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RESUMO

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. Ambiente de cultivo na micropropagação 
de Annona glabra L. 2008. 137 p. Dissertação (Mestrado em Fisiologia 
Vegetal) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brasil. * 

A Annona glabra L. tem despertado grande interesse nos últimos anos 
no Brasil, por se tratar de uma espécie com capacidade adaptativa a diversos 
ambientes e pertencente ao rol das frutas com propriedades medicinais de 
substâncias isoladas de suas folhas, frutos e sementes. As iniciativas para 
explorar o potencial dessa espécie ainda são incipientes, sobretudo, pela 
dificuldade para induzir multibrotações nos explantes e pela escassez de 
informações sobre os sistemas de cultivo. Dentre os fatores que podem afetar as 
condições do ambiente de cultivo, destaca-se o tipo de vedação. Diferentes 
métodos in vitro têm sido empregados para a investigação dos efeitos diretos dos 
sistemas de vedações nas plantas. Esse trabalho teve por objetivo estudar: 1) os 
efeitos do ambiente de cultivo sobre a fisiologia e a morfologia das plantas 
micropropagadas de A. glabra L., verificando o comportamento dos explantes 
e/ou plantas em ambiente de cultivo in vitro, bem como a influência de tipos de 
vedações dos frascos e, 2) as características fotossintéticas de plantas 
micropropagadas. Foram testados dois diferentes fatores: ambiente (Sala de 
crescimento convencional e Casa de vegetação) e sistemas de vedação do 
recipiente de cultivo [tampas plásticas transparentes e selamento com parafilme, 
que restringem as trocas de gases entre o recipiente e a atmosfera externa 
(sistema convencional); e tampas plásticas modificadas, contendo um par de 
orifícios (10 mm de diâmetro) com um par de filtros de membranas permeáveis 
a gases]. A luz natural sob sistema de vedação com a tampa modificada resultou 
em aumento no número de brotos, alterações nos teores de clorofila, no potencial 
fotossintético e nas características morfofisiológicas de plantas da A. glabra L.. 
As plantas avaliadas apresentaram adaptabilidade às condições de cultivo e 
características fotossintéticas apropriadas para a propagação in vitro. A
influência do ambiente de cultivo sobre a fisiologia e anatomia da espécie 
implicou na diminuição das necessidades de cuidados durante a transferência 
para condições de casa de vegetação. O processo de aclimatização possibilitou a 
sobrevivência das plântulas micropropagadas às condições ex vitro. 

_____________________________ 
* Comitê de orientação: Renato Paiva, PhD – UFLA. (Orientador), Dra. Angela 
Maria Soares – UFLA. (Co-orientadora). 
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ABSTRACT

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. Culture environment in the 
micropropagation of Annona glabra L. 2008. 137 p. Dissertation (M.Sc. in 
Plant Physiology) – Federal University of Lavras, Lavras, MG, Brazil. * 

The Annona glabra L. has aroused a great interest in Brazil in recent 
years, since it is a species with the capacity to adapt to several environments and 
it belongs to the fruit group which has medicinal properties of substances 
isolated from leaves, fruit and seeds. The initiatives to explore the potential of 
this species are incipient still, especially due to the difficulty to induce multi-
shooting on explants, besides the shortage of information about the culture 
systems. Among the factors which can affect the conditions of the culture 
environment, the type of seal stands out. Different in vitro methods have been 
used to investigate the direct effects on the closure system. The objectives of this 
work were to study: 1) the effects of the culture environment on the physiology 
and morphology of micropropagated Annonas glabra L. plants, verifying the 
explants and/or plant behavior on in vitro culture environment, as well as the 
influences of different vessel seals and 2) the photosynthetic characteristics of 
micropropagated plants. Two different factors were tested: environment 
(conventional growth room and greenhouse) and closure systems of the culture 
container [transparent plastic caps and seal with parafilm, which restrict the 
exchange of gases between the container and the outside atmosphere 
(conventional system) and modified plastic caps, containing a pair of orifices (10 
mm diameter) with a membrane filter pair permeable to gases]. The natural light, 
under the closure system with a modified cap, result in an increase of the amount 
of shoots, alterations in the chlorophyll content, photosynthetic potentials and 
morphological characteristics of plants from Annona glabra L. The evaluated 
plants present adaptability to the culture conditions and photosynthetic 
characteristics to the in vitro propagation. The culture environment influence on 
the species physiology and anatomy, implied in the reduction of the necessity of 
cares during the transference of these plants to greenhouse condition. The 
process of acclimatization allowed the survival of micropropagated plants to ex

