependem somente da composigio de nutrientes do meio de cultura, mas
também' sdo afetados pela composi¢io gasosa da atmosfera no interior do
recipiente de cultivo (Zobayed et al., 1999). Diversos estudos conduzidos para
determinar os efeitos desses fatores ambientais sobre a fisiologia ¢ a morfologia
das plantas micropropagadas tém enfatizado a necessidade de aprimoramento
das técnicas utilizadas para garantir a qualidade e a integridade das mudas
(Kozai et al., 1997; Bag et al., 2000).

22 Ambiente de cultivo e respostas morfofisioldgicas
s As vedagBes convencionais utilizadas nos recipientes, sob os quais as
plantas crescem, para prevenir a contaminagiio por microorganismos, retardar a
dessecagdo dos tecidos € a evaporagiio da égua do meio de cultura, podem
restringir a troca de gases entre o recipiente ¢ a atmosfera externa. A
conseqiiéncia desse confinamento sdo condigdes ambientais peculiares,
caracterizadas por alta umidade relativa, baixa disponibilidade de CO, e grande
flutuagdio diurna na sua concentragio, além de acimulo de etileno e outras
substéincias téxicas (Zobayed et al., 1999)§ Em adigfio, nos sistemas clssicos de
micropropagagdo utilizados em laboratérios comerciais, 0s explantes e plantas
so cultivados sob baixos niveis de irradidncia (15 - 75 pmolm™s™) e altas
concentragdes de sacarose no meio de cultura (20 - 30 g.L™*) (Kitaya et al., 1995;
Kodym & Zapata-Arias, 1999).
Sob essas condigdes ambientais, a fotossintese, a transpiragio e a
absorgio de agua e nutrientes siio inibidas e a respiragdio no escuro elevada,
resultando em pobre crescimento das brotagdes e plantas durante o cultivo in



vitro € em marcantes desordens morfoldgicas e fisioldgicas no nivel celular, de
tecidos e de orgdos (Chenevard et al, 1997). Essas glterac;ﬁes reduzem a
capacidade de sobrevivéncia e de crescimento das planta% micropropagadas no
ambiente natural porque diminuem sua capacidade de suprir a necessidade de
energia e carbono por meio da fotossintese e de contrdiar eficientemente os
processos de perda ¢ absorgdo de agua, mantendo um favorével balango hidrico
(Zobayed et al., 1999). k

i
Na grande maioria das espécies micropropagadas, a transferéncia das

mudas, de um ambiente protegido em meio estéril, com agucares e atmosfera
quanto & umidade saturada (in vitro), para um meio nio es‘;téril, sem suprimento
de carbono e umidade reduzida (ex vitro), resulta na perda |;as plantas. Por outro
lado, se a sobrevivéncia é alcangada, as taxas de crescimento sdo geralmente
baixas. Dessa maneira, a perda de vigor e a subseqiiejgte morte devido ao
dessecamento sdo dois sérios problemas que ocorrem ﬁéﬁﬁentemente com as
plantas que sdo transferidas das condigdes in vitro (Sutter & Hutzell, 1984).

Segundo Brainerd & Fuchigami (1981), o estresse hidrico ¢ a principal
causa do “choque no transplante”, sendo o resultado da transpn'ac;ﬁo excessiva
por todas as partes da planta, principalmente das folhas, ¢ da inadequada
absorgiio de dgua pelas raizes. A alta umidade relativa do ar no interior do
recipiente de cultivo (proxima de 100%) ¢ a baixa iﬂ#fiiﬁncia sdo os dois
principais fatores que provocam alteragdes significativas na estrutura ¢ no
funcionamento dos tecidos, levando a incapacidade das mudas produzidas in
vitro de controlar a perda de agua quando submetidas as condxqﬁes do ambiente
natural, como o aumento na demanda evaporativa (Fuchlgaml et al., 1981;
Preece & Sutter, 1991; Khan et al., 2003).

A cuticula, juntamente com os estGmatos, constituem os principais
caminhos de perda de 4gua nas folhas. A permeabilidade da cuticula a agua ¢
influenciada pela quantidade, estmtura ¢ composicdo quimica da céra_ -



epicuticular que a constitui. Estudos sobre as razdes da excessiva perda de 4gua
apos a transferéncia, revelaram que as folhas das plantas que crescem in vitro
apresentam importantes alteragdes, como reduzida quantidade e menor
estruturagio de céra epicuticular (Sutter & Langhans, 1979; Fuchigami et al.,
1981; Sutter, 1988), aliado & alteragiio na sua composi¢iio quimica, com o
aumento na proporgdo de componentes hidrofébicos, mais permedveis ao fluxo
de agua (Sutter, 1983). Essas alteragbes resultam no aumento da transpiragdo
cuticular, visto que a céra constitui uma importante barreira a0 movimento de
4gua através da cuticula.
A alta perda de 4gua das plantas apés a transferéncia também tem sido
explicada por determinadas caracteristicas estomdticas das plantas
" micropropagadas, como o aumento no tamanho e na densidade dos estdmatos
(Brainerd & Fuchigami, 1981; Lee et al., 1988; Sciutti & Morini, 1995);
localizagio mais superficial dos estdmatos na epiderme da folha (Lee et al.,
1988; Capellades et al., 1990; Sciutti & Morini, 1995); alterago no
desenvolvimento estomatico, com o aumento na proporgio de estdmatos
totalmente desenvolvidos, que contribuem efetivamente para a transpiragio
(Wardle et al, 1983) e o reduzido controle estomatico (Lee et al., 1988,
Capellades et al., 1990; Sciutti & Morini, 1995; Khan et al., 2003).

V Dt;rante o cultivo in vitro os estdmatos permanecem sempre abertos, em
funciio das condigdes ambientais que néo favorecem a transpirag#o, ¢ podem ser
incapazes de se fechar rapidamente, impedindo a perda de dgua, quando a planta
¢ retirada do recipiente de cultivo. A reduzida capacidade de fechamento dos
estbmatos em resposta as condigdes severas do ambiente natural tem sido
observada em diversos estudos (Brainerd & Fuchigami, 1981; Fuchigami et al.,
1981; Wardle et al.,, 1983; Sutter, 1988; Shackel et al., 1990) e associada o
desenvolvimento anormal das células-guarda, a baixa seletividade ao acimulo
de Na, K e Mg nas células-guarda (Shackel et al., 1990) e, principalmente, ao



colapso generalizado das células epidérmicas, causado pela extrema e rapida
dessecagdo das plantas, que danifica o funcionamento dos ie;stématos, impedindo
que estes permanecam fechados (Sciutti & Morini, 1995). Diversos autores,
entre estes Diaz-Pérez et al. (1995), tém considerado o reduzido controle
estomético como a principal causa da alta condutéincia foliar inicial e da rapida
dessecacdo das plantas ap0s a transferéncia. I

Outras alteragdes observadas na morfologia interha da folha, como a
presenga de hidatédios, exibindo gutagfio e com maior proximidade entre os
elementos condutores de 4gua do xilema e o poro de édgua (Donnelly et al., 1987,
Donnelly & Skelton, 1987; Capellades et al., 1990); reduzida diferenciagéo do
mesofilo das folhas com alta proporgio de espagos intercelulares
(Brainerd et al., 1981; Donnellly & Vidaver, 1984; Smith et al., 1986; Leeetal.,
1988; Capellades et al., 1990; Dimassi-Therion & Bo§abalidis, 1997) e a
auséncia de tricomas ou a reduzida cobertura da epiderme por essas estruturas
(Donnelly et al., 1987; Donnelly & Skelton, 1987) também podem contribuir
para a excessiva perda de dgua apos a transferéncia. ‘ .

Por outro lado, fatores que aumentam a capacid:%de das blamas para
transportar 4gua, como a presenga de raizes ou a eficiéncia Qessas raizes, podem
ser tdo importantes quanto a regulagéio da perda de égua% pelos estdmatos ou
através da cuticula (Shackel et al., 1990). O substrato, que € o meio de
sustentagdo ou suporte, é um dos fatores extemnos de malér influéncia sobre o
enraizamento das brotagBes e a qualidade das raizes adventicias (Hoffmann,
1999). '

O método classico de micropropagagdo consiste no enraizamento in
vitro de brotagSes em meio solidificado com agar ou o produto equivalente.
Embora o 4gar, durante a fase de indugio proporcione a emissdo de maior
numero de raizes, quando comparado a outros substratos como vermiculita, areia

¢ perlita, em fungdio da maior facilidade de acesso aos nulrieint&s e pela condigdo
!



fisica uniforme em todo o meio de cultura, pode afetar o crescimento das raizes
(Hutchinson, 1984) ¢ condicionar o padréio morfologico das mesmas (Simdes,
1988).

Diversos autores tém discutido a funcionalidade das raizes emitidas in
vitro ap6s a transferéncia das plantas para o ambiente natural, em funcfo do
sisterna radicular adventicio emitido em 4gar ou produto equivalente ser, em
geral, pouco ramificado, quebradico e isento de pélos radiculares (Leite, 1995),
ou da inadequada conexdo vascular entre as raizes e as brotagdes (George,
1996). Estas situagBes reduzem a absorgdo e o fluxo de 4gua e nutrientes no
sentido ascendente e podem contribuir para o estresse hidrico, o qual ocorre
quando a transpiragdo excede a absorgdo de dgua (Diaz-Pérez et al., 1995).

Em adicio ao estresse hidrico, caracteristicas fotossintéticas
desempenham influéncia marcante sobre a sobrevivéncia e o crescimento das
plantas micropropagadas apbs a transferéncia. De acordo com Serret et al
(1996), explantes ou plantas in vitro apresentam estrutura e fisiologia do
aparelho fotossintético modificadas, resultantes, principalmente, dos baixos
niveis de ixréciiéncia, limitada disponibilidade de CO; e elevada concentragéio de
sacarose no meio de cultura. Esses fatores atuam em combinago resultando em
plantas com atividade fotossintética insuficiente para promover o0 crescimento,
tanto in vitro quanto apds a transferéncia (De la Vifia et al., 1999).

Convencionalmente, as plantas in vitro sio expostas a baixos niveis de
irradidncia e adquirem caracteristicas de plantas que se desenvolvem em
ambientes sombreados, sendo as respostas fotossintéticas & luz também
similares; baixas taxas fotossintéticas e baixos pontos de saturagdio da luz
(Améncio et al, 1999). Em adi¢do, no interior dos recipientes totalmente
fechados, as concentragdes de CO,, geralmente estio abaixo da concentragédo
normal da atmosfera (340 pmol.mol™) (Zobayed et al., 2002), atingindo valores
entre 100 e 200 pmol.mol™ ou menores, durante o periodo de luz (Serret et al.,



1996). Dessa maneira, a atividade fotossintética das plantas in vitro pode ser
limitada pelos baixos niveis de irradidncia e pela reduziida disponibilidade de
CO; (Kozai et al., 1997). ’:

Os estudos tém atribuido a reduzida fotossintese in vitro & baixa
concentragdo de clorofila (Smith et al., 1986); ma formagéo dos cloroplastos,
com menor desenvolvimento do grana (Serret et al,, l9?§; Lee et al, 1985),
reduzido desenvolvimento do mesofilo foliar, com mc#or diferenciagéio do
parénquima palichdico (Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997) e a reduzida
atividade da Rubisco (Grout & Donkin, 1987) e da Pepcase (Fischer &
Alfermann, 1995). ;

As plantas in vitro, em fungfio das condigdes amli?jentais desfavordveis
para a fotossintese, possuem metabolismo do carbono predominantemente
heterotréfico ou fotomixotréfico, sendo a sacarose no meio de cultura a Gnica ou
principal fonte de carbono e energia para o seu crescimenfp ¢ desenvolvimento.
Fmbora a sacarose seja considerada de importéncia primédria para a
organogénese in vitro, constitvindo substrato para o crescimento e o
desenvolvimento e influenciando o ciclo celular e os processos de diferenciagio
(Vaz et al., 1998), a utilizagéo de altas concentragSes no i~1“neio de cultura tem
sido considerada uma das principais causas das reduzidas tqxas fotossintéticas in
vitro.

A inibigdio por “feedback” da fotossintese constin}i um mecanismo de
regulagiio conhecido: o excesso ou o acimulo de at;ﬁcare?lna folha, reprime a
transcrigiio de muitos genes envolvidos no processo fotossintético (Sinhé &
Roitsch, 2002). Diversos trabalhos tém demonstrado que o cpltivo de plantas sob
altas concentragdes de sacarose (20 — 30 g.L™") resultam no iacﬁmu]o de agiicares
solitveis, principalmente sacarose, ¢ de amido na folha, na i:;ibiqio da sintese de

Rubisco e de clorofila e, consegiientemente, na redugdo das‘ pxm fotossintéticas
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(Deng & Donnelly, 1993; Chenevard et al., 1997, Kanechi et al., 1998;
Adelberg et al., 1999).

Nas plantas micropropagadas, o pobre desenvolvimento das folhas
durante o cultivo in vitro tem sido considerado o principal fator de
vulnerabilidade e a principal causa da baixa porcentagem de sobrevivéncia
destas ap6s a transferéncia para o ambiental natural (Lee et al., 1985; Nguyen et
al., 1999). A perda de vigor observada nas plantas apds a transferéncia para a
casa de vegetagio, de acordo com Marin & Gella (1988), deve-se a inani¢do
causada pela baixa eficiéncia na troca do metabolismo heterotrofico (com
dependéncia total de uma fonte externa de carbono) para o metabolismo

fotoautotrofico (com dependéncia total da fotossintese).

2.3 Comportamento das mudas durante a aclimatiza¢iio

As mudas micropropagadas, em fungdo da baixa taxa de crescimento in
vitro ¢ da reduzida capacidade fotossintética e de regulagio da perda de 4gua,
sio extremamente vulneraveis e requerem um periodo de aclimatizagéo durante
a transferéncia para o ambiente natural ou para um ambiente de transigfio, como
a casa de vegetacdio ou telado (Lakso et al., 1986; Lee et al.,, 1985). Durante o
periodo de aclimatizago as plantas sfio submetidas & transigio gradual do
ambiente, de forma que ndo sofram efeitos que resultem em danos profundos ou
mesmo em sua morte. Dessa forma, o processo de aclimatizagBo tem sido
considerado essencial e critico para um sistema de micropropagagiio bem
sucedido (Pospisilova et al., 1999; Bag et al., 2000).

A sobrevivéncia e o crescimento das mudas apés a transferéncia para a
casa de vegetagéio ou campo dependem do manejo adequado dos diversos fatores

envolvidos na adaptagiio da planta & mudanga ambiental e da formag&o de novas

10



estruturas, principalmente folhas, mais adaptadas as novas condigSes ambientais
(Carvalho & Améncio, 2002). Os principais fatores mvolﬁdos na aclimatizagfio
das mudas micropropagadas sfio: o genétipo, a infec¢io por patdgenos, o
estresse hidrico, o estresse pela luz e, principalme‘nte, a alteragio do
metabolismo heterotréfico (in vitro) para fotoautotréfico (ex vitre) (Hoffmann,
1999; Kanechi et al., 1998; Diaz-Pérez et al., 1995; Lee et al., 1985).

A manuteng#o inicial das plantas, apos a transferéncia, sob alta umidade
relativa tem sido essencial para minimizar a perda das mudas (Desjardins et al.,
1987). Apds o periodo critico inicial, a umidade relativa 49 ar ¢ gradativamente
reduzida O periodo de decréscimo gradual da umidade relativa aumenta a
capacidade de resposta dos estomatos, favorece a [:elaboraqﬁo de céras
epicuticulares e reduz o murchamento ap6s a transferénrfia (Sciutti & Morini,
1995).

As plantas micropropagadas, geralmente, apresentam baixo ponto de
saturagfio da luz (Amancio et al., 1999) e quando s#o transferidas das condigSes
in vitro ¢ expostas a niveis mais altos de irradidncia, geralmente nfio muito
maiores que os recebidos in vitro, demonstram sintoxinas de estresse por
fotoinibi¢fio ou foto-oxidagdo (Carvalho & Améncio, 200;2). Nesse contexto, o
controle ¢ a otimizagdo da luz apés a transferéncia também tem sido essencial
para a sobrevivéncia da planta, sendo o periodo de dééréscimo gradual da
umidade relativa acompanhado pelo incremento progréfssivo na irradiéncia
(George, 1996).

As novas folhas produzidas durante a aclimaﬁzagﬁo, possuem
caracteristicas de transigio que podem conferir maior capacidade fotossintética
(aquisi¢io da fotoautotrofia) e de regulagio hidrica ﬁs plantas (Sutter ¢
Langhans, 1979; Smith et al., 1986; Wardle et al, 19&3). De acordo com
Capellades et al. (1990), o periodo de aclimatizagéo ex w'llt;a permite a redugdo
na densidade de estématos, altera o formato e a topografia destes e, de maneira
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geral, favorece os diversos parimetros foliares. Em adi¢io, durante a
aclimatizagio, o ganho de competéncia fotossintética e a aquisicio da
fotoautotrofia com a formagio de novas folhas (Améncio et al., 1999; Diaz-
Pérez et al., 1995; Deng & Donnelly, 1993) ¢ o desenvolvimento de um sistema
radicular mais funcional (Chenevard et al., 1997) constituem comportamentos
comuns as vérias espécies cultivadas in vitro.