vitro conditions.  
___________________________ 
* Guidance Committee: Renato Paiva, PhD (Adviser), – UFLA, Dr. Angela 
Maria Soares (Co-Adviser). – UFLA.  
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INTRODUÇÃO GERAL 
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1 INTRODUÇÃO 

A família Annonaceae é uma das famílias de plantas tropicais com 

potencial fitofarmacológico e frutífero, além de grande potencial de exploração, 

tanto para o mercado interno como para o externo. Na medicina popular, tem 

sido utilizada principalmente como vermífugo, emoliente, antiinflamatório e 

anti-reumático. Investigações fitoquímicas e farmacológicas sobre membros 

desta família vêm despertando o interesse científico. 

A Annona glabra L. é uma espécie que se destaca devido às qualidades 

do fruto, a características agronômicas desejáveis e por ser usada como porta-

enxerto para outras espécies do mesmo táxon de importância social e econômica, 

muitas vezes de multiplicação inviável economicamente, pelas vias naturais de 

propagação. 

Sabe-se que muitas espécies de anonáceas apresentam dificuldades de 

multiplicação pelos métodos tradicionais e suas sementes têm baixa taxa de 

germinação com características de irregularidade. A propagação pode ser feita 

via sementes (sexuada), mas resulta em grande heterogeneidade de plantas. Os 

porta-enxertos da espécie são altamente heterogêneos no vigor e na resistência a 

doenças, o que torna a produção de mudas variáveis. 

Como as informações sobre essas espécies são restritas e limitadas, 

tornam-se necessárias novas pesquisas a respeito destas frutíferas. No Brasil, 

poucas são as pesquisas realizadas com o cultivo in vitro da Annona glabra L., 

embora os resultados observados por Deccetti et al. (2005), Oliveira (2006) e 

Santana et al. (2008) confirmem a possibilidade da propagação in vitro dessa

espécie. 

Atualmente, estudos vêm sendo realizados, buscando encontrar a melhor 

alternativa para a propagação comercial para Annona glabra L. A propagação in 

vitro, ou micropropagação, é uma técnica bastante utilizada para inúmeras 
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espécies de plantas, para diversos fins, por possibilitar a aquisição de material 

vegetal livre de fitopatógenos e a obtenção de maior quantidade de mudas em 

curto período de tempo, comparada à propagação vegetativa tradicional. 

Entre outras vantagens da micropropagação, destacam-se: o número de 

plantas obtidas a partir de um explante inicial, independentemente da estação do 

ano; a redução do tempo e da área necessária à propagação da espécie; a 

reprodução do genótipo da planta-mãe, geralmente com fidelidade durante a 

multiplicação e a propagação vegetativa de espécies difíceis de serem 

propagadas por outros métodos. 

O desenvolvimento de sistemas de micropropagação fotoautotrófica 

(produção de micropropágulos sem adição de sacarose no meio de cultura e sob 

condições ambiente que favoreçam a fotossíntese) (Kubota & Tadokoro, 1999), 

com o uso de luz natural, surge com possibilidades potenciais de aumentar a 

eficiência da micropropagação e auxiliar na redução dos custos, viabilizando-a 

comercialmente. 

A micropropagação foto-autotrófica, associada à luz natural, em relação 

ao método convencional de micropropagação, inclui vantagens, como aumento 

do crescimento das plantas; redução do risco de contaminação microbiana, em 

virtude da remoção da sacarose do meio de cultura; melhoria das características 

fisiológicas da planta, devido ao fato de as condições ambientais de cultivo 

serem mais naturais; redução do estresse da planta durante a aclimatização, 

aumentando a percentagem de sobrevivência das mudas (Hempel, 1994; 

Zobayed et al., 2000; Zobayed et al., 2001; Afreen et al., 2002; Kozai et al., 

2003); eliminação dos custos com iluminação e redução dos custos com reparos 

e manutenção e, ainda, possibilidade de utilização de instalações simplificadas, 

reduzindo os custos das construções (Kodym & Zapata-Arias, 1999). 