De acordo com Améncio et al. (1999), baseado no comportamento
fotossintético das folhas formadas in vitro durante a aclimatizagdo, as espécies
micropropagadas podem ser classificadas em competentes e ndo competentes:
nas espécies ndo competentes a capacidade fotossintética das fothas formadas in
vitfro permanece baixa durante a aclimatizagdio e, até que as novas folhas sejam
formadas, grande parte do requerimento de energia para os processos de
manutengio e crescimento, inclusive para a formagio das folhas, ¢ suprido pela
mobilizagio dos carboidratos produzidos e anmazenados nos propagulos durante
a fase de enraizamento ¢, de maneira geral, as folhas formadas in vitro atuam
apenas como Orgdos de reserva; nas espécies competentes as folhas formadas in
vitro aumentam sua capacidade fotossintética durante a aclimatizagio e
permanecem na planta por periodos mais longos, desempenhando importante
fungdo, ndo somente como fonte de reserva para a formag#o de novas folhas,
mas também contribuindo, através da fotossintese, para o balango positivo de
carbono da planta.

Porém, na maioria das espécies, a atividade fotossintética das folhas
formadas in vitro é baixa durante a aclimatizagfio, sendo necessdria rapida
formagdo de novas folhas, com maior capacidade fotossintética, para a
sobrevivéncia e o crescimento das plantas, visto que os carboidratos
armazenados sfio completamente consumidos nos primeiros dias de

aclimatizagfo. Entretanto, a formagdo das folhas depende da atividade das
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gemas, a qual ¢ influenciada por fatores fisicos, quimicos e fisiologicos antes e
durante a aclimatizagio (Chenevard et al., 1997), ;

Embora muitas plantas ndo tenham problemas durante a aclimatizagio e
o periodo seja suficiente para corrigir as alteragdes induzidas in vitro e garantir a
sobrevivéncia ap6s a transferéncia, em muitas espécies ocorre significativa perda
de mudas durante esse periodo (Lee et al., 1985; Capella@es et al., 1990; Seko
& Nishimura, 1996; Chenevard et al., 1997; De La Vifta et al., 1999; Bag et al,,
2000). A dificuldade de transferir com sucesso as planfas produzidas in vitro
para a casa de vegetaglio ou campo constitui 0 maior obstéculo & aplicagéo
pritica das técnicas de cultura de tecidos, limitand% economicamente a
utilizagio desses sistemas para a micropropagacéo em!’ ‘escala comercial de
muitas espécies (Myashita et al., 1996; Chenevard et al.,. 1997; Nguyen et al,,
1999; De la Viiia et al., 1999; Hoffmann, 1999; Kodym & Zapata-Arias, 1999),
¢ demonstra a necessidade de otimizar e controlar o ambiente de cultivo para
garantir altas taxas de multiplicagfio e enraizamento, favof_ecer o crescimento in
vitro € o rapido estabelecimento da planta no ambiente gamral (Kozai et al.,
1997).

24  Tendéncias atuais da micropropagaciio : manipulagiio e controle das

condicdes de cultivo

A necessidade de aumentar a eficiéncia das técnicas in vitro para
viabilizar a sua utilizagdio, face aos diversos problemas eﬁqontrados atualmente
nos sistemas de micropropagagdo, impulsionou a conduqﬁoi'de intmeros estudos
envolvendo a manipulagéo e o controle das condigdes de cultivo para otimizar o
crescimento in vitro, aumentar a sobrevivéncia ap6s a tran‘sferéncia e garantir a

qualidade das plantas produzidas por essas técnicas.
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Tradicionalmente, tem sido considerado que os explantes ¢ plantas in
vitro niio possuem habilidade fotossintética para promover um balango positivo
de carbono e requerem a suplementagio do meio de cultura com uma fonte
artificial de carbono, como a sacarose, para o seu crescimento heterotrofico ou
fotomixotréfico durante os estigios de multiplicagfio ¢ enraizamento (Niu et al,,
1998). Entretanto, na ultima década, inimeros estudos tém provado que as
plantas in vitro possuem alta capacidade fotossintética e fotossintetizam de
maneira satisfatoria, reduzindo ou eliminando o requerimento da sacarose ou de
qualquer outro agiicar no meio de-cultura para o seu crescimento, se 0 ambiente
de cultivo for controlado para que as condigdes sejam mais semelhantes a da
casa de vegetagdo ou do campo (Cui et al., 2000).

' A micropropagagiio fotoautotrofica representa um tipo especial de
cultivo de explantes vegetais clorofilados caracterizada por fornecer condigdes
ambientais, como o aumento na disponibilidade de CO, e nos niveis de radiagéio
e a redugdo na umidade relativa, que induzem a fotossintese e conferem as
plantas a capacidade de crescimento e multiplicagdo em meio sem suplementos
orgénicos (Fischer & Alfermann, 1995; Seko & Nishimura, 1996; Serret et al.,
1996; Kanechi et al., 1998; Borkowska, 2001; Khan et al., 2003). Em adigdo, o
ambiente de cultivo que promove o crescimento fotoautotréfico (na auséncia de
sacarose) também favorece o processo de transpiragéio da planta, beneficiando a

“~ absorgiio de 4gua e elementos minerais do meio de cultura (Kozai et al., 1997).

- { Diversas técnicas e metodologias tém sido desenvolvidas com o objetivo

de fornecer condigGes ambientais que promovam o aumento na capacidade

fotossintética do material micropropagado ¢ favorecam a aquisicdo da
fotoautotrofia in vitro, sendo as principais: a utilizagdo de filtros de membranas
com microporos permeéiveis a gases, os quais promovem O aumento no

intercimbio de gases entre o recipiente de cultivo € 0 ambiente externo, sendo a

atmosfera ao redor do recipiente mantida sob concentragdes normais de CO,
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(sistema de ventilagdo natural) (Cui et al., 2000; Zobayed et al., 2002) ou
enriquecida com CO; (sistema de ventilagdo forgada), ViSEtO que a concentragéo
de CO; no interior do recipiente, devido & difus#o, pode ser elevada quando a
concentragdo de gases na atmosfera ao redor do recipiente é maior (Kanechi et
al., 1998; Nguyen et al., 2001; Khan et al., 2002 e 2003; Vyas & Purohit, 2003)’
substitui¢iio das limpadas fluorescentes comumente utilizadas por lampadas que
fornegam maior densidade do fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
(DFFFA), como as ldmpadas de halogénio (Kitaya et al, 1995; Kozai et al.,
1997); utilizaglo de iluminagio natural (Kodym & Zapata-Ariss, 1999) e
alteragdio na diregéio da fonte de iluminagio de superior para lateral (Kitaya et
al., 1995; Miyashita et al., 1996). ]

Em diversas espécies tem sido demonstrado qu§ a micropropagagio
fotoautotrofica (na auséncia de sacarose) apresenta im’xmeiras vantagens quando
comparada aos sisternas convencionais de Mcropropagaﬁo (heterotréfico ou
fotomixotréfico) visto que promove maior crescimento ¢ desenvolvimento in
vitro, diminui o nivel de contaminagdio biologica, permitindo a utilizagéio de
grandes recipientes; reduz a dependéncia de reguladares de crescimento,
vitaminas e outras substincias orgénicas, simplificando ios meios de cultura;
reduz as desordens morfoldgicas e fisiologicas e podeiaumentar a taxa de
sobrevivéncia, promovendo o rapido e vigoroso desenvo}vimto das plantas
durante a aclimatizagfio (Kozai et al., 1997; Khan et al,, 2?)02). Dessa maneira,
os custos de produgdo, principalmente com laboratério, podem ser reduzidos,
inclusive permitindo a automagdo/robotizagio dos processos de
micropropagagdo (Hazarika, 2003), ¢ a qualidade da planta pode ser
significativamente melhorada.

O aumento na disponibilidade de CO; (1 - 5% v/v) e no nivel de DFFFA
(160 - 300 pmolm?s") promovem significaivo aumento nas taxas

fotossintéticas e no crescimento in vitro de diversas espécies cultivadas na
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auséncia de sacarose, como Annona squamosa L. e Annona muricata L.
(Zobayed et al., 2002), Eucalyptus tereticornis (Khan et al., 2002), Coffea
arabusta (Nguyen et al., 1999 e 2001), Persea americana Mill. (De la Viiia et
al., 1999), Cucumis melo L. (Adelberg et al., 1999); Chrysanthemum (Cristea et
al., 1999); Brassica oleracea L. (Zobayed et al., 1999; Kanechi et al., 1998),
Licopersicon esculentum Mill (Niu et al., 1998); Actinidia deliciosa (Dimassi-
Theriou & Bosabalidis, 1997), Gardenia jasminoides (Serret et al., 1997), Oryza
sativa L. (Seko & Nishimura, 1996), Solanum tuberosum (Kozai et al., 1995;
Kitaya et al., 1995) e Rubus idaeus L. (Deng & Donnelly, 1993). Nessas
espécies, 0 aumento nas taxas fotossintéticas € a aquisi¢io da fotoautotrofia in
vitro foram associados ao desenvolvimento de caracteristicas fotossintéticas,
como o aumento na concentra¢gdo de clorofila e de carotendides, na razdo
clorofila a/b ¢ na quantidade e atividade da Rubisco e da Pepcase.

Nas plantas cultivadas sob condigbes fotoautotréficas o crescimento €
caracterizado pelo aumento, principalmente, na matéria seca da parte aérea, no
nimero de folhas formadas e na area foliar total (Kitaya et al., 1995; Cristea et
al,, 1999; Khan et al., 2003; Vyas & Purohit, 2003). Nas plantas cultivadas sob
condigdes heterotroficas ou fotomixotréficas o acamulo de carboidratos ocorre
preferencialmente nas raizes (Cui et al., 2000). De acordo com De la Viiia et al.
(1999) o maior acimulo de matéria seca nas folhas e nos caules indica que sob
condi¢des fotoautotroficas aumenta a capacidade para a formagéo de parte aérea
e de o6rgdos fotossintéticos.

Muitas plantas cultivadas sob suficiente suprimento de luz e CO,
crescem com sucesso na auséncia de sacarose, sugerindo que a sacarose ndo €
necessariamente requerida para a maioria das espécies que crescem in vitro sob
condigdes fotoautotréficas (Cui et al., 2000). Porém, algumas espécies
apresentam baixo nivel de desenvolvimento da fotoautotrofia in vitro ¢ a
exclusdo da sacarose do meio de cultura reduz significativamente a taxa de
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multiplicagéio e de enraizamento e pode resultar na morte dos explantes (Vyas &
Purohit, 2003). Nessas espécies, a sacarose promove o crescimento in vitro das
plantas, porém reduz a fotossintese in vifro, principajmente sob suficiente
suprimento de luz e CO,, visto que resulta no consideriv: i acumulo de sacarose
¢ amido nas folhas e no decréscimo do contetido de clorofila (Dimassi-Theriou
& Bosabalidis, 1997; Kanechi et al., 1998).

Geralmente, o efeito do aumento nos niveis de qu e na DFFFA sobre a
atividade fotossintética das plantas e o crescimento através da fotossintese ¢
claramente mais efetivo sob cultivo fotoautotréfico (na auséncia de sacarose) do
que sob cultivo fotomixotréfico (na presenga de sacarose) (Deng & Donelly,
1993; Seko & Nishimura, 1996; Serret et al., 1996 e 1?97 Niu et al., 1998;
De la Viiia et al., 1999; Bag et al., 2000). De acordo Su}ha & Roitsch (2002),
sob cultivo fotoautotrofico, a utilizagdio de niveis elevados de irradidncia e CO,
pode resultar no actimulo de aglicares na folha e no decréscimo do conteido de
clorofila, porém nilo reduz significativamente a eficiéncia fotossintética maxima.

<, Como ja4 mencionado, o aumento no nivel de ixradiﬁncia. durante o
cultivo in vitro pode promover o desenvolviment6 de caracteristicas
fotossintéticas. Entretanto, assim como acontece no campo, a absor¢éio de um
excesso de energia luminosa pelas folhas expostas a altos mvels de irradiancia,
pode levar a danos por fotoinibicdo e a reduglo nas ,taxas fotossintéticas,
principalmente quando s#o mantidas outras condigSes convenclonals in vitro
que contribuem para o desenvolvimento da fotoinibigdo, como a baixa
disponibilidade de CO; e altas temperaturas (Dimassi-Theriou & Bosabalidis,
1997). Em algumas espécies cultivadas in vitro, como banana (Kodym &
Zapata-Arias, 1999), a fotoinibigfio resulta em menor concentragio de agucares
soliiveis nas plantas cultivadas sob alta DFFFA do que sdb intensidade normal
de luz, evidenciando a reducdo na fotossintese sob alta uTadlancla, na necrose
foliar e na perda de turgor das plantas. i :
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O aumento da concentragdo de CO; no interior do recipiente aumenta o
ponto de saturagfio da fotossintese pela luz e tona as plantas fotossinteticamente
mais adaptadas a regimes de luz mais altos (Nguyen et al., 1999). Dessa
maneira, 0 aumento na disponibilidade de CO; pode ser importante para impedir
os danos por fotoinibico ¢ permitir uma resposta fotossintética positiva das
plantas cultivadas sob altos niveis de radiagdio (Kanechi et al., 1998). Em adigZo,
segundo Serret et al. (1996 e 1997), plantas de gardenia jasminoides que
crescem em meio sem sacarose e com fotoautotrofia mais desenvolvida sdo mais
resistentes aos danos por fotoinibicio in vitro em fungdo do maior
desenvolvimento dos mecanismos de fotoprotegio do PSII envolvidos na
dissipagdo do excesso de energia.

Em adigéio ao nivel de DFFFA e CO,, outros fatores ambientais como o
fotoperiodo e a diferenga de temperatura entre o periodo de luz e de escuro
também influenciam a fotossintese e o crescimento fotoautotréfico das plantas in
vitro (Kozai et al., 1997). Sob niveis elevados de CO, e de DFFFA, a utilizag#io
de fotoperiodo de 24 horas aumenta o crescimento fotoautotréfico de arroz
(Seko & Nishimura, 1996) e fotoperiodo de 16 horas, quando comparado ao de
8 horas, aumenta o crescimento in vitro de Solanum tuberosum L. (Kozai et al.,
1995), principalmente porque induzem a formagfio de parte aérea. A diferenga
positiva (+8 °C) entre a temperatura do periodo de luz e de escuro, quando
comparada & diferenga de 0 ou de -8 °C, também aumenta significativamente o
crescimento in vitro, resultando em plantas de Rehmannia glutinosa com maior
matéria fresca e maior drea foliar (Cui et al., 2000). Entretanto, Kitaya et al.
(1995) sugerem que a utilizagfo de diferengas de temperatura de 0 ou negativas,
aliadas a altos niveis de radiagfio, mantém a produgdio de plantas com maior 4rea
foliar ¢ maior nimero de folhas, porém com menor elongacio da parte 4rea
(intemédio), conferindo maior qualidade as mudas micropropagadas e tornando-
as mais adequadas para a aclimatizagéo.
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A presenca do agar como agente geleificante do meio de cultura também
pode restringir a atividade fotossintética das plantas in vitro que crescem sob
suficiente suprimento de CO, e luz. A utilizagiio de syportes que permitem
maior aeragdo, como fibras de celulose ¢ venniculita,i‘resultam em melhor
desenvolvimento do sistema radicular e maior absorgéio de 4gua e nutrientes,
contribuindo para o aumento na fotossintese liquida € no crescimento in vitro
das plantas, como reportado em Eucalyptus lereticornis; (Khan et al., 2002),
Ipomea batatas L. (Afreen et al.,, 2000; Zobayed et .al., 2000b) e Coffea
arabusta (Nguyen et al., 1999).