Diversos estudos têm sido conduzidos com o objetivo de determinar os 

efeitos do ambiente de cultivo sobre a fisiologia e a morfologia das plantas 
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micropropagadas. Esses estudos ressaltam a necessidade de aprimoramento das 

técnicas utilizadas desde os procedimentos de vedação dos frascos até a 

aclimatização da planta, a fim de garantir a qualidade e a integridade das mudas 

(Kozai et al., 1997; Bag et al., 2000). Entretanto, poucos estudos têm 

acompanhado o comportamento de explantes ou plantas durante as fases do 

cultivo in vitro e após a transferência para o campo. O conhecimento existente 

aponta que a manipulação das condições do ambiente no cultivo in vitro pode 

maximizar o processo regenerativo, garantindo a alta eficiência desse sistema de 

cultivo e a integridade final da muda. 

De acordo com diversos autores, entre estes Hoffmann (1999) e Kanechi 

et al. (1998), a modificação ainda in vitro de algumas condições físicas, como 

aumento na disponibilidade de CO2 e na intensidade luminosa, redução na 

umidade relativa no recipiente de cultivo aliada à redução da concentração de 

sacarose no meio de cultura, pode favorecer a sobrevivência e o 

desenvolvimento após a transferência. Em adição, grande parte dos estudos que 

envolvem a fotossíntese, tem sido realizada, durante os estágios de enraizamento 

e aclimatização e com espécies herbáceas. Nesse contexto faltam informações 

sobre trocas gasosas durante o estágio de multiplicação e enraizamento, 

principalmente em espécies lenhosas. 

Portanto, a necessidade de aumentar a eficiência das técnicas de 

micropropagação para viabilizar a sua utilização, em face dos diversos 

problemas encontrados atualmente nos sistemas de propagação in vitro e em 

virtude das dificuldades para a multiplicação e a obtenção de mudas por vias 

convencionais da espécie A. glabra L., torna necessário o estudo de aplicações 

mais eficientes para esses aspectos relacionados à micropropagação 

fotoautotrófica e à utilização da luz natural. 

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com os objetivos de 

caracterizar o ambiente de cultivo in vitro e desenvolver conhecimento em 
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relação aos efeitos do ambiente de cultivo sobre características morfofisiológicas 

de plantas micropropagadas da A. glabra L. para aumentar a eficiência do 

sistema no protocolo estabelecido; determinar o explante mais adequado na 

inoculação de diferentes números de gemas axilares na indução de 

multibrotações; otimizar a qualidade das plantas e analisar aspectos anatômicos 

durante o enraizamento in vitro.

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Descrição botânica e aspectos fitoquímicos 

A Annona glabra L. (Annonaceae), conhecida no Brasil como araticum-

do-brejo, araticum-bravo ou araticunzeiro, é uma árvore de pequeno porte 

encontrada em todo território brasileiro, principalmente nas áreas costeiras. A 

espécie se destaca por produzir frutos apreciados, tanto para a fauna nativa como 

para a alimentação humana. A família Annonaceae, de distribuição pantropical, 

caracterizada por árvores e arbustos, tem cerca de 130 gêneros e, 

aproximadamente, 2.300 espécies identificadas. Segundo Santana (2003), no 

Brasil, apenas as espécies do gênero Annona são cultivadas comercialmente, 

sendo as mais importantes a graviola, a fruta-do-conde, a fruta-da-condessa, a 

atemóia e a cherimóia, por ordem decrescente de área ocupada.  

O araticunzeiro-do-brejo é uma espécie nativa da América Tropical, com 

ampla distribuição geográfica. No Brasil, ocorre, espontaneamente, desde a 

Amazônia até o estado de Santa Catarina (Braga, 1976). Esta espécie cresce 

naturalmente em todo continente americano, além do oeste africano, em regiões 

alagadas, ao longo de rios, margens de lagos e em regiões salobras próximas ao 

litoral, seu crescimento ocorre em hábitats que estão periodica ou 

permanentemente inundados (Croat, 1978). 

No Brasil, os frutos caem entre os meses de março e abril, permanecendo 

viáveis por alguns meses em água doce ou salobra. Seus frutos flutuam e podem 
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sobreviver por períodos prolongados quando imersos em água, salobra ou não. 

Para que ocorra a germinação, a semente necessita de ambiente alagadiço ou 

úmido. Uma vez estabelecida a germinação, a planta pode sobreviver em altos 

níveis de salinidade, possuindo, na fase adulta, considerável tolerância a 

ambientes salinos (Protection, 2004). 

Oliveira (2006) descreve a A. glabra L. como uma planta de porte 

mediano, alcançando entre 3 e 8 m de altura e caule com 10 a 30 cm, com casca 

grossa e aspecto avermelhado. Apresenta copa em forma de “umbrela”, com 

folhas lustrosas, simples e alternas, com folhas lustrosas, com 7 a 17 cm de 

comprimento e 3 a 8 cm de largura. 

As folhas possuem pecíolo cilíndrico, lâmina oblonga, cartácea, base 

obtusa, ápice acuminado, margem plana, com 9 a 13 pares de nervuras 

secundárias (Figura 1). A maturidade reprodutiva é atingida após, 

aproximadamente, dois anos, quando se iniciam a floração e a produção de 

frutos. 

Apresenta flores muito atrativas, geralmente com 2 a 3 cm de diâmetro, 

variando de amarelo pálido a creme-amarelado, com três pétalas maiores 

externas encouraçadas e três pétalas pequenas internas (Protection, 2004).  

O fruto é sincarpo carnoso, ovóide globoso, de coloração naturalmente 

verde-brilhante, com cerca de 5 a 15 cm de diâmetro, o qual, após a queda, 

torna-se amarelado, escurecendo em seguida. Contém pouco mais de 100 

sementes, de aspecto marrom-escuro, com aproximadamente um centímetro de 

comprimento, envoltas em uma polpa creme de forte odor e bastante saborosa.  

De acordo com Siebra (2007), vários estudos têm demonstrado grande 

quantidade de compostos de natureza química diversificada, nas mais variadas 

partes da planta. Os principais grupos de compostos químicos presentes em 

extratos preparados de cascas (Chen et al., 2000), folhas e frutos (Chang et al., 
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1998) são os alcalóides, as acetogeninas e os diterpenos (Chen et al., 2004; 

Oliveira et al., 2002). 

FIGURA 1 Aspecto visual da Annona glabra L. (A) Planta em sala de 
crescimento; (B) detalhe das folhas alternadas; (C) e (D) fruto; (E) 
planta adulta e distribuição dos frutos na planta; (F) flor. UFLA, 
Lavas, MG, 2008 (C, D, E, F). Fonte: Atlas of Florida Vascular 
Plant, 1983, - USF/EUA. 

A B

C D

E F
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Dentre os compostos isolados da espécie, o ácido caurenóico, ou ácido 

caur-ent-16-en-19-oico, é um dos diterpenos mais estudados, para o qual já 

foram descritas diversas atividades biológicas que vão desde inibidor da 

replicação do vírus HIV em linfócitos (Chang et al., 1998), agente citotóxico 

(Chavez et al., 1997; Costa-Lotufo et al., 2002; Zhang et al., 2004), 

trypanosomicida (Alves et al., 1995; Vieira et al., 2002), larvicida (Slimestrad et 

al., 1995), antimicrobiano (Padmaja et al., 1995; Velikova et al., 2000), 

vermífugo, esporicida (Padmaja et al., 1995), analgésico (Block et al., 1998), 

contraceptivo (Page et al., 1992), relaxante da musculatura lisa vascular aórtica 

de ratos (Tirapelli et al., 2004) até como agente antiinflamatório (Paiva et al., 

2002). 