Tem sido demonstrado que algumas préticas silnples podem auxiliar o
crescimento fotoautotrofico das plantas in vifro, como a ig)tilizaqﬁo de maiores
concentragdes de Mg no meio de cultura, 0 qual participa da construgio de
moléculas de clorofila e regula a atividade de carboxilases, aumentando
significativamente a fotossintese in vitro (Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997)
ou a manutengdo de folhas, ou parte delas, nos, segmentos nodais,
freqiientermente utilizados como explantes iniciais para a niicropropaggs;ﬁo, visto
que a regeneragio e o crescimento das brotages podem ser acelerados pela
utilizagfio dos carboidratos produzidos pela fotossintese des{;as folhas (Miyashita
et al., 1996). T

O aumento na capacidade fotossintética das plantas e o estabelecimento
da fotoautotrofia in vitro podem favorecer a sobrevivéncia e o crescimento das
plantas apés a transferéncia, reduzindo o periodo de aclimatizagio ex vitro
(Kanechi et al., 1998; Hoffmann, 1999), visto que as folhas formadas in vitro
nfio constituem apenas 6rgios de reserva ¢ desempenham importante papel
durante a aclimatizagdio, contribuindo através da fotossintese para a
sobrevivéncia e o crescimento da planta até que as novas folhas sejam formadas
(De la Viiia et al., 1999). Em adigdo, as plantas fotoauliotréﬁcas apresentam
melhores caracteristicas morfoanatdmicas (Adelberg et al., 1999), como o
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melhor desenvolvimento do sistema radicular; maior diferenciagio do
parénquima paligadico e menor proporgéio de espagos intercelulares; cuticulas
mais espessas, com maior deposi¢o de céra epicuticular; redugio na densidade
de estématos ¢ melhor funcionamento destes (Serret et al., 1996; Dimassi-
Theriou & Bosabalidis, 1997; Khan et al., 2003). Estas caracteristicas podem
prevenir o desenvolvimento do estresse hidrico durante a aclimatizag#o e reduzir
o murchamento apés a transferéncia (Serret et al., 1997), visto que conferem as
plantas maior capacidade de controlar a transpiragdo, impedindo a excessiva
perda de 4gua, e maior capacidade para manter o fluxo de 4gua no sentido
ascendente (Zobayed et al., 2000a).

Nesse contexto, em diversas espécies, a micropropagagéo
fotoautotrofica produz plantas com methores caracteristicas morfofisiologicas
para a aclimatizagio do que as convencionais plantas heterotroficas e
fotomixotréficas, resultando em aumento na taxa de sobrevivéncia e no répido
crescimento das plantas apés a transferéncia para a casa de vegetagdo (Deng e
Donnelly, 1993). Porém, resultados contraditérios tém sido obtidos em algumas
espécies, como Persea americana Mill. (De la Vifia et al., 1999) e Panax
quiquefolius L. (Sfendla et al., 2003), nas quais os beneficios promovidos pela
redugdo na sacarose e o aumento nos niveis de radiagdo e CO, ndo foram
suficientes para promover aumento significativo na taxa de sobrevivéncia
durante a aclimatizagio, embora as plantas fotoautotréficas que sobreviveram
tenham apresentado maior crescimento, quando comparadas &s plantas
fotomixotroficas.

Em plantas cultivadas sob altas concentragdes de sacarose, a maior
disponibilidade de carbono facilmente assimilivel aumenta a sintese dos
denominados componentes do “sistema de prote¢do”, constituidos pelos
" carboidratos estruturais (celulose, hemicelulose e lignina), ¢ de substancias de
reserva, principalmente o amido. Esse fato pode ser de extrema importéncia para

20



a planta durante a aclimatizagfio, visto que confere maior resisténcia aos
estresses do ambiente natural, principalmente os danos por fotoinibigdo (Serret
et al., 2001), e auxilia a planta fornecendo substrato para o crescimento até que
as novas folhas sejam formadas (Serret et al.,, 1997). Nesse contexto, a baixa
taxa de sobrevivéncia das plantas fotoautotréficas provavelmente esteja
associada & pequena reserva de carboidratos e as grz:mdeé1 dreas foliares dessas
plantas, que podem contribuir para o estresse hidrico e para a fotoinibi¢do (De la
Vifia et al., 1999).

O problema do baixo nivel de carboidratos nas plantas durante e apds a
aclimatizacdio pode ser contornado através da oﬁmiz;rm;io das condigdes
ambientais de aclimatizagio, quanto aos niveis de hradjﬁncia ¢ de CO; na
atmosfera. Estas estratégias podem acelerar o desenv?lvimento de novas
estruturas, principalmente folhas, e aumentar a capacidade fotossintética destas,
resultando em alta produgdio de agiicares soliiveis e no acﬁlmulo de amido, fatos
essenciais para a sobrevivéncia e o crescimento das mudas micropropagadas
(Chenevard et al., 1997). O acimulo de carboidratos, como o amido, evidencia a
completa aquisigiio da fotoautotrofia ex vitro, pois o amido;acumulado durante o
dia suporta o crescimento da planta 4 noite (Améncio et al., 1999).

e Alguns trabalhos demonstraram que a aclimatiza‘itf;ﬁo. sob niveis mais
elevados de irradidncia exerce influéncia direta e positiva ;oMe a transigéio das
caracteristicas in vitro ¢ sobre a eficiéncia fotossintética final das mudas
micropropagadas, sem sintomas de estresses pela luz. De acordo com Améncio
et al. (1999), as plantas de videira aclimatizadas sob densidade do fluxo de
fotons (DFFFA) de 90 pmolm™s™, quando comparado a 40 pmolm™s”, investem
mais no desenvolvimento de novas folhas do que no :c'lesenvolvimento do
aparelho fotossintético das folhas formadas in vitro, o que resulta em aumento

na taxa fotossintética e no crescimento das plantas, sendo/a biomassa total e a
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area foliar dessas plantas quatro vezes maiores que das plantas aclimatizadas sob
DFFF A mais préximas daquelas utilizadas durante o cultivo in vitro.

X4 A atividade fotossintética durante a aclimatizaciio também pode ser
limitada pela disponibilidade de CO,, visto que as técnicas utilizadas para a
manutengiio de alta umidade relativa apés a transferéncia, impedindo a excessiva
perda de dgua das plantas, constituem outro sistema fechado e possivelmente
repetem a condigdo sub-6tima quanto a concentragdo de CO,. Alguns trabalhos
tém demonstrado que o crescimento da planta pode ser estimulado pelo aumento
nas concentragbes de CO, da atmosfera. A aclimatizagio de mudas
micropropagadas de videira sob 1200 pmolmol™ de CO, (Lakso et al., 1986) e de
morango sob 900 — 1500 pumolmol™ de CO; (Desjardins et al., 1987),quando

" comparado a 350 pmolmol”, promove o aumenta na 4rea foliar total e no

crescimento do sistema radicular, resultando em aumento na capacidade
fotossintética das plantas e na maior resisténcia dessas ao estresse hidrico. Em
adigiio, sob concentragio mais elevada de CO; (700 pmolmol?) diminui a
possibilidade de ocorrer fotoinibigdo sob alta irradidncia em fungdo de maior
proporgdio da energia absorvida ser dirigida para as reagdes bioquimicas, e
diminui os danos por foto-oxidag#io, visto que aumenta a sintese dos
componentes do sistema de protegdo a esse estresse, como o ‘pool” de glutationa
responsavel pela eliminagdo das espécies de oxigénio ativo produzidos pelo
excesso de elétrons provenientes da oxidagfio da dgua, quando a DFFFA ¢é maior
do que a requerida para a fixagdo de CO, (Carvalho & Améncio, 2002).

Embora seja certo que a alteragdo do ambiente de cultivo possa
favorecer a capacidade fotoautotréfica, a dificuldade tem sido em determinar
qual o grau de fotoautotrofia atingida pela planta em uma determinada condigéo
de cultivo, principalmente em fungéio das metodologias disponiveis para esses
tipos de estudo (Serret et al., 1996 e 1997). Além disso, uma tnica caracteristica
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da planta ou um tnico fator ambiental nio podem expressar um processo téo
complexo como a aquisi¢o da fotoautotrofia.

E indiscutivel a necessidade do controle ambien@ durante os estégios
de multiplicagdo e enraizamento para um répido e uniforme crescimento de
mudas micropropagadas de alta qualidade (Miyashita, et al., 1996). Porém,
torna-se fundamental o conhecimento de todas as interagdes entre as condigdes
ambientais ¢ as respostas morfofisiolégicas das plantas micropropagadas.
Somente dessa maneira, podem ser realmente definidas quais condigdes de
cultivo podem ser manipuladas, de maneira vidvel, com o ‘objetivo de eliminar,
ou pelo menos amenizar, os problemas encontrados atualm!ente nos sistemas de
micropropagagdo, aumentando a eficiéncia do siste#na em protocolos
estabelecidos ou viabilizando o uso da técnica em outras ﬁspécies de interesse

econdémico com dificuldades de propagagdio por métodos convencionais.

H

2.5 Micropropagacio da Annona glabra L.

A Annona glabra L. é uma espécie frutifera tr&pical, pertencente a
familia Annonaceae, que ocorre naturalmente na América do Sul (Le et al,
1998) e foi introduzida na Asia, Africa e Australia (Swarbrick, 1993; Swarbrick
& Skarrat, 1994), conhecida popularmente como “araticumz do brejo”, no Brasil
e “pond apple” na Austrilia e Asia, e que se destaca pelo f“omecimento de frutos
bastante saborosos de uso in natura ou processados e, mais recentemente pelaé
propriedades biologicas de suas sementes, folhas e frutos (l?gdmaja et al., 1995,
Ming et al., 1998). .

Em fungdo do crescente interesse comercial por espiélcies de Annonéceas
e da propagaciio da Annona glabra L., e de maneira geral das Annonas, ser
limitada por métodos convencionais, que dificultam a qutencio de novos
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individuos ou contribuem para a produgdo de plantas muito heterogéneas, de
porte elevado, com menor precocidade ¢ de frutificagiio mais tardia (Manica,
1994), a espécie tem sido estudada no Laboratério de Cultura de tecidos do Setor
de Fisiologia Vegetal/Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), como parte das atividades que integram as pesquisas para o
desenvolvimento de metodologias alternativas de propagag#o de espécies
nativas.

A propagagiio clonal utilizando técnicas de micropropagagdo tem-se
mostrado uma importante alternativa para a propagagio da Annona glabra L.
(Deccetti, 2000) e de outras espécies de Annona (Rasai et al., 1995), permitindo
a répida obtengdo de plantas mais uniformes. Porém, assim como acontece com
outras espécies micropropagadas, hé necessidade de aumentar a eficiéncia das
técnicas in vitro para otimizar as taxas de multiplicagdo e de enraizamento e
favorecer a sobrevivéncia e o crescimento das plantas apds a transferéncia para o
ambiente natural

A De acordo com Zobayed et al. (2002), o cultivo fotoautotrofico da
Annona esquamosa L. ¢ da Annona muricata L. sob alta DFFFA e aumento no
intercAmbio de gases entre o recipiente de cultivo e a atmosfera externa,
principalmente sob ventilagio forgada (atmosfera externa enriquecida com CO,),
aumenta a regeneragdio € o crescimento das brotagdes, como resultado do
aumento no nimero de folhas, na érea foliar total e na capacidade fotossintética,
¢ reduz a abscisdo foliar, desordem fisiologica freqiientemente observada nessas
espécies, em fungio do menor acimulo de etileno no recipiente, tornando as
brotagGes mais adequadas para a fase posterior de enraizamento.

Entretanto poucos estudos foram conduzidos com as espécies de
Annonas e o conhecimento da influéncia que o ambiente de cultivo,
principalmente durante o enraizamento, exerce sobre as caracteristicas

morfofisiolégicas das plantas de Annona glabra L. micropropagadas pode
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otimizar o crescimento in vitro da espécie ¢ favorecer o seu desenvolvimento
apds a transferéncia para o ambiente natural, contribuindo efetivamente para
viabilizar a utilizaglio dessas técnicas para a propagacéio em grande escala da

Annona glabra L. e de outras espécies de Annona.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Consideragdes gerais

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
localizado no Setor de Fisiologia Vegetal/Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A Annona glabra L, espécie do presente estudo, foi selecionada em
fungBio do crescente interesse comercial por espécies de Anonéceas, por seu
potencial frutifero e fitofarmacolégico, e pela existéncia de um protocolo de
micropropagacgdo, que permite contornar os obstaculos que atingem a sua
propagacéo por métodos convencionais.

Nos estudos preliminares que definiram a metodologia para a
micropropagagio da espécie foram utilizadas técnicas usuais quanto as
condigSes do ambiente de cultivo, como baixos niveis de irradiéncia, recipientes
totalmente fechados e altas concentragdes de sacarose mo meio de cultura
(Deccetti et al., 2000). Sob essas condigdes, os tratamentos que resultaram nas
maiores taxas de multiplicagdo (1,5 brota¢do/segmento nodal) e de enraizamento
(2 raizes/brotagdio e raizes com comprimento médio de 2,0 cm) definiram o
protocolo utilizado neste estudo.
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3.2  Micropropagacio
3.2.1 Material vegetal

Foram utilizados como explantes primérios para a micropropagagio
segmentos nodais obtidos através da secgéio das hastes céulinares jovens (ndo
lenhosas), contendo apenas uma gema e tamanho aproximado de 1,5 a 2,0 cm,
derivados de plantas matrizes com trés anos de idade, obtid;‘as por germinag#o in
vitro e mantidas em sala de crescimento sob condigdes ambientais controladas.

Para a desinfestagdo, os explantes foram mantidos em &gua corrente por
40 minutos e lavados com detergente comercial. A seguir,‘ em camara de fluxo
laminar, os explantes foram imersos em élcool 70% (v/y) por 1 minuto em
associagio com a imers#io em hipoclorito de sédio 50% (i//v) por 15 minutos.
Em seguida, foram lavados por trés vezes em égua destilada e autoclavada para
eliminagiio do excesso de solugdes desinfestantes. Apds' a desinfestagdo os
explantes foram mantidos em solugdo de acido ascérbiép (200 mg.L") por

20 minutos.

3.2.2 Fase de multiplicacio

Os explantes (segmentos nodais) foram inoculados na posig#io vertical
em frascos de 285 mL contendo 40 mL de meio MS (Murashige & Skoog,
1962), solidificado com 7,0 gL' de agar, enriquecido com 20 gL de sacarose e
sem a adi¢iio de reguladores de crescimento. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 6,0 antes da autoclavagem.

Ap6s a inoculagio de um segmento nodal em cada frasco, esses foram
transferidos para sala de crescimento com temperatura constante de25t1°Ce

mantidos no escuro durante 15 dias. Apds este periodo, os segmentos nodais
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foram cultivados por 30 dias sob fotoperiodo de 16 horas e diferentes ambientes
de cultivo, quanto & densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
incidente sobre o recipiente de cultivo (frasco), umidade relativa, temperatura e
concentragdo de CO, no interior do recipiente, que definiram os diferentes

tratamentos, como esté apresentado no item 3.2.4.

3.2.3 Fase de enraizamento in vitro

Para promover o enraizamento in vitro, as brotag3es apicais, com no
minimo 2 ¢cm de comprimento e 2-3 folhas mais proéximas do meristema apical,
removidas do meio de multiplicag#o, foram transferidas para frascos de 270 mL
contendo 40 mL do meio Wood Plant Medium (WPM), definido por Lioyd &
McCown (1980), com metade da concentragio de sais, enriquecido com 30 g.L”
de sacarose, 6,5 g.L” de dgar , 4 gL de carvio ativado e sem a adigio de
reguladores de crescimento. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,0 antes
da autoclavagem para estimular o enraizamento, como definido em estudos
preliminares.

Foi inoculado, em cdmara de fluxo laminar, apenas uma brotagiio em
cada frasco. Apds a inoculagdo, os explantes foram transferidos para sala de
crescimento com temperatura constante de 25 + 1°C e cultivados por um periodo
de 30 dias sob fotoperiodo de 16 horas e os mesmos ambientes de cultivo que
definiram os tratamentos durante a fase de multiplicagio, como apresentado no

item a seguir.
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3.24 Condi¢des do ambiente de cultivo

Para as fases de multiplicagio ¢ enraizamento foram utilizados trés
niveis de densidade do fluxo de fotons fotossinteticam nte ativos (DFFFA):
50 pmolm?®s’ (baixa irradiancia), 150 pmolm?s® médla irradidncia) e
300 umolm™s” (alta irradidncia). A iluminagdo foi fofneclda por limpadas
fluorescentes do tipo branca-fria e a intensidade de luz foi rr]usmda em fungfio do
niimero de 14mpadas e da disténcia entre as ldmpadas e o recipiente de cultivo.
As medidas de DFFFA foram obtidas utilizando-se o quantémetro acoplado a
um pordmetro (modelo 1600M; LI-COR, Lincoln. Neb.).