Segundo Chih-Chuang et al. (2005), as acetogeninas representam o 

grupo de substâncias mais investigadas até o momento, tendo destaque numa 

classe original de metabólitos secundários de plantas da família Annonaceae. Na 

China, por exemplo, a A. glabra é amplamente cultivada e utilizada como 

inseticida e parasiticida (Chen et al., 2004), as annoglacinas A e B (Xiao-Xi et 

al., 1999), ambos com elevado potencial citotóxico contra células tumorais e o 

annonacion que atua como potente inibidor da cadeia respiratória mitocondrial 

(Gallardo et al., 1998). 

2.2 Propagação in vitro de Anonáceas 

A micropropagação é uma alternativa de reprodução in vitro que vem 

contribuindo significativamente para a produção em cultivos comerciais de 

anonáceas. Para Oliveira (2006), o cultivo in vitro representa uma alternativa 

viável para a produção em larga escala de mudas de anonáceas, superando as 

dificuldades naturais para a sua propagação. A propagação in vitro tem sido 

utilizada para diversas espécies Annonaceae, resultando em uma população 

numerosa de plantas homogêneas com características desejáveis. Entretanto, a 
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multiplicação in vitro e em larga escala de anonáceas ainda tem se confrontado 

com algumas limitações. A contaminação endógena dos explantes (Santana et 

al., 2003), a alta concentração de compostos fenólicos em seus tecidos e, 

principalmente, a abscisão foliar precoce (Lemos, 2000), ocasionada pelo 

acúmulo de etileno nos tecidos confinados ao ambiente in vitro, prejudicando o 

vigor e o crescimento das brotações, são os principais exemplos.  

Diversos trabalhos têm sido desenvolvidos visando à micropropagação 

de anonáceas, a exemplo dos que foram conduzidos com A. muricata (Lemos & 

Blake, 1996a; Lemos & Baker, 1998), A. squamosa (Lemos & Blake, 1996b; 

Nagori & Purohit, 2004; Zobayed et al., 2002), A. cherimola (Encina et al., 

1994), atemoia (Bettiol Neto et al., 2006), A. glabra (Deccetti et al., 2005; 

Santana et al., 2008; Oliveira, 2006), A. cauliflora Mart. (Santana, 2003), A.

coriaceae Mart. (Santana, 2003) A. bahiensis St. Hill. (Santana, 2003) e Rollinia 

silvatica St. Hill. (Santana, 2003). 

Têm-se empregado a micropropagação como técnica opcional para a 

multiplicação de anonáceas, havendo, na literatura, um considerável número de 

informações acerca dos fatores que afetam sua morfogênese in vitro (Rasai et al., 

1995). Para tanto, tem-se utilizado basicamente adicionar uma fonte de 

citocinina ao meio de cultivo. O benzilaminopurina (BAP) e a cinetina, 

isoladamente ou em combinação com outros reguladores de crescimento, têm 

sido empregados em concentrações entre 0,2 a 2,0 mg L-1, na maioria dos 

sistemas de micropropagação, a exemplo dos trabalhos realizados com atemóia e 

A. cherimola Mill. (Encina et al., 1994), A. muricata L. (Lemos & Blake, 1996b) 

e A. squamosa L. (Nagori & Purohit, 2004). 

Normalmente, na micropropagação, os reguladores de crescimento 

constituem a primeira etapa a ser abordada, na qual o modo de interação entre 

auxinas e citocininas é freqüentemente dependente da espécie da planta e do tipo 

de tecido utilizado no meio de cultura (Coenen & Lomax, 1997). A adição de 
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reguladores de crescimento em meios de cultura tem o objetivo de suprir 

possíveis deficiências dos teores endógenos de hormônios nos explantes que se 

encontram isolados das regiões produtoras da planta-matriz.  

Lemos & Blake (1996b) estudaram a ação do etileno sobre a abscisão 

foliar precoce em A. squamosa L. cultivados in vitro, mediante a utilização de 

compostos absorventes, inibidores da síntese e da ação do etileno. Embora os 

resultados obtidos tenham mostrado redução significativa da abscisão foliar, 

principalmente quando foram usados inibidores da ação do etileno, os efeitos 

produzidos não foram duráveis. Contudo, tem-se inferido que a senescência é 

um processo regulado pelo balanço entre etileno e citocinina nos tecidos. 