Em cada nivel de irradifincia, foram utilizados dais sistemas diferentes
para vedagdo do recipiente de cultivo (frasco): tampas plasticas transparentes e
selamento com parafilme, que restringem as trocas de gas&e entre o recipiente e

a atmosfera externa (sistema convencional); e tampas plasticas modificadas,
contendo um par de orificios (10 mm de diémetro) co 1‘ s por dois filtros de
membranas permeéveis a gases (Milliseal, Millipore, Tokyo) com poros de
0,5 um, que aumentam a ventilagdo no recipiente de ‘cultivo (sistema de
ventilagio natural) (Figura 1). Devido & evaporagdo da ﬁgua do meio de cultura
e da dessecacfio dos explantes, o sistema de ventilagio patural foi utilizado
apenas nos ultimos dez dias do periodo de cuitivo. ' ;

Em fungfio do efeito das condigdes de u'radlﬁnma e do sistema de
vedagfio na atmosfera do ambiente de cultivo, foram }feltas avaliagdes da
umidade relativa, temperatura ¢ concentragio de CO, no mtenor do recipiente.
Para determinar a umidade relativa ¢ a temperatura do ar utilizou-se um sensor
LI-104, adequadamente introduzido no recipiente e acopiiado a um sistema de
registro (LI 1400; Licor, Lincoln. Neb) (Figura 2). Para a medida da
concentragio de CO, no interior do recipiente utiL‘zou-se um I[RGA
(ADC-LCA-4., Hoddesdon, UK). Todas as medidas foram realizadas 7 horas
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Figura 1. Tampas plasticas utilizadas para a vedagio dos recipientes de cultivo.
A) Tampas convencionais; B) Tampas modificadas com um par de
membranas permedveis a gases. UFLA, Lavras, MG, 2004

Figura 2. Metodologia utilizada para determinar a umidade relativa e a
temperatura do ar no interior do recipiente de cultivo. A) Sensor

introduzido no recipiente; B) Sistema de registro (Datalogger). UFLA,
Lavras, MG, 2004
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ap6s o inicio do periodo de iluminagdo, quando as condigdes da atmosfera no
interior do recipiente de cultivo estavam estabilizadas., Em adi¢do, foram
calculados o déficit de presséo de vapor da atmosfera (DPV) a que as plantas e
brotagdes foram submetidas durante o cultivo, sendo: DPV = es — eq, onde es
corresponde & pressdo de saturago de vapor determinada em funcio da
temperatura do ar no recipiente em °C (es = 0,61078exp(l?,269‘1‘f1‘ +237,30)) e
ea, apressio atual de vapor (ea = (UR.es)/100), onde UR§ ¢ a umidade relativa
do ar no interior do recipiente. A tabela 1 apresenta as cohdiqﬁes da atmosfera
do ambiente de cultivo referente as diferentes condigdes de irradidncia e
sistemas de vedagiio do frasco. Sob ventilagdio natural, q?ando comparado ao
sistema convencional, independente do nivel de irradiéncia, diminui a umidade
relativa e a temperatura do ar e aumenta 0 DPV e a dispoﬁibilidade de CO; no

interior do recipiente.

Tabela 1. Condigdes da atmosfera do ambiente de cultivo em fun¢3o do sistema de
vedagdo do frasco: convencional (C) ou ventilago natural (N); e do nivel
de irradiéncia: baixa (B), média (M) e alta (A). UFLA, Lavras, MG, 2004.

Ambientede Temperatura UR DPV [CO2]
cultivo °C) (%) (kPa) (pmolmol™?)
CB 28 % 0,46 | 150300
M 30 90 0,55 150 - 300
CA 32 90 0,58 150 - 300
NB 25 70 089 400 - 500
NM 26 70 102 400-500
NA 27 70 1,12 400-500
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33 Caracteristicas avaliadas

Ao término das fases de multiplicagio ¢ enraizamento foram analisadas
a evolugdo do O, fotossintético e as caracteristicas bioquimicas e anatomicas das
brotagdes e plantas cultivadas sob os diferentes ambientes. As caracteristicas
hidricas foram determinadas ao final do periodo de enraizamento. Para efeito de
comparagio foram quantificados os teores de clorofila em plantas matrizes com
trés anos de idade, obtidas por gemminagfio in vifro ¢ mantidas em sala de
crescimento. O estudo anatémico também foi realizado em plantas que crescem
in vivo, obtidas por germinag#o convencional, mantidas por um ano em sala de
crescimento sob condigdes controladas e aclimatizadas no campo por um
periodo de 41 dias através do aumento progressivo no nivel de radiagdo solar

incidente.

3.3.1 Evoluc#io do O; fotossintético

Para determinar a resposta fotossintética 4 luz das brotagdes ¢ plantas

que crescem sob os diferentes ambientes de cultivo foram medidas as taxas de
evolugéio do O; sob saturagdio de CO, e diferentes niveis'de DFFFA (100, 200,
400, 600, 800, 1000, 1200 €1400 umolm™s™), utilizando o monitor de oxigénio
com eletrodo tipo Clark (Hansatech, UK).

Foi utilizado como fonte de luz uma limpada de halogénio, a qual
fornece intensidade méxima de luz de 1600 pymolm?s™. Os diferentes niveis de
DFFFA, medidos utilizando o quantdmetro acoplado a um porémetro (modelo
1600M; LI-COR, Lincoln. Neb.), foram determinados em fungdo da distincia

entre a fonte de luz e o sensor do monitor de O,.
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Em cada determinagdo, foram utilizadas duas folhas expandidas de uma
mesma planta. Quando ndo foi possivel cobrir a érea da cdmara (4rea total de
2,5 cmz)‘ com as folhas de uma tinica planta, foi utilizadé uma folha expandida
de outra planta com aspecto visual semelhante. Para cada condigéio ambiental
foram realizadas trés determinagdes fotossintéticas (repeti¢Ses), sendo cada
repetigdo constituida por U’“g P(rp%bzslplanta.

O ajuste da curva de resposta fotossintética a luz foi obtido através de
analise de regressdo ndo linear. A eficiéncia quéntica aparente, razdo entre a taxa
de evolugiio do O, e a DFFFA, foi calculada a partir da inclinagéo inicial da
curva de resposta da fotossintese a luz (fase linear), apéls: andlise de regressfo
linear utilizando o método dos minimos qqadrados, quando a intensidade de luz
aumenta para 50 pmolm™s”. Foi considerada como capacidade fotossintética da
brotagfio/planta a taxa de evolugio do O fotossintético I:méxima, medida sob
saturagdo da luz (Guidi et al., 2002).

332 Caracteristicas bioquimicas

O estudo das caracteristicas bioquimicas foi jjg;fetuado nas folhas
utilizadas para as medigdes fotossintéticas, as quais foram imediatamente
armazenadas a -80 °C apés as referidas medigdes. Féram analisadas trés
amostras de 200 mg de tecido foliar fresco para cada ambiente de cultivo
durante a multiplicago e o enraizamento.

Para a realizagio das andlises bioquimicas, as amostras de tecidos
foliares foram homogeneizadas em tubo de ensaio, com 1auxilio de nitrogénio
liquido e utilizando-se para a extragio 6 mL de MCW (metanol: cloroférmio:
4gua, na proporgdo 12:5:3). Em seguida, procedeu-se a ce%ntriﬁlgaqﬁo a3.000g
durante 30 minutos. O extrato obtido foi utilizado para a quantificaciio de
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agucares soldveis totais e agiicares redutores. O precipitado foi utilizado para a
quantificagio de amido.

Ao precipitado foi adicionado 10 mL de ETOH 10%, seguido por
incubagdo a 35 °C por 30 minutos e centrifugagiio a 1.200 g durante 15 minutos.
Nesse novo precipitado obtido, o amido foi separado da proteina através da
adigéio de 10 mL de PCA 30%, seguida pela incubagio a 5 °C por 40 minutos e
pela centrifugagdo a 3.000 g durante 15 minutos. O extrato obtido foi utilizado
para a quantificagiio do amido, empregando-se a metodologia para agtcares
soliiveis totais (método da Antrona), sendo este expressado em miligrama de
aglicares soliiveis por grama de matéria fresca (mgAST.g" MF).

Os lipideos juntamente com a clorofila foram separados dos agiicares e
de outras nﬁcromoléculas, em funil de separagfio, adicionando-se cloroférmio ¢
dgua a0 extrato bruto, obtido na centrifugagfio do homogeneizado (4 mL de
sobrenadante: 1 mL de cloroférmio: 1,5 mL de dgua). O extrato da fase aquosa
foi utilizado para a quantificacdo de agicares soliveis totais e aglcares
redutores, empregando-se 0s métodos da Antrona (Yemm & Cocking, 1954) e
do é4cido dinitrosalicilico — DNS (Miller, 1959), respectivamente. A estimativa
da concentragdio de sacarose foi obtida por diferenga entre os agucares soliiveis
totais € 0s agicares redutores.

Para quantificar os teores de clorofila foram utilizadas trés amostras de
100 mg de tecido foliar fresco para cada ambiente de cultivo durante a
multiplicagéio e o enraizamento. As concentragdes de clorofila g, b e total foram
determinadas de acordo com o método de Amon (1949), apbs a obtengdo dos
dados de absorbfincia com base nas leituras em espectofotometro a 663 e
645 nm.
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3.3.3 Caracteristicas anatémicas

Para a realizagdo dos estudos anatémicos foram coletadas cinco folhas
expandidas das brotagdes e plantas em cada ambiente1 de cultivo durante a
multiplicagdio e o enraizamento. Apds a coleta, as folhas fdram fixadas em élcool
50° GL até a realizagdo dos estudos anatémicos. '

Os estudos anatémicos foram efetuados com base no exame
microscopico de segdes foliares obtidas & méo hvr‘e As segles foram
clarificadas em solugdio a 50% de hipoclorito de sodio e, em seguida, lavadas em
dgua destilada, neutralizadas em égua acética 1% e mo%ﬁtadas em glicerina a
50%. Foi utilizado como corante a mistura azul de astral{s,afralﬁna, seguindo a
metodologia descrita por Kraus & Arduin (1997). | '

A partir das se¢des transversais, com o auxilio dg ocular micrométrica,
foram efetuadas medigdes da espessura total do limbo foliar, das células
epidérmicas de ambas faces da folha, dos parénquimas paligédioo ¢ lacunoso em
cinco folhas oriundas de cinco individuos diferentes, sendo efetuadas trés
medi¢des em cada folha, do terco mediano de cada fblha, totalizando 15
repetigSes para cada ambiente de cultivo. !

Também foram efetuados cortes paradémmicos na{ regido mediana das
folhas para o estudo da epiderme na face abaxial, € como c?é’rante empregou-se a
safranina hidroalcodlica 1%. A contagem do mamero de éstématos (freqiiéncia
estomética) foi realizada com o auxilio de cémara clara, em microscopio
OLIMPUS CBB, segundo técnica de Labouriau et al. (1961). Em cada corte
foram observados quatro campos, totalizando 20 repetigdes para cada ambiente
de cultivo. As fotomicrografias foram realizadas utilizando-se um
fotomicroscépio OLYMPUS BX-60.
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3.34 Perda de dgua do tecido foliar

Ao término do enraizamento, as plantas obtidas nos diferentes ambientes
de cultivo foram retiradas dos respectivos recipientes e submetidas, em
laboratério, a umidade relativa de 40 - 50%. Em intervalos de 10 minutos,
durante um periodo de 110 minutos, discos foliares de 10 mm foram pesados
para determinar a perda de 4dgua dos tecidos. Foram utilizados seis discos
foliares (folhas expandidas) para cada ambiente de cultivo. No final do periodo,
os discos foram submetidos 4 secagem em estufa a 60 °C por 48 horas para
obtencdio da massa seca. Os valores de perda de 4gua foram expressos como

porcentagem do contetido total de dgua do tecido foliar.

3.3.5 Delineamento experimental e andlise estatistica

Os experimentos, instalados em delineamento inteiramente casualizado,
foram constituidos durante as fases de multiplicagio e enraizamento por
12 tratamentos (ambientes de cultivo in vitro), dispostos em esquema fatorial
completo 3 (niveis de DFFFA) x 2 (sistemas de vedagdo do recipiente de
cultivo) x 2 (fases da micropropagagio).

O programa SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999), da Universidade Federal de
Lavras, foi utilizado para a realizagdo das anélises de varidncia dos dedos ndo
transformados e dos testes para comparagdo dos contrastes entre médias. As
médias foram comparadas pelo Teste de Scott & Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
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4 RESULTADOSE mscuss;o

4.1 Evoluciio do O, fotossintético

Nas Figuras 3 e 4 sfo apresentadas as taxas de evolugio do O;
fotossintético (taxa fotossintética) sob diferentes niveis de DFFFA (100, 200,
400, 600, 800, 1000, 1200 e 1400 umolm™s™), respectivamente, das brotagdes e
plantas de Annona glabra L. ao término dos periodos de multiplicagio e de
enraizamento sob diferentes condigGes ambientais.

Pode-se observar que as brotagdes € plantas. de Annona glabra L.
cultivadas fotomixotroficamente, ou na presen¢a de sacarose, sob diferenies
niveis de irradidncia (baixa, média e alta) e diferentes sistemas de vedagéio do
frasco (convencional e ventilagio natural) apresentam padrdes similares de
resposta fotossintética a luz. Independente do ambiente de cultivo ou da fase da
micropropagacdo, as taxas fotossintéticas aumentam linearmente com © aumento
na densidade do fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) até
determinado nivel, a partir do qual a inclinagdo da curva decresce ¢ a
fotossintese se torna menos responsiva ao aumento na DFFFA. Nas brotagdes ou
plantas cultivadas sob baixa irradidncia (50 pmohn‘zs")i a fotossintese aumenta
linearmente até 30 umolm?s’, enquanto sob média (150 pmolm?s™) e alta
irradidncia (300 pmol.m?s?) as taxas fotossintéticas aumentam de maneira

linear, respectivamente, até 100 pmolm™

s' e 250 pmolm?s’, Acima dos
respectivos niveis de DFFFA, que caracterizam as condi¢des de luz limitantes
para o processo fotossintético, as taxas fotossintéticas continuam aumentando

até um limite méximo, onde atingem a saturagio de luz.
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Figura 3. Taxas de evolugfio do O, fotossintético sob diferentes niveis de DFFFA
das brotagGes de Annona glabra L. a0 término da multiplicagdo sob
sistema convencional (C) ou ventilagio natural (N) e trés niveis de
irradiAncia: 50 pmolms™ (B), 150 pmolm™?s™ (M) e 300 pmolm™s™ (A).
UFLA. Lavras, MG, 2004,
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Figura 4. Taxas de evolugdo do O; fotossintético sob diferentes niveis de DFFFA
das plantas de Annona glabra L. ao término do enraizamento sob sistema
convencional (C) ou ventilagio natural (N) e trés niveis de irradifincia:
50 pmolm?s? (B), 150 pmolm™?s” (M) e 300 pmolm?s” (A). UFLA.
Lavras, MG, 2004.
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O ponto de saturagiio da DFFFA, o qual determina a taxa fotossintética
méaxima, foi influenciado significativamente pelo nivel de irradidncia utilizado
durante a multiplicagfio e o enraizamento (P<0,05). As brotagdes ou plantas
cultivadas sob baixa irradifincia, independente do sistema utilizado para
vedagdo, apresentam baixo ponto de saturagdio da DFFFA, sendo a saturagiio
atingida em niveis de DFFFA préximos a 290 pmolm™s’. De maneira geral, o
ponto de saturagio aumenta para aproximadamente 470 pmolm?s™ sob média
irradiéincia ¢ 720 pmolm™s” sob alta imradincia. Nas brotagdes cultivadas sob
sistema convencional o ponto de saturagfio nfio aumenta sob alta irradidncia,
quando comparado a média irradidncia, sendo a saturag@io atingida em niveis de
- DFFFA préximos a 400 pmolms™.

Em algumas espécies cultivadas in vitro tem sido demonstrado que o
aumento da concentragdo de CO; no interior do recipiente aumenta o ponto de
saturagdo da fotossintese pela luz e torna as plantas fotossinteticamente mais
adaptadas as condi¢Ses de maior luminosidade (Kanechi et al., 1998). Nesse
estudo, o.ponto de saturagfio das brotagSes sob baixa ¢ média irradidncia
aumenta pouco no sistema de ventilagdo natural, quando comparado ao sistema
convencional. Sob sistema de ventilagio natural, que devido 3 membrana
aumenta a disponibilidade de CO, no interior do recipiente quando comparado
ao s{stema convencional, o ponto de saturagio aumenta de 250 para
300 pmolm?s’ nas brotagdes sob baixa irradifincia e de 400 para
460 pmolm™s™ nas brotagdes sob média irradiancia. Porém, sob alta irradiAncia,
o ponto de saturagio demonstra um considerivel aumento sob ventilagdo
natural, de 400 pmolm™s™ para 770 pmolm™s™. Por outro lado, a0 término do
enraizamento, de maneira geral, nio foram observadas diferengas entre o ponto
de saturagdo nos dois sistemas de vedagiio do frasco, ¢ somente as plantas
cultivadas sob baixa irradidncia apresentam um pequeno aumento no ponto de
saturagdo, de 290 para 320 pmolm?s’ sob ventilagio natural. Resultados
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semelhantes foram obtidos por Nguyen et al. (1999), os quais observaram que o
ponto de saturagiio da luz de plantas de Coffea arabustqiclﬂtivadas in vitro sob
150 pmolm?s’ aumenta pouco quando a concentragdo de CO, na sala de
crescimento aumenta de 400 pmolmol™ para 1400-1500 jimolmol”, aumentando
indiretamente a concentragio de CO; no interior do recipiente de cultivo.

As taxas fotossintéticas maximas, determinadas em niveis de DFFFA
que caracterizam a saturagio do processo fotossintético (capacidade
fotossintética), tanto das brotagdes, quanto das plantas, nd#o diferiram
significativamente nos diferentes ambientes de cultivo (P>0,05). Porém, quando
se considera a taxa fotossintética méxima sob baixa irradidncia e sistema
convencional de vedagio do frasco, condigdes comumente utilizadas na
multiplicagdio e no enraizamento da Annona glabra L., podem ser observadas
considerdveis variagdes na capacidade fotossintética das brotagSes ou das
plantas sob os demais ambientes de cultivo.

Ao término da multiplicagio (figura 3), as brotagdes cultivadas sob-
sistema convencional e baixa irradidncia apresentam taxa fotossintética méxima
de 4,2 umolO;.m'z.s", enquanto sob média irradidncia, a taxa fotossintética
aumenta 26% (5,3 pmolO,.m?2s?), porém reduz 56% sob alta irradidncia
(1,86 pmolO,m?s™), sugerindo a ocorréncia de fotoinibigdo durante a
multiplicagéio sob nivel elevado de irradidncia e sisiema convencional de
vedagdo do frasco. Sob sistema de ventilag@io natural as taxas fotossintéticas
também foram superiores a taxa fotossintética sob condigdio classica de cultivo,
inclusive sob alta irradidncia. Nesse sistema, as taxas fotossintéticas aumentam
22% (5,13 pmolO,.m>.s™) sob baixa irradidncia, 12% (4,72 umolO,.m?.s™) sob
média irradiancia e 23% (5,17 pmolO,.m?.s™) sob alta jrradiancia. De acordo
com Dimassi-Theriou & Bossabalidis (1997), sob alta irradincia, a baixa
disponibilidade de CO; no interior do recipiente pode contribuir para o
desenvolvimento da fotoinibigio e para a redugdo nas taxas fotossintéticas.

|
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Dessa maneira, a utilizagio de ventilago natural, a qual promove o aumento na
disponibilidade de CO, no interior do recipiente de cultivo e eleva
consideravelmente o ponto de saturagio da fotossintese pela luz
(770 pmolm™s?), quando comparado ao sistema comvencional, pode ser
fundamental para dirigir maior proporgdo de energia luminosa absorvida para o
centro de reagdio e, conseqitentemente, impedir os danos por fotoinibigdo durante
a multiplicacfio sob alto nivel de irradiancia.

Ao término do enraizamento (figura 4) as plantas produzidas sob baixa
irradidncia e sistema convencional apresentam taxa fotossintética méxima de
3,86 umolOz.m'z.s" e, em relagdo a esta, no sistema convencional, as taxas
fotossintéticas aumentam 24% sob média imradidncia (4,80 pmolO,m?s™) e
60% sob alta irradiéincia (6,17 pmolO,.m™.s™). No sistema de ventilagdo natural
foram observados aumentos de 33% sob baixa irradiancia (5,15 pmolO,.m?s™),
 18% sob média irradidncia (4,54 pmolO,. m2s) e 26% sob alta irradidncia
(4,85 pmolO;.m2.s™).

" A'eficiéncia quintica aparente, razio entre a taxa de evolugéio do O;
fotossintético ¢ a DFFFA absorvidos, determinada sob condi¢des de luz
limitantes (fase linear da curva de resposta fotossintética a luz), foi
significativamente reduzida nas brotagdes cultivadas sob niveis mais altos de
irradiancia, quando comparado as brotagdes sob baixa irradiéncia, independente
do sistema utilizado para vedagio do frasco (P<0,05). Sob 50 pmolms*
(DFFFA limitante) foram determinados valores médios de eficiéncia quéntica,
respectivamente, de 0,055 e 0,036 para as brotagdes cultivadas sob baixa e
média irradidncia e de 0,015 sob alta irradiincia. Em valores acima de
50 pumolm™s”, a eficiéncia quéntica para a fotossintese de todas as brotagdes,
independente do ambiente de cultivo, é gradativamente reduzida com o aumento
na DFFFA. Quando a DFFFA aumenta de 50 para 250 pmolm™s™ as eficiéncias
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sio reduzidas para 0,017, 0,018 ¢ 0,010 nas brota¢5e§ cultivadas sob baixa,
média e alta irradifincia, respectivamente. “

A eficiéncia quéntica determinada para as plantas ao término do
enraizamento demonstra a mesma tendéncia apresentada pelas brotagSes durante
a multiplicagdo, sendo reduzidas nas plantas que sdo cultivadas in vitro sob
niveis mais altos de irradiancia. Sob 50 umolm™s’ as plantas cultivadas sob
baixa irradiéincia apresentam eficiéncia quintica de 0,045, enquanto as plantas
cultivadas sob média e alta irradidncia apresentam eficiéncias quénticas,
respectivamente, de 0,035 e 0,017. Quando a DFFFA ‘¢ elevada de 50 para
250 pumolm?s™ as eficiéncias sdo reduzidas para 0,017 nas plantas cultivadas
sob baixa irradiéincia e 0,019 nas plantas cultivadas sob média irradidncia. Nas
plantas cultivadas sob alta irradifincia a eficiéncia quéntica ¢ reduzida para 0,012
sob DFFFA de 350 pumolms”. I

A maior eficiéncia quéntica sob baixa irradidncia ¢ freqiientemente
observada nas plantas que se desenvolvem em outros ambientes, visto que a
baixa disponibilidade de luz, geralmente, é compensada por uma maior
eficiéncia quéntica ou fotoquimica da planta, ou seja, pela capacidade de fixar
maior quantidade de CO, por unidade de foton absorvidt?, Guidi et al. (2002)
também demonstrou que a eficiéncia quintica de Phaseolus vulgaris decresce
significativamente de 0,029 para 0,008 nas plantas que:crescem na casa de
vegetagdo sob 1000 pmolm?s”, quando comparado a 400 pmolm™s™. Nesse
estudo, os resultados sugerem a influéncia da eficiéncia quéntica sobre a fixagéo
de CO, quando as condigdes de luz sdo limitantes e evidenciam que as brotagdes
ou plantas cultivadas in vitro possuem mecanismos fotossintéticos semelhantes
ao de plantas que crescem em ambientes naturais.

Os resultados descritos anteriormente demonstiram que durante a
multiplicagio sob baixo nivel de irradidncia (50 pmolm?s™), a capacidade
fotossintética da brotagiio aumenta sob sistema de v?nﬁlaqﬁo natural. A
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utilizagio de nivel intermedidrio de irradidncia (150 pmolm?s’) também
promove o aumento na atividade fotossintética da brotag8o, independente do
sistema utilizado para vedagdo do frasco. Porém, sob alto nivel de irradidncia
(300 pmolm™s™”) a resposta fotossintética positiva depende da utilizagio do
sistema de ventilagio natural, e mais precisamente do aumento na
disponibilidade de CO,, visto que sob sistema convencional, a utilizagdo de alta
irradidncia reduz significativamente a eficiéncia quéntica ¢ a taxa fotossintética
das brotagdes, provavelmente associadas & fotoinibi¢8io. Em adigdo, a redugdo
da temperatura no interior do frasco (tabela 1) sob ventilagdo natural (27 °C),
quando comparado ao sistema convencional (32 °C), pode ter contribuido para a
manutengdo da atividade fotossintética sob alta irradidncia.

Durante a fase de enraizamento as plantas respondem positivamente ao
aumento nos niveis de irradidncia durante o cultivo in vitro e a utilizag@o de alta
irradiancia (300 pmolm?>s') aumenta consideravelmente a taxa fotossintética
das plantas, quando comparada 4 média (150 pmolm?s’) ou a baixa
(50 pmolm™s™) irradidncia. Embora a eficiéncia quéintica seja reduzida nas
plantas cultivadas sob niveis mais altos de irradidncia, estas sio mantidas acima
do limite tedrico de 0,125 (Nguyen et al., 1999). Esses resultados sugerem que
as plantas durante a fase de enraizamento possuem, relativamente, maior
habilidade fotossintética para responder ao aumento nos niveis de irradidncia do
que as brotagSes durante a multiplicago, fato provavelmente associado a
presenga do sistema radicular e, conseqiientemente, a maior eficiéncia na
absorgdo de 4gua e nutrientes. Serret et al. (1997) e Diaz-Pérez et al. (1995),
também observaram, respectivamente, que as plantas de Gardenia jasminoides e
Malus pumila, quando comparadas as brotagdes, apresentam maior capacidade
fotossintética. Em adig#io, nesse estudo, é provavel que as plantas cultivadas sob
alta irradidncia apresentem maior adaptagio dos mecanismos fotossintéticos a



alta disponibilidade de luz, visto que foram produzidas a partir de brotagSes
também cultivadas sob alta irradidncia durante a mulﬁplie&gﬁo.

De maneira geral, o aumento na taxa fotossintética, principalmente
durante o enraizamento, nio fol consideravelmente su;perior sob ventilagdo
natural. Nessa condig@io, as brotagdes e plantas de Annomi: glabra L. podem néo
ter expressado completamente a sua capacidade fotossintética, principalmente
sob média e alta irradidncia, visto que sob condigSes ambientais que favorecem
o processo fotossintético, como o aumento na disponibiiidade de CO; e nos
niveis de irradidincia, a atividade fotossintética pode ser limitada pela presenga
da sacarose no meio de cultura, que contribui para au@mm o acimulo de
aglicares soliiveis e amido nas folhas, reduzindo a ativid#de fotossintética. Em
outras espécies de Annona, como a Annona squamosa e a Annona muricata
(Zobayed et al., 2002), as taxas fotossintéticas aumentam significativamente sob
niveis mais altos de irradiéncia (100 ou 250 pmolm?s™) e sistema de ventilagdio
natural quando estas sfio cultivadas na auséncia de sacarose (cultivo
fotoautotréfico). De acordo com Niu et al. (1998), plantas de-solanum
tuberosum L. e Lycopersicon esculentum Mill. também apresentam maiores
taxas fotossintéticas com o aumento na disponibilidade de luz e CO, sob cultivo

fotoautotréfico do que sob cultivo fotomixotréfico (na presém;a de sacarose).

4.2  Caracteristicas bioquimicas

4.2.1 Carboidratos soliiveis ¢ amido

A concentragio de agucares soliveis totais nas“ folhas de Annona
glabra L. cultivadas in vitro foi influenciada significativamente pelos niveis de
irradidncia e pelo sistema de vedagdo do frasco utilizados durante o periodo de

multiplicagdo e de enraizamento.
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De acordo com os resultados apresentados na figura 5, pode-se observar
que somente na multiplicagdio sob sistema convencional o nivel de irradifincia
ndo influenciou a concentragio de agicares soliveis nas folhas. Nas demais
condigdes de multiplicag@io e enraizamento, o cultivo sob niveis mais altos de
irradiéincia (150 pmolm™s™ ou 300 pmolm™s™) resuita em significativo aumento
na concentracdo de aglicares soliveis (P<0,05). Embora ndio tenha sido
considerada significativa, a concentragio de aglcares soliveis sob

sistema convencional foi consideravelmente inferior nas brotagdes submetidas a

2 B2 @
SOOO

Aglicares soliiveis (mg.g " MF

Figura 5. Concentragbes médias de aciicares soliveis em folhas de Annona
glabra L. ao término do periodo de multiplicagdo (M) e de enraizamento
(E) sob sistema convencional (C) ou ventilagiio natural (N) e trés niveis de
irradidncia: 50 pmolm?s”’ (baixa), 150 pmolm?s’! (média) e
300 pmolm™s™ (alta). Cada barra representa a média de 3 repetigdes.
Médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada sistema de vedagio, ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2004,
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300 pmolm?s’ (17,9 mgg' MF), quando comparado s brotagdes sob
50 pmolm?s” (40,4 mg.g’ MF) ou 150 pumolm?s” (50,8 mg.g” MF). Este
resultado reflete a redugdo observada na taxa fotossintética das brotagBes
cultivadas sob alta irradidncia e baixa disponibilidade de CO,.

Na multiplicagiio sob ventilagio natural a quantidade de agucares
soliveis aumenta significativamente nas folhas das brotagdes cultivadas sob
150 pmolm®s! (97,75 mg.g' MF), quando comparado a 50 pmolm?®s™
(75,06 mg.g"' MF) ou 300 pmolm™s’ (75,06 mg.g’ MF), e de maneira geral,
sob ventilagio natural, as concentragdes foram superiores, quando comparadas
a0 sistema convencional nos mesmos niveis de irradiancia (P<0,05).

As plantas ao témmino do enraizamento apreséjntam quantidade de
agucares soluveis significativamente superior que as brotéqﬁes sob as mesmas
condigbes ambientais (P<0,05). No sistema convencional, a concentragfio
aumenta sob 150 pmolm?s’ (89,24 mgg' MF) e 300 pmolm?s’
(104,62 mg.g’ MF), quando comparado a 50 pmolm?s’ (42 mg.g! MF).
Sob ventilagfio natural, a concentragio de agiicares também € superior nas
plantas cultivadas sob 150 umolm?s’ (128,09 mg.g” MF) e 300 pmolm™s"
(114,35 mg.g” MF), quando comparado s plantas cultivadas sob 50 pmolms’
(89,93 mg.g" MF) e, de maneira geral, estas foram superiores, quando
comparadas ao sistema convencional nos mesmos niveis de irradidncia (P<0,05).
Os resultados descritos anteriormente sugerem que o aumento no nivel de
irradidncia e a utilizag&o de ventilagdo natural, pn'ncipalménte durante a fase de
enraizamento, podem estimular a produggio de aglicares soliveis.

A concentragiio de sacarose ¢ o acimulo de amido nas brotagdes e
plantas foram influenciados significativamente pelas condigdes ambientais
durante a multiplicagdo e o enraizamento (P<0,05). Nédo f&i observado acumulo
de sacarose nas folhas que crescem sob sistema conﬁencional, durante a

multiplicag@o ou o enraizamento, em todos os niveis de irradidncia. Porém, sob
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ventilagio natural, a concentragdo de sacarose nas folhas aumenta

significativamente em ambas as fases (figura 6).

120 -
= 50 pmolm™s”
3 150 pmol.m?s™
100 - mm== 300 ymolm™s”

©
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Figura 6. Concentragdes médias de sacarose em folhas de Annona glabra L. ao
término da multiplicagfio e do enraizamento sob ventilagéio natural e trés
niveis de irradidncia: 50 pmolm™s” (baixa), 150 pumolm™s™ (média) e
300 pmolm'zs‘l (alta). Cada barra representa a média de 3 repetigdes.
Médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada fase da
micropropagagéo, nio diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2004.

Ao término da multiplicagdo, ndo foram observadas varia¢des
significativas nas concentragdes de sacarose das brotagdes cultivadas sob
50 upmolm™s'(34,54 mg.g'MF), 150 pmolm?s® (52,55 mg.g'MF) e
300 pmolm'zs" (54,79 mg.g"MF). Porém, na fase de enraizamento, a
concentra¢do de sacarose foi influenciada significativamente pelo nivel de

irradidncia e aumenta nas plantas cultivadas sob 150 pmolm™s™
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(77,27 mg.g" MF) e 300 pmolm™s™ (55,63 mg.g"MF), quando comparadas a
50 pmolm?s™ (23, 27 mg.g” MF).

O acimulo de amido nas folhas também aumenta significativamente sob
ventilag@o natural durante a multiplicagdio e o enraizamento, quando comparado
a0 sistema convencional (P<0,05), principalmente sob 150 pmolm?s’ e

300 pumolms™ (figura 7).
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Figura 7. Concentragfio média de amido em folhas de Annona glabra L. ao término
do periodo de multiplicagdo (M) ¢ de enraizamento (E) sob sistema
convencional (C) ou ventilagio natural (N) e trés; niveis de irradidincia:
50 pmolm™s” (baixa), 150 pmolm™s” (média) e 300 pmolm™s™ (alta).

Cada barra representa a média de 3 repetigdes. Médias seguidas pela

mesma letra, dentro de cada sistema de vedagdo, néio diferem entre si, pelo

teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA. Lavras,

MG, 2004.

As brotages cultivadas sob sistema convencional ¢ 300 pmoim’s”
acumulam quantidade significativa de amido (7,08 mgAST.g" MF), quando
comparadas a 50 umolm?s’ (0,64 mgAST.g'MF) ou 150 pmolm?s™

!

49



(0,73 mgAST.g'MF). Considerando que nessas brotagdes as taxas
fotossintéticas foram reduzidas, esse resultado pode refletir o acimulo da
sacarose absorvida a partir do meio de cultura. Os maiores acimulos de
amido foram observados nas brotagdes cultivadas sob ventilagdo
natural e 150 pmolm?2s® (14,94 mgAST.g' MF) ou 300 pmolms’
(11,0 mgAST.g" MF).

Ao término do enraizamento sob sistema convencional, ndo foram
observadas variagBes significativas na quantidade de amido acumulado sob os
diferentes niveis de irradidncia, e as folhas acumulam em média
4,21 mgAST.g" MF. Porém, sob ventilagio natural, a concentragdo de amido

- aumenta nas plantas cultivadas sob 150 umolm™s* (10,97 mgAST.g" MF) e,
principalmente, sob 300 pmolm?s' (20,84 mgAST.g" MF). O aumento no
acimulo de amido durante o cultivo pode indicar a aquisi¢iio de comportamento
fotoautotrofico in vitro, visto que o amido acumulado durante o fotoperiodo

| pode suportar o crescimento durante o subseqiiente periodo de escuro (Améncio
etal., 1999).

A sacarose presente no meio de cultura contribui consideravelmente
para aumentar a quantidade de carboidratos, principalmente soliiveis, na folha
(De Riek et al., 1997). Porém, considerando que independente do nivel de
irradidncia ou do sistema de vedag@io do frasco, todas as brotagGes e plantas
foram cultivadas na presenga de sacarose (cultivo fotomixotréfico), o
significativo aumento obsel.'vado na concentragdo de agucares soliveis e no
acamulo de amido sob ventilagdo natural e niveis mais elevados de irradidncia,
quando comparado s demais condigSes ambientais, evidenciam que sob essas
condi¢gdes aumenta a contribuigdo dos fotoassimilados no total de carbono
presente na folha. Dessa maneira, os resultados apresentados confirmam o
aumento na capacidade fotossintética da Annona glabra L. sob maior

disponibilidade de luz e de CO,, principalmente durante o enraizamento. Por
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outro lado, além destes, outros fatores podem estar envolvidos na aquisigdo da
fotoautotrofia in vitro, que se refere a capacidade de crescimento somente
através da fotossintese, principalmente a sacarose presen‘:tg no meio de cultura,
que contribui para aumentar o acimulo de carboidratos na folha e para reduzir a
atividade fotossintética da brotagiio e da planta (Sinha & lioitsch, 2002; Kanechi
et al., 1998; Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997).

422 Teor de clorofila

A influéncia das diferentes condigdes de cultivo durante a multiplicag8o
e o enraizamento sobre o teor de clorofila nas folhas péde ser observada na
tabela 2. As plantas matrizes de Annona glabra L. &ue crescem in vivo
apresentam teores médios de clorofila a, b e total superiores que as plantas in
vitro, independente do ambiente de cultivo, demonstrando que as condigdes in
vitro inibem, em determinado grau, a sintese de clorofila. Em diversas espécies a
presenga da sacarose no meio de cultura tem sido consideﬁ;da a principal causa
da redugfio nos teores de clorofila e conseqiientemente, na fotossintese
(Adelberg et al., 1999; Kanechi et al., 1998; Chenevard et al., 1997; Deng &
Donnelly, 1993).

Quando se consideram as variagdes in vitro sob as diferentes condigSes
ambientais, existe uma tendéncia de reduzir o teor de clorofila total com o
aumento no nivel de irradifincia durante o enraizamento, e em menor extens#o
durante a multiplicagio, embora os teores de clorofila ni#o tenham sido
estatisticamente diferentes (P>0,05).
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Tabela 2. Teores médios de clorofila a, b, total (a + b) e raziio de clorofila a/b em
folhas de Anmnona glabra L. desenvolvidas durante o periodo de
multiplica¢io e enraizamento sob sistema convencional de vedagdo do
recipiente de cultivo ou ventilagio natural e trés niveis de imradiéincia
(baixa, média e alta). UFLA. Lavras, MG, 2004.

Teor de clorofila (mg.g™ MF)

Ambiente de cultivo
Clorofila a clorofila b total (@+5) alb
Multiplica¢iio
Sistema convencional
50 pmol. m2s? 0,61 0,31 0,93 1,96
150 pmol..m?s? 0,66 0,25 0,91 2,68
300 pmol..m2.s? 0,52 0,20 0,72 2,63
Ventilacdio natural
50 pmol. m*.s? 1,08 0,45 1,54 2,41
150 pumol..m2.s? 0,82 0,26 1,08 3,18
300 pmol..m?2s? 0,66 0,25 0,91 2,68
Enraizamento
Sistema convencional
50 pmol. m?.s* 1,24 0,63 1,87 1,96
150 pmol..m?.s” 1,79 0,60 2,39 2,98
300 pmol..m2s" 1,25 0,43 1,69 2,89
Ventilaciio natural
50 umol. m?.s™ 0,9 0,42 1,32 2,12
150 pmol..m?.s™ 0,87 0,35 1,22 2,47
300 pmol..m?s* 0,83 0,26 1,00 3,19
In Vivo
Matriz (sala de 1,99 0,83 2,82 2,40
crescimento)
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O teor total de clorofila sob alta irradidncia (300 pmolm?s™) é reduzido
de 20 a 40% durante o enraizamento e de 10 a 20% durante a multiplicagdo. O
efeito do nivel de irradidncia foi menos evidente sobre a cl:loroﬁla aeb. O teor
superior de clorofila total nas folhas sob baixa irradidncia Bonstitui uma resposta
freqiientemente observada, visto que sob essa condigéio, a planta investe mais
assimilados no complexo proteina-clorofila do aparelho fotossintético para
otimizar a captagdo de luz (Améncio et al., 1999). Em at#iqao, esses resultados
justificam a maior eficiéncia quéntica observada nas : brotagdes e plantas
cultivadas sob baixo nivel de irradidncia.

De maneira geral, os teores de clorofila a, b e total sdo maiores nas
folhas durante o enraizamento, quando comparados & @se de multiplicagio.
Esses resultados auxiliam a interpretar a maior habilidade fotossintética
observada nas plantas de Annona glabra L. em fase de enraizamento. Em
adigio, somente durante o enraizamento o teor de clorofila total reduz
significativamente sob sistema de ventilago natural, em todos os niveis de
irradidincia (P<0,05). O efeito foi similar sobre a clorofilaa e b. Considerando
que altos niveis de aglicares nas células inibem a sintese. de clorofila, esses
resultados podem confirmar o aumento na capacidade fot@ssintética da Annona
glabra L. durante o enraizamento e, principalmente, sob sjstema de ventilagdio
natural. ‘ ‘

Quanto & razio clorofila a/b, as variagdes nas duas fases da
micropropagagio foram menos evidentes em resposta as mudangas no nivel de
irradifincia ou no sistema de vedagdo do frasco. De maneira geral, a redugéio no
teor de clorofila total é acompanhada pela redugéio nos teores de clorofila a e b.
Dessa maneira, as razdes de clorofila a/b séo mantidas'.L Similar padrio de
mudangas na clorofila total ¢ a auséncia de um efeito cl!}ro das condigles de
cultivo sobre a razdo clorofila a/b, também forlam reportados em
plantas de Gardenia jasminoides (Semet et al., 1996) e Chrysanthemum
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(Cristea et al., 1999) que se desenvolvem in vitro, respectivamente, sob

diferentes regimes de luz e diferentes concentragdes de CO,.

4.3  Caracteristicas da anatomia foliar
4.3.1 Estrutura anatomica foliar

O espessamento das superficies adaxial e abaxial e dos tecidos que
compdem o mesofilo, os parénquimas paligadico e lacunoso, sofreu influéncia
significativa do ambiente de cultivo, quanto aos niveis de irradidncia e ao
sisterna utilizado para vedagéo do frasco (P<0,05). De acordo com os resultados
apresentados na tabela 3, pode-se observar que na fase de multiplicagio sob
sistema convencional a espessura da epiderme adaxial é superior nas folhas que
crescem sob 150 pmolm™?s”, mas nédo ¢é influenciada pelo nivel de irradiancia
sob ventilagio natural. Na fase de enraizamento, independente do sistema
utilizado para vedagdo do frasco, a espessura da epiderme adaxial aumenta sob
300 pmolm™s®, porém nessa irradidncia, o aumento é superior sob ventilagio
natural do que sob sistema convencional. Nas folhas que crescem sob
50 pmolm?s’ a espessura da epiderme adaxial também aumenta
significativamente sob ventilagio natural. De maneira geral, o sistema de
vedagdo ndo influencia o desenvolvimento da epiderme adaxial.

Em relagio aos tecidos que compdem o mesofilo, a espessura do
parénquima paligidico, nas duas fases da micropropagagio, aumenta
significativamente sob 300 pmolm™s™, quando comparado aos demais niveis de
irradiéncia, independente do sistema utilizado para vedago do frasco. Apenas
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Tabela 3. Espessura dos tecidos epidérmicos, parénquimas pali¢édico e lacunoso e
espessura total de folhas de Annona glabra L. desenvolvidas durante o
periodo de multiplicag3io e enraizamento sob sistema convencional de
vedagio do recipiente de cultivo ou ventilagio natural e trés niveis de
irradincia: baixa (50 pmolm?s'), média (150 pmolm?s?) e alta
(300 umolm™?s™). UFLA. Lavras, MG, 2004.

Epiderme Parénquima Parénquimk Epiderme Limbo
Ambiente de cultivo  adaxial  paligidico lacunoso | ;. abaxial foliar
um ?

Moltiplicagido

Sistema convencional ‘

50 pmol. m?s? 27,03b 40,21b 66,50a |' 22,232  156,01b
150 pmol.m?2s?  30,80a 38,24b 66,552  22,57a  154,86b
300 pmol.m™>s? 28,29 49,66a 74282 22,102 174,33a

Ventilagfio natural

50 pmol. m?s™ 27,95a 40,55b 68,962 19,18b 160,77b
150 pmol.m?s?  28,82a 38,67b 7485a |'22,76a  165,13b
300 p,mol..m’z.s’l 28,71a 47,26a 79,87a | 23,2% 179,25a

Enraizamento

Sistema convencional
50 pmol. m2s? 24,78¢ 33,78b 61,50b 20,71a 140,81¢

150 pmol.m2s?  27,68b 55,44a 61,39b 22,60  167,35b
300 pmol..m2s?  32,57a 55,26a 7423a  20,57a 182,632
Ventilaciio natural ’

50 pmol. mZs*  2857b 44,99 67,94c  18,51b  160,23¢c
150 pmol.m?s!  26,25b 38,32¢ 87,82b 234la 175,72b
300 pmol.m?s?  38,2la 53,55a 96,88a . 21,92a  210,95a

In Vivo
Matriz (salade 42,34 64,16 92,46 . 1842 21738
crescimento)

Os valores representam a média de 15 repetigdes. Em cada fase da micropropagagéo
e para cada sistema de vedag8o do frasco, as médias dentro da Icoluna seguidas pelas
mesmas letras nfo diferem significativamente entre si pelo t&fte de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. :

|
.
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na fase de enraizamento sob sistema convencional, a espessura deste tecido
também foi significativamente superior sob 150 pmolm?®s’. O sistema de
vedagdo do frasco nfio exerce influéncia sobre a espessura do parénquima
paligidico durante a multiplicagio. Porém, na fase de cnraizamento sob
ventilagio natural, a espessura deste tecido aumenta sob 50 pmolm?s”! e
decresce sob 150 pmolm™s”, quando comparado ao sistema convencional nos
mesmos niveis de iradidncia. De maneira geral pode ser observado um maior
desenvolvimento do parénquima paligidico durante a fase de enraizamento,
principalmente sob alta imradidncia, do que na fase de multiplicagdio sob as
mesmas condigdes axﬁbientais. O maior desenvolvimento do parénquima
- paligddico sob nivel mais alto de irradidncia (100 pmolm?>s™) e durante o
enraizamento, também foi observado em plantas de Gardenia jasminoides
cultivadas in vitro (Serret et al., 1996).

As variagBes observadas na espessura do parénquima lacunoso entre os
diferentes ambientes de cultivo durante a multiplicagdio nfo foram consideradas
significativas, porém pode ser observada uma tendéncia de aumento na
espessura deste tecido sob niveis mais altos de irradidncia, principalmente sob
ventilagéio natural. Na fase de enraizamento a espessura do parénquima lacunoso
foi significativamente superior sob 300 umolm™s™ no sistema convencional e
sob 150 pumolm?s? e 300 umolm™s’ no sistema de ventilagio natural. Em
relagfio  espessura da epiderme abaxial, de maneira geral, ndio foram observadas
variagdes em resposta ao ambiente de cultivo. Nas duas fases da
micropropagagéo, somente sob ventilagio natural a espessura da epiderme
abaxial aumenta significativamente sob 150 ou 300 pmolm?s™.

Em fungfo das diferengas observadas na espessura das epidermes e dos
parénquimas, a espessura do limbo foliar varia significativamente nos diversos
ambientes de cultivo (P<0,05). Sob alta irradidncia as folhas s@o mais espessas ¢,

geralmente, a espessura do limbo foliar decresce com a redugéio no nivel de

56



irradifincia. Como resultado do maior espessamento das epidermes adaxial e
abaxial ¢ dos parénquimas palicddico e lacunoso, as folhas desenvolvidas
durante o enraizamento sob 300 pmolm?s™ e venulaqio atural assemelham-se
is folhas das plantas matrizes que se desenvolvem na s?la de crescimento. A
diferenciagfio pronunciada dos parénquimas pode ser, ium fator critico na
otimizagéio da fotossintese e, potencialmente vantajoso me a sobrevivéncia da
plantas sob condigdes ex vifro. Por outro lado, a espﬁsurja total das folhas que
crescem sob baixa irradidncia e sistema convencional, ;;ondicﬁes ambientais
usuais da micropropagagiio, devido a0 menor espessamento dos tecidos no
mesofilo ¢ da epiderme adaxial, difere consideravela#nte das folhas que
desenvolvem in vivo. P

Nas figuras 8 ¢ 9 podem ser observados os efeitos ;io aﬁbiente e da fase
de cultivo sobre o grau de desenvolvimento dos tecidos fqhares As folhas que
crescem durante a multiplicagio sob sistema convenclonhl e baixa ou média
irradidncia, apresentam menor diferenciagio do mesofilo e'fparentemente maior

volume de espago intercelular, as células do parénquima pé“liqédico sd0 menores

e menos alongadas. A utilizagfio de alta imadincia ou de ventilagdo natural,

mesmo sob niveis mais baixos de irradifincia, resultam egil maior estruturagio

das células epidérmicas, maior diferenciagfio dos p

células palicadicas so mais alongadas e aumenta consid \ velmente o niimero

de cloroplastos presentes nas células. | |
Durante o enraizamento sob sistema convencional e nivels mais baixos

no mesofilo, as

de irradidncia, ao contrério da fase de multiplicagéo, o mmﬂo se apresenta
diferenciado com uma camada bem definida de células paltngédlcas, que exibem
a forma alongada tipica, e aparentemente, menor volume  espago intercelular,
Em adigio pode ser observado que sob média irradidncia|(150 pmolm?s™) as
células do mesofilo spresentam um grande némero de c‘ioroplastos. Sob alta
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Figura 8. Secoes transversais das folhas de Annona glabra L. desenvolvidas durante
a multiplicag@o sob sistema convencional (C) ou ventilagdo natural (N) e
trés niveis de irradidncia: 50pmolm™s”" (B), 150 pmolm™s™' (M) e
300 pmolm™s™ (A). Barra = 50 pum. Epidermes adaxial (ed) e abaxial

(eb), parénquimas pali¢ddico (pp) e lacunoso (pl). UFLA. Lavras, MG,
2004.
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Figura 9. Se¢des transversais das folhas de Annona glabra L. desenvolvidas durante
0 enraizamento sob sistema convencional (C) ou ventilagdo natural (N) e
trés niveis de irradidncia; 50 umolrn'zs't (B), 150 |.1molm'zs.'l (M) e
300 umolm™s™ (A). Barra = 50 pum. Epidermes adaxial (ed) e abaxial
(eb), parénquimas paligddico (pp) e lacunoso (pl), cloroplasto (cl).
UFLA. Lavras, MG, 2004.
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irradifincia e sistema convencional e ou em todos os niveis de irradifncia sob
ventilagdo natural, o parénquima pali¢gddico também ¢ formado por uma \nica
camada de células, porfm o tamanho relativo das células aumenta
considerave_lmeﬁte neste parénquima ¢ nos demais tecidos. Entretanto, sob essas
condi¢es ambientais, as células, principalmente as paligédicas, apresentam
formato mais irregular, provavelmente associado ao acimulo de amido nos
cloroplastos. Observat;ées semelhantes foram feitas por Dimassi-Theriou &
Bosabalidis (1997) durante o cultivo fotomixotréfico de Actinidea deliciosa sob
alta irradiincia. De maneira geral, as células do parénquima paligadico e da
epiderme adaxial sio maiores sob alta irradifincia (300 pmolm™s™).

O aumento na espessura da folha e ééltﬂas paligidicas mais alongadas

constituem um padrdo cldssico de resposta e de adaptagio das plantas 3 alta
intensidade de luz (Lee et al., 2000) e evidenciam a plasticidade adaptativa da
Annona glabra L.. A capacidade de alterar a estrutura da folha em resposta ao
ambiente, principalmente ao nivel de irradidncia, tem sido comumente
observada em diversas espécies cultivadas in vitro (Dimassi-Theriou &
Bosabalidis, 1997; Serret et al., 1996; Donnelly & Vidaver, 1984).
Os resultados desse estudo demonstram que diferentes niveis de irradifincia e
diferentes sistemas de vedagio do frasco podem modificar o desenvolvimento da
folha in vitro, tomando a anatomia desta mais semelhante a das plantas que
crescem in vivo. Em adig#o, a estrutura da folha pode determinar a capacidade
fotossintética da planta (Araus et al, 1986). Dessa maneira, 0 aumento na
capacidade fotossintética da Annona glabra L. em estégios mais avangados de
desenvolvimento (enraizamento), principalmente sob alta irradifincia e
ventilagio natural, pode estar associado ao maior desenvolvimento das
caracteristicas estruturais relacionadas ao processo fotossintético, como a maior
diferenciagio do mesofilo, principalmente do parénquima paligidico, ¢ o
aumento no nimero de cloroplastos.
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4.3.2 Freqiiéncia e morfologia dos estdmatos

A andlise da epiderme na face abaxial em vista frontal demonstrou o
efeito do ambiente de cultivo durante a multiplicagdo e o enraizamento sobre a
freqiiéncia de estdmatos nas folhas da Annona glabra L.. O namero de
estomatos/mm’® varia significativamente entre as plantas cultivadas sob
diferentes niveis de irradiancia e diferentes sistemas de vedagdo do frasco
(P<0,05). De acordo com os resultados apresentados na figura 10, pode-se

observar que as maiores freqiiéncias de estomatos sdo associadas, geralmente, 4
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Figura 10. Freqiiéncia de estdmatos em folhas de Annona glabra L. desenvolvidas
in vivo e durante os periodos de multiplicagdo (M) e de enraizamento
(E) sob sistema convencional de vedagdo do frasco (C) ou ventilagdo
natural (N) ¢ trés niveis de irradidncia: alta (== 300 plmolm'zs"), média
(¢ 150 pmolm’zs']) e baixa (== 50 pmolm‘zs’l). Cada barra representa a
média de 20 repeti¢des. UFLA. Lavras, MG, 2004.

alta irradidncia (300 pmolm™s™), exceto na fase de multiplicagdio sob ventilagdo
pm plicag

natural em que o maior nimero de estdomatos/mm’ foi observado sob média
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irradiéincia (150 pmolm?s™) e existe uma tendéncia de reduzir o nimero de
estomatos sob 300 pmolm™s™, embora este valor nio tenha sido estatisticamente
diferente do valor observado sob baixa irradidncia (50 umolm"s").

Na fase de enraizamento, o nimero de estomatos/mm’ aumenta
significativamente sob ventilagiio natural, quando comparado ao sistema
convencional nos mesmos niveis de irradifincia. Porém, na fase de multiplicacfio
os resultados foram contraditérios, visto que a freqiéncia de estomatos nos dois
sistemas de vedagdio do frasco ndio varia sob baixa irradifincia, aumenta no
sistema de ventilag@o natural sob média irradiéncia ¢ no sistema convencional
sob alta irradidncia. As méximas freqliéncias de estomatos foram observadas sob
ventilagdo natural e média irradiéncia na multiplicacdo (475,82 estbmatos/mm?)
ou alta irradidncia no enraizamento (532,06 estdmatos/mm?). Por outro lado,
nas duas fases da micropropagagio, as menores freqiiéncias, de
230 a 250 estdmatos/mm?, foram observadas sob baixa ou média irradidncia e
sistema convencional.

O aumento no nimero de estmatos/mm’ sob niveis mais altos de
jrradiéncia e ventilago natural demonstra que as plantas in vifro apresentam a
mesma tendéncia que as plantas em outros ambientes de aumentar a freqiiéncia
de estématos sob maior disponibilidade de luz e CO,. Entretanto, as folhas que
se desenvolvem in vitro, independente do ambiente de cultivo, apresentam
freqiiéncias de estomatos consideravelmente maiores que as folhas de plantas
matrizes da Annona glabra L que se desenvolvem in vivo (154 estdmatos/mm?).
O aumento no nimero de estomatos/mm’ nas folhas das plantas cultivadas in
vitro, quando comparado as plantas da mesma espécie que crescem em outros
ambientes, tem sido reportado em diversos estudos e associado, principalmente,
a alta umidade relativa do ar no interior do recipiente (Khan et al., 2003; Sciutti
& Morini, 1995; Lee et al., 1988; Brainerd & Fuchigami, 1981). Através das

figuras 11 e 12 podem ser observadas as variag3es na morfologia dos estdmatos
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¢ as caracteristicas das células epidérmicas na superficie abaxial das folhas sob
os diferentes ambientes de cultivo.

Figura 11. Segdes paradérmicas da epiderme da face abaxial das folhas de Annona
glabra L. desenvolvidas durante a multiplicagfio sob sistema convencional (C) ou
ventilagio natural (N) e trés niveis de irradidncia: 50 pmolm'zs" (B),

150 pmolm™s™ (M) e 300 pmolm™s™ (A). Barra = 50 um. UFLA. Lavras, MG,
2004.
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Figura 12. Segoes paradérmicas da epiderme da face abaxial das folhas de Annona
glabra L. desenvolvidas durante o enraizamento sob sistema convencional (C) ou
ventilacdo natural (N) e trés niveis de irradidncia: 50 pmolm?s’ (B),
150 umolm™s™" (M) e 300 pmolm™s™ (A). Barra = 50 um. UFLA. Lavras, MG,
2004.

Nas duas fases da micropropagagio, os estdmatos das folhas que
desenvolveram sob sistema convencional, independente do nivel de irradiincia,
sdo maiores e as células guarda apresentam forma mais esférica, enquanto nas

folhas que desenvolveram sob ventilagio natural os estdmatos sdo
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consideravelmente menores e com forma eliptica. De acordo com Khan et al.
(2003), a forma eliptica ¢ caracteristica de estématos funcionais, enquanto a
forma arredondada, fregiientemente, é associada a} estbmatos que nédo
apresentam um funcionamento normal. |

Como pode ser observado, nas folhas que se desehvolveram sob sistema
convencional, independente do nivel de irradidncia, os estdmatos permanecem
abertos apds a tampa do recipiente de cultivo ter sido retirada para a coleta do
material a ser fixado. Por outro lado, os estomatos presentes nas folhas que se
desenvolveram sob ventilagio natural se fecham rapidamente quando
submetidos as condi¢des da sala de crescimento. Esses resultados evidenciam a
influéncia do sistema utilizado para vedagdo do frasco sobre a funcionalidade
dos estdmatos, sugerindo que sob sistema convencional os estomatos podem ser
incapazes de se fechar rapidamente, impedindo a perda de 4gua, quando a planta
¢ retirada do recipiente de cultivo.

Diversos estudos tém demonstrado que a presenga da sacarose no meio
de cultura, o acimulo de etileno ¢, principalmente, a alta umidade relativa do ar
no interior dos recipientes totalmente fechados resultam no desenvolvimento
anormal dos estdmatos e na reduzida capacidade de fechamento destes em
resposta as condi¢des severas do ambiente natural, como o aumento na demanda
evaporativa (Shackel et al., 1990; Sutter, 1988; Wardle et al., 1983; Fuchigami
et al,, 1981; Brainerd & Fuchigami, 1981). O reduzido controle estomatico e a
alta freqiiéncia de estdmatos tem sido consideradas as principais causas da alta
condutéincia foliar inicial e da rdpida dessecacfio das plantas micropropagadas
apés a transferéncia (Diaz-Pérez et al., 1995; Sciuti & Morini, 1995;
Capellades et al., 1990),

No presente estudo, 0 aumento na capacidade de resposta dos estématos
sob ventilagéio natural pode estar associado & redugéio sigﬁiﬁcativa de 90% para

70% na umidade relativa do ar e, conseqiientemente, ao aumento de
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aproximadamente 0,5 para 1,0 kPa no déficit de pressdo de vapor da atmosfera
no interior do recipiente, além da provavel redugdo no acimulo de etileno.
Embora o nimero de estdmatos/mm’ aumente sob ventilagdo natural, a
capacidade de resposta dos estdmatos as varidveis ambientais pode ser mais
importante para a determinagdo da condutancia foliar do que a freqiiéncia dos
estomatos (Kozlowski et al., 1991). Dessa maneira, o aumento na funcionalidade
dos estdmatos sob ventilagdo natural pode impedir a excessiva dessecagdo das
plantas micropropagadas apés transplante, aumentando as suas chances de
sobrevivéncia no ambiente natural.

Em adi¢do, as células epidérmicas das folhas que crescem sob os
diferentes ambientes variam no tamanho e na forma. Sob sistema convencional
as células epidérmicas sdo maiores e exibem paredes anticlinais acentuadamente
sinuosas, principalmente sob baixa irradidncia, enquanto sob ventilagdo natural,
as células sdio menores, regularmente arranjadas e as paredes sdo retilineas ou
levemente sinuosas. Nos dois sistemas de vedagdo do frasco, o tamanho das
células epidérmicas tende a diminuir com o aumento no nivel de irradidncia.
Porém, a redugfio no tamanho das células com o aumento no nivel de irradidncia
¢ mais acentuada durante o enraizamento sob ventilagdo natural. Essas
alteragdes evidenciam a adaptagdo das brotagdes e das plantas ao aumento nos
niveis de irradidncia e a redugdio na umidade relativa do ar, sob ventilagdo
natural.

A menor sinuosidade da parede celular pode estar relacionada as
caracteristicas adaptativas contra a perda excessiva de dgua. A redugdo no
tamanho das células constitui uma resposta comumente observada nas folhas que
se desenvolvem sob alta irradiancia, como resultado da redugio no alongamento
celular e do aumento no espessamento da parede. De acordo com Castro et al.
(2002), células menores e com parede mais espessas sdo o resultado da alta

concentragiio de agucares soltuveis na folha que diminuem o teor de agua nos
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tecidos, paralisando o alongamento da célula, e sumentam a sintese de
carboidratos insoliiveis que constituem a parede ceiiular, aumentando a sua
espessura. Nesse estudo, a redugiio no tamanho das% células epidérmicas sob
niveis mais altos de imadiancia ¢ ventilagio natural pode ser atribuida ao
aumento significativo na concentragio de agiicares soliveis nas folhas sob essas
condigSes ambientais, associado ao aumento na cap‘acidade fotossintética ¢ a

absorgdo da sacarose presente no meio de cultura.

4.4  Perda de dgua do tecido foliar

Os resultados para a perda de dgua dos tecidos, apos a retirada das
plantas dos recipientes de cultivo apresentados na ﬁgura 13, demonstram uma
consideravel influéncia do sistema utilizado para vedaqﬁo do frasco e do nivel de
irradifincia durante o enraizamento (P<0,05). Apés 20 pmutos de exposigdo, em
laboratério, a umidade relativa de 40 - 50%, as folhas das plantas produzidas sob
sistema convencional, independente do nivel de ifradiﬁncia (bai;ca, média
ou alta) perdem uma quantidade de 4gua  significativamente maior
(19 - 51%), que as folhas das plantas cultivadas sob ventilagdo natural, sendo as
diferengas progressivamente acentuadas com o aumento no tempo de exposigio.
Ao término do periodo de determinagfio, a perda total de 4gua foliar das plantas
cultivadas sob sistema convencional varia de 66 a 89 %, enquanto nas plantas
cultivadas sob ventilagio natural as folhas perdem ! de 13 a 33 % da 4gua
presente nos tecidos, o que representa menos da metade da quantidade de dgua
perdida no mesmo periodo pelas plantas que se d&envolvermn sob sistema

convencional,
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Figura 11. Porcentagem de perda de dgua durante 110 minutos de exposicio &
umidade relativa de 40 - 50 % das folhas de Anmnona glabra L.
desenvolvidas sob sistema convencional (C) ou ventilagio natural (N) e
trés niveis de irradidncia: 50 pmolm2s? (B), 150 pmolm?s™ (M) e
300 p.molm'zs" (A). Cada ponto representa a média de 6 repeti¢des. Em
cada tempo de determinagio, as diferentes letras indicam diferenca

“significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
UFLA. Lavras, MG, 2004.

Nos dois sistemas de vedagfio do frasco néo foram observadas diferengas
significativas na quantidade total de 4gua foliar perdida pelas plantas cultivadas
sob 50 umolm™s™ (baixa irradifincia) ¢ 150 pmolm?s” (média irradidncia).
Entretanto, nas plantas cultivadas sob alta irradiincia (300 pmolm?s™) a
quantidade de égua perdida ¢ significativamente menor que nos niveis mais
baixos de irradidncia, sendo a porcentagem total de perda de dgua foliar reduzida
de 86% para 66%, nas plantas cultivadas sob sistema convencional, ¢ de 33 para

13%, nas plantas cultivadas sob ventilaggo natural.
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As maiores porcentagens de perda de dgua foliar foram observadas nas
plantas cultivadas sob sistema convencional e Sol‘iumolm'zs’l (89%), que
correspondem as condigdes usuais de cultivo da Annona glabra L., ou
150 pmolm?s™ (87%). De acordo com Brainerd & Fuchigami (1981) perdas de
agua acima de 50% causam um colapso generalizado nas células epidémmicas e
nas células-guarda, fato que provavelmente ocorreu com apenas 20 ou
30 minutos de exposi¢io das plantas cuitivadas sob sistema convencional e
baixa ou média irradifincia, respectivamente, mas que possivelmente néo ocorren
em 110 minutos de exposi¢do das plantas cultivadas sob ventilagdo natural,
independente do nivel de irradidncia.

De acordo com os resultados, a utilizagio de ventilagiio natural, que
proporciona o decréscimo de 90 % para 70% na umidade relativa do ar durante o
cultivo in vitro da Annona glabra L., principalmente aliado & alta irradidncia
(300 pmolm™s™), aumenta a capacidade das plantas para controlar as perdas de
dgua quando s#o posteriormente expostas a um ambiente com baixa umidade
relativa. A influéncia da utilizagdo de umidades mais baixas do ‘que as
convencionais sobre a capacidade da planta controlar a perda de égua também
tem sido descrita em outras espécies cultivadas in vitro, como Prunus cerasifera
(Sciutti & Morini, 1995) e Malus domestica (Brainerd & Fuchigami, 1981).

Segundo Capellades et al. (1990) o aumento na intensidade luminosa ¢ a
redug@o na umidade relativa do ar durante o cultivo induzem in vitro as mesmas
modificagdes anatdmicas observadas nas plantas durante o periodo de
aclimatizagio na casa de vegetagdo, como o aumento na deposi¢io de céra
epicuticular e redugéio no tamanho e na freqiiéncia dos estomatos. No presente
estudo, 0 aumento na capacidade de controle da pex;'da de agua das plantas
produzidas sob ventilagdo natural, principalmente sob alyta irradidincia, pode estar
associado as alteragdes estruturais e funcionais observz‘?das nas folhas sob essas

condigBes e envolvidas no aumento da resisténcia estomética e cuticular a perda
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de 4gua, como o aumento na espessura da epiderme adaxial e, possivelmente na
camada de cuticula, redugdo no tamanho dos estématos e alteragdo na sua forma,
além do maior controle estomético. O aumento na capacidade de controle da
perda de dgua pode ser de extrema importéncia para prevenir a dessecagdo das
plantas de Annona glabra L. durante a aclimatizagdo e garantir a sua

sobrevivéncia apés a transferéncia para o ambiente natural.
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5 CONCLUSOES

il
ti

. Em ambas fases da micropropagagio, a Annona glabra L. demonstra
capacidade de realizar fotossintese in vifro. A ‘capacidade fotossintética
aumenta sob média e alta imadidncia, principalmente na fase de
enraizamento, sendo pouco influenciada pelo sistema de vedagio do frasco.
Sob baixa irradifincia a atividade fotossintética aumenta no sistema de
ventilag#io natural. '

. O ponto de saturagdo da fotossintese pela luz aumenta sob média irradiéncia
e, principalmente, sob alta irradidncia, ndo sendo Iiiﬁluenciado pelo sistema
de vedagiio do frasco. Somente na fase de min]tiplicagﬁo as brotagdes
cultivadas sob alta irradidncia séo saturadas em niw;eis mais altos de DFFFA
no sistema de ventilag3o natural. |

. A eficiéncia quéntica aparente & superior nas brotx;i:;bes ¢ plantas cultivadas
sob baixa irradidncia e reduz sob niveis mais altos?de irradidncia. Na fase de
multiplicago sob sistema convencional e alta imadifincia a eficiéncia
quéintica das brotagdes atinge valores abaixo de um limite teérico para a
eficiéncia das plantas.

. A concentragiio de agicares soliveis ¢ o acimulo de amido nas folhas
aumentam com o aumento no nivel de irradifincia, principalmente sob
ventilagdo natural ¢ na fase de enraizamento. Sob ventilagéo natural, o nivel
de irradidncia ndo influencia a concentragio de sacarose nas brotagdes, mas
durante o enraizamento, o acimulo de sacarose nas folhas aumenta sob alta
irradiéincia.

. O aumento no nivel de irradidncia tende a diminuir o teor de clorofila total,
principalmente sob ventilagiio natural na fase dei'enraizamento, porém ndo

influencia a razéo a/b.
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6. A espessura da folha aumenta sob alta irradiéncia ou sob ventilagdo natural,
mesmo em niveis mais baixos de irradiincia. As folhas que se desenvolvem
sob estas condigdes ambientais apresentam maior diferenciagiio do mesofilo e
grande quantidade de cloroplastos nas células parenquiméticas.

7. A fregiiéncia de estdmatos na superficie abaxial das folhas aumenta sob alta
jrradidncia. Na fase de enraizamento o nimero de estématos/mm’ é superior
sob ventilagio natural, em todos os niveis de irradidncia. Sob sistema
convencional de vedagdio do frasco, independente do nivel de irradiéincia, os
estdmatos sdo maiores, apresentam forma mais esférica ¢ permanecem

_abertos ap0s a retirada das brotagdes ou plantas dos recipientes de cultivo.
Sob ventilagio natural, reduz o tamanho dos estomatos, estes apresentam a
forma eliptica caracteristica e se fecham quando submetidos as condi¢des
ambientais da sala de crescimento. O tamanho das células epidémmicas
diminui .com o aumento no nivel de irradifincia, principalmente sob
ventilagdo natural e na fase de enraizamento.

8. As folhas das plantas que se desenvolvem sob baixa irradifincia e sistema
convencional de vedagio do frasco perdem alta quantidade de 4gua quando
sdo retiradas dos recipientes de cultivo. A perda de 4gua diminui nas folhas
que se desenvolvem sob ventilagio natural, principalmente aliado 3 alta
irradifincia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados nesse estudo confirmam a influéncia das
condigdes do ambiente de cultivo sobre a morfologia}e a fisiologia da Annona
glabra L. micropropagada. De acordo com os reéﬁltados, as brotagdes, e
principalmente, as plantas em fase de enraizamento, possuem capacidade para
realizar fotossintese in vifro. Entretanto, a atividade fotossintética parece ser
limitada pela baixa disponibilidade de luz e de CO; nas técnicas fregiientemente
utilizadas para a micropropagagdo da espécie. O aumento nos niveis de
irradiéncia e a utilizacio de ventilagio natural sugeremF © aumento na capacidade
fotossintética, visto que promovem o desenvolviﬁiento das caracteristicas
fotossintéticas, principalmente relacionadas & estrutura foliar, resultando na
maior produgio de agacares soliveis e no maior acimulo de sacarose € amido
nas folhas. Em resultam em plantas com maior 6apacidade de reguldr os
processos de perda de “

Em adigéio, o desenvolvimento das caracteristicas fotossintéticas indica
que as brotagBes e plantas de Annona glabra L. podem ser capazes de se
desenvolver fotoautotroficamente sob ventilag#o natural ¢ niveis mais altos de
irradidncia. Entretanto, a defini¢io das condi¢des 6timas para o crescimento
fotoautotréfico in vitro depende de consideragdes adicionais, em fungdo da
complexidade do processo de aquisigio de fotoautotrofia, o qual envolve
intimeras caracteristicas fisiolégicas em resposta a interagdo de diversos fatores
ambientais. Portanto, ha necessidade da condugfio de estudos posteriores de
outras caracteristicas relacionadas ao processo fotossintético, bem como o efeito
da auséncia de sacarose, sob outras varidveis do ambiente de cultivo (niveis de
CO, e de irradidncia, fotoperiodo, temperatura, mrﬁdﬁe relativa, substratos,
etc). ‘
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Embora exista dificuldade em medir e controlar as varidveis ambientais
in vitro em fungéio do tamanho reduzido dos recipientes, os métodos utilizados
nesse estudo sdo relativamente simples e constituem altemativas interessantes
para aumentar a eficiéncia das técnicas in vitro e reduzir os custos de
micropropagagio da Annona glabra L. e de outras espécies.

A influéncia das mudangas na anatomia e na fisiologia sobre o
comportamento das plantas de Annona glabra L. apbs a transferéncia nio foi
definida neste estudo, mas espera-se que o aumento na capacidade fotossintética
e de regulagio da perda de agua facilite a adaptagio da planta no campo,
acelerando o processo de aclimatizagdio. Estas consideragdes certamente podem
. ser investigadas em estudos posteriores, contribuindo de maneira significativa
para otimizar as condigdes de cultivo, maximizar o processo regenerativo e
garantir a integridade e a qualidade das mudas de Annona glabra L. produzidas

por micropropagago.
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ANEXO A

TABELA 1A. Resumo da analise de varidncia para o ponto de saturagio

TABELA 2A.

da DFFFA em relagiio 4 fase da micropropagagdo
(multiplicagio e enraizamento), ao sistema utilizado para
vedagéio do frasco (convencional e ventilagio natural) e
ao nivel de irradiéincia (baixa, média e alta). Dados nfio
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

Resumo da andlise de varidncia para a eficiéncia quintica
aparente em relagio a fase da micropropagacio
(multiplica¢fio e enraizamento), ao sistema utlhzado para
vedacio do frasco (convencional e ventilagio natural) e
ao nivel de irradidncia (baixa, média e alta). Dados ndo
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004,

TABELA 3A Resumo da andlise de varifncia para a concentragdo de

TABELA 4A.

TABELA 5A.

agicares soliveis em relagdo & fase da micropropagaciio
(multiplica¢8o e enraizamento), ao sistema uﬁliz@do para
vedac#io do frasco (convencional e ventilagéio natural) e
ao nivel de irradidncia (baixa, média e alta). Dados niio
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

Resumo da anélise de vanidncia para a concentracdo de
sacarose em relagio a fase da micropropagagio
(multiplicacfio e enraizamento), ao sistema utilizado para
vedagdio do frasco (convencional e ventilag3o natural) e
ao nivel de irradidncia (baixa, média e alta). Dados nfo
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004,

Resumo da anilise de varidncia para a concentragdo de
amido em relagdio a fase da micropropagacio
(multiplicacfio e enraizamento), ao sistema utilizado para
vedagiio do frasco (convencional e ventilag&o natural) e
ao nivel de irradidincia (baixa, média e alta). Dados néio
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.
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TABELA 6A.

TABELA 7A.

TABELA 8A.

TABELA 9A.

Resumo da analise de varifncia para o desdobramento
dos valores médios de clorofila total nas fases de
enraizamento (E) e multiplicagio (M) em relagdo 2o
sistema de ventilag@o natural (N) sob baixa (B), média
(M) e alta irradiéincia (A). Dados ndo transformados.
UFLA. Lavras, MG, 2004.

Resumo da andlise de variéncia para a espessura da
epiderme adaxial em relagio & fase da
micropropagagdo (multiplicagio ou enraizamento), ao
sistema utilizado para vedagio do frasco
(convencional e ventilagio natural) e ao nivel de
irradidncia (baixa, média e alta). Dados n#io
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

Resumo da anélise de varidncia para a espessura do
parénquima palicddico em relagio i fase da
micropropagacdo (multiplicagdio ou enraizamento), a0
sistema utilizado para vedagio do frasco
(convencional ¢ ventilagio natural) e ao nivel de
irradifncia (baixa, média e alta). Dados ndo
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

Resumo da andlise de varidncia para a espessura do
parénquima lacunoso em relagio a fase da
micropropagagdo (multiplicagio ou enraizamento), ao
sistema utilizado para vedagio do frasco
(convencional e ventilagio natural) e ao nivel de
irradiancia (baixa, média e aita). Dados nio
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

TABELA 10A. Resumo da andlise de varidncia para a espessura da

epiderme abaxial em relagio a fase da
micropropagagdo (multiplicag#o ou enraizamento), ao
sistema utilizado para vedagio do frasco
(convencional e ventilagio natural) e ao nivel de
irradifincia (baixa, média e alta). Dados ndo
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

86

90

91

91

92

92



TABELA 11A. Resumo da anélise de varidncia para a espessura total
do limbo foliar em relagdo a fase da mlcroprqpagat;io
(multiplicago ou enraizamento), o sistema lutilizado
para vedagdo do frasco (convencional e ventilagéio
natural) e ao nivel de irradidncia (baixa, média e alta).
Dados niio transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004,

TABELA 12A. Resumo da anslise de varincia para a freqiténcia de
estdmatos em relagdo 4 fase da micropropagagéo
(multiplicagfio ou enraizamento), ao sistema utilizado
para vedagdo do frasco (convencional e ventllat;io
natural) e ao nivel de irradidncia (baixa, média e alta).
Dados néo transformados. UFLA. Lavras, MG; 2004,
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Tabela 1A. Resumo da anélise de varidncia para o ponto de saturagéio da DFFFA em
relagio 4 fase da micropropaga¢do (multiplicagdo e enraizamento), ao
sistema utilizado para vedagdo do frasco (convencional e ventilagio
natural) e ao nivel de irredidncia (baixa, média e alta). Dados no
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004,

F.V. G.L. QM Fe ProFe
Fase (A) 1 44 .408,3333 2,324 0,1879
Irradiéncia (B) 1 179.808,3333 9410 0,0202 *
Fecham. (C) 1 675,0000 0,035 0,8583
AxBxC 2 26.325,0000 1,378 0,3338
Residuo 5 19.108,3333

Total - 1 552.891,6666

CV (%) 28,16

Média geral 490,83
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Tabela 2A.Resumo da anélise de varidncia para a eficiéncia quéntica aparente em
relagdo a fase da micropropagagio (multiplicagéio e enraizamento), a0
sistema utilizado para vedacio do frasco (convencional e ventilagdio
natural) e ao nivel de irradiincia (baixa, média e alta). Dados ndo
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. QM Fe Pr>Fc
Fase (A) 1 0,000034 1,010 0,3610
Irradidncia (B) 1 0,001180 35,402 0,5414
Fecham. (C) 1 0,000014 0,429 0,0011*
AxBxC 2 0,000016 0,476 0,6468
Residuo 5 0,000033

Total 11 0,002606

CV (%) 16,91

Média geral 0,0341

* Significativo a0 nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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Tabela 3A. Resumo da anilise de varidncia para a concentragfio de agticares soluveis

em relagio a fase da micropropagagiio (multiplicagio e enraizamento),
a0 sistema utilizado para vedag#o do frasco (convenclonal e ventilagéo

natural) e ao nivel de irradifncia (baixa, medla e alta). Dados nfio
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004,

F.V. G.L. QM Fe Pr>Fe
Fase (A) 1 12.974,0126 40,302 ' 0,0000 *
Fecham. (B) 1 11.7549809 36,515 . 0,0000 *
Irradiéincia (C) 2 3.462,3964 10,755 0,0000 *
AxBxC 2 1.173,2731 3,645 0,6704
Residuo 29 321,9206
Total 35 43.336,0304

CV (%) 23,69
Média geral 75,72

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo testede F.

Tabela 4A.Resumo da anilise de varidncia para a concentracBio de sacarose em

relagio a fase da micropropagagdo (multiplicagfio e enraizamento), a0
sistema utilizado para vedagio do frasco (convencional e ventilacdo
natural) e ao nivel de irradidncia (baixa, média ¢ alta). Dados ndo -
transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004,

F.V. G.L. oM Fe - Pro>Fe
Fase (A) 1 101,9542 0477 . 0,4986
Fecham.(B) 1 21.336,8675 92,296 0,0000*
Irradidncia (C) 2 1.098,9701 5,063 0,0130*
AxBxC 2 277,6608 1,279 0,2935
Residuo 29 217,0975

Total 35 30.487,0409

CV (%) 58,17

Média geral 25,33 i
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste deF.

89



Tabela 5A Resumo da andlise de varidncia para a concentragio de amido em relag&o

a fase da micropropagagdo (multiplicag#o e enraizamento), a0 sistema
utilizado para vedag3io do frasco (convencional e ventilagio natural) e a0
nivel de irradidncia (baixa, média e alta). Dados nfio transformados.
UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. oM Fe Pr>Fc
Fase 1 5,1938 0,369 0,5484
Fecham. (B) 1 430,6400 30,595 0,0000*
Irradidncia (A) 2 99,2465 7,051 0,0033*
AxBxC 2 31,1714 2,215 0,1280
Residuo 29 14,0757

Total - 35 1.090,7894

CV (%) 52,30

Meédia geral 7,18

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Tabela 6A Resumo da anilise de varidncia para o desdobramento dos valores

médios de clorofila total nas fases de enraizamento (E) e multiplicagdo
(M) em relagfio ao sistema de ventilagfio natural (N) sob baixa (B),
média (M) e alta irradidncia (A). Dados nfio transformados. UFLA.

Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. oM Fe Pr>Fc
ENA Q) 0,04949 29,997 0,0054*
ENM (1) 0,06284 38,084 0,0035*
ENB 1) 0,02803 18,988 0,0146*
MNA 1 0,00038 0,233 0,6547
MNM 1 0,00419 2,541 0,1862
MNB 1 0,00303 8,365 0,1280
Residuo (5) 0,00660

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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Tabela 7A. Resumo da anélise de varidncia para a espessura da epiderme adaxial
em relagio & fase da micropropagacdo '(multiplicagio ou
enraizamento), ao sistema utilizado para vedagio do frasco
(convencional e ventilagéio natural) e ao nivel de irradiancia (baixa,
média e alta). Dados nfo transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. QM Fe Pr>Fc
Fase (A) 1 52,1645 3,640 0,0581
vedacdo (B) 1 67,5894 4,7 16 0,0312*
Irradidncia (A) 2 379,6815 26,493 0,0000*
AxBxC 2 20,4169 1,425 0,2434*
Residuo 173 14,3313 L

Total 179 3.399,2699 |

CV (%) 12,99

Média geral 29,14

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Tabela 8A.Resumo da andlise de varidncia para a espessura do parénquima
paligadico em relagdio & fase da micropropagagdo (multiplicagio ou
enraizamento), ao sistema utilizado para vedagdo do frasco
(convencional e ventilagiio natural) e ao nivel de irradifincia (baixa,
média e alta). Dados ndo transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. oM Fe Pr>Fec
Fase (A) 1 646,7635 15,477 0,0001*
vedagio (B) 1 34,4969 0,825 = 0,3648
Iradidncia (A) 2 1.912,9069 45,775 0,0000*
AxBxC 2 604,7715 14,472 0,06000*
Residuo 173 41,7895

Total 179 12.946,1964

CV (%) 14,37

Média geral 44,99

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo testede F

91



Tabela 9A.Resumo da andlise de varidncia para a espessura do parénquima
lacunoso em relagéio & fase da micropropagagio (multiplicagio ou
enraizamento), ao sistema utilizado para vedagiio do frasco
(convencional e ventilagio natural) e ao nivel de irradidncia (baixa,
média e alta). Dados ndo transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. QM Fe Pr>Fc¢
Fase (A) 1 439,9220 3,259 0,0728
vedagio (B) 1 6.456,0222 47,820 0,0000*
Irradidncia (A) 2 3.440,9069 25,485 0,0000*
AxBxC 2 232,5604 1,723 0,1816
Residuo 173 135,0054

Total 179 37.598,1991

CV (%) 15,83

Média geral 73,40

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F

Tabela 10A. Resumo da anilise de varidncia para a espessura da epiderme
abaxial em relagio &4 fase da micropropagago (multiplicagdio ou
enraizamento), ao sistema utilizado para vedagio do frasco
(convencional e ventilag#io natural) e ao nivel de irradiéncia (baixa,
média e alta). Dados ndo transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. oM Fe Pr>Fec

Fase (A) 1 24,2000 3,169 0,0768
vedacdo (B) 1 3,6409 0,477 0,4908
Irradidncia (A) 2 112,1003 14,684 0,0000*
AxBxC 2 0,4571 0,060 0,9419
Residuo 173 7.6362

Total 179 1.574,0864

CV (%) 12,76

Média geral 21,65

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F
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Tabela 11A. Resumo da anélise de varidncia para a espessura total do limbo
foliar em relagdo a fase da micropropagagio (multiplicagiio ou
enraizamento), ao sistema utilizado para vedagio do frasco
(convencional e ventilagio natural) € ao nivel de irradidncia (baixa,
média e alta). Dados nfo transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. oM Fe Pr>F¢
Fase (A) 1 2.801,3445 13,068 0,0004*
vedagdo (B) 1 7.228,8694 33,721 0,0000*
Irradiancia (A) 2 16.152,2800 75,346 0,0000*
AxBxC 2 618,4970 2,885 0,0585
Residuo 173 214,3740
Total 179 80.658,4686

CV (%) 8,66
Média geral 169,00

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F

| Tabela 12A. Resumo da anélise de varidncia para a freqiiéncia de estomatos em

relagdo & fase da micropropagagio (multiplicag8o ou enraizamento),
ao sistema utilizado para vedagdo do frasco (convencional e
ventilagdo natural) e ao nivel de imradiéncia (baixa, média e alta).
Dados ndo transformados. UFLA. Lavras, MG, 2004.

F.V. G.L. QM Fe Pr>Fc
Fase (A) 1 1.179,2667 0,175 0,6761
vedagdo (B) 1 535.437,0667 79,450 0,0000*
Irradidncia (A) 2 142.236,2907 21,105 0,0000*
AxBxC 2 332.862,6587 49,391 0,0000*
Residuo 233 6.739,3064
Total 239 3.057.072,4686

CV (%) 25,93
Meédia geral 316,59

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F
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