A concentração de citocinina diminui abruptamente em órgãos maduros, 

induzindo o início da senescência. Quando se utilizam citocininas em folhas 

isoladas de muitas espécies, essas promovem o retardo da senescência, como 

observado em Alstroemeria (Ferrante et al., 2002) e Brassica oleracea L. 

(Downs et al., 1997). Segundo Oliveira (2006), a adição de citocinina ao meio 

de cultura tem reflexos positivos sobre a retenção da área foliar nas brotações, 

durante as fases de multiplicação e enraizamento, em virtude da menor taxa de 

abscisão foliar. Entretanto, Genkov et al. (1997) afirmam que a competência 

para retardar a senescência foliar varia amplamente entre os diversos tipos de 

citocininas. 

De acordo com Zabayed et al. (2002), o cultivo fotoautotrófico da 

Annona esquamosa L. e da Annona muricata L., sob alta densidade do fluxo de 

fótons (DFFFA) e aumento no intercâmbio de gases entre o recipiente de cultivo 

e a atmosfera externa, principalmente sob ventilação forçada (atmosfera externa 

enriquecida com CO2), aumenta a regeneração e o crescimento das brotações, 

como resultado do aumento do número de folhas, da área foliar total e da 

capacidade fotossintética, e reduz a abscisão foliar, desordem fisiológica 

freqüentemente observada nessas espécies, em função do menor acúmulo de 
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etileno no recipiente, tornando as brotações mais adequadas para a fase posterior 

de enraizamento. 

Poucos estudos foram conduzidos com as espécies de Annonas e o 

conhecimento da influência que o ambiente de cultivo, principalmente durante o 

enraizamento, exerce sobre as características morfofisiológicas das plantas de A. 

glabra L. micropropagadas pode otimizar o crescimento in vitro da espécie e 

favorecer o seu desenvolvimento após a transferência para o ambiente natural. 

Isso contribuiria efetivamente para viabilizar a utilização dessas técnicas para 

propagação em grande escala da A. glabra L. e de outras espécies do gênero.

2.3 Ambiente de cultivo 

As vedações convencionais utilizadas nos recipientes, sob as quais as 

plantas crescem, para prevenir a contaminação por microrganismos, retardar a 

dessecação dos tecidos e a evaporação da água do meio de cultura, podem 

restringir a troca gasosa entre o recipiente e a atmosfera externa. A conseqüência 

desse confinamento são condições ambientais peculiares, caracterizadas por alta 

umidade relativa, baixa disponibilidade de CO2 e grande flutuação diurna na sua 

concentração, além de acúmulo de etileno e de outras substâncias tóxicas 

(Zobayed et al., 1999). 

As adaptações induzidas às plântulas cultivadas in vitro, quando levadas 

ao ambiente ex vitro, são denominadas comumente de aclimatização. Esse 

processo consiste de modificações morfoanatômico-fisiológicas necessárias às 

plantas, para que possam sobreviver em um novo ambiente (Carvalho et al., 

1999). 

O aumento, a eliminação e ou a redução da concentração de carboidratos 

no meio de cultivo podem ser determinantes no sucesso da aclimatização (Lim et 

al., 1992; Leifert et al., 1995; Calvete, 1998; Leite et al., 2000). 



12

Explantes cultivados sob regime heterotrófico originam plantas com 

elevado conteúdo de água, com grande risco de desidratação e morte durante a 

aclimatização (Kubota & Kozai, 1992) ou com desordens anatômicas e 

fisiológicas que não possibilitam que o aparato fotossintético opere normalmente 

(Arigita et al., 2002), resultando na perda de mudas e de mão-de-obra. 

Sabe-se que o sucesso no pegamento de mudas de várias espécies é 

dependente da razão entre a biomassa de raízes e da parte aérea. Portanto, o 

tempo de cultivo in vitro deve influenciar o pegamento ex vitro das mudas 

(Nicoloso et al., 2001). 

Espaço limitado, baixa irradiação, alta umidade relativa do ar no interior 

dos frascos e trocas gasosas ineficientes são alguns fatores que caracterizam o 

ambiente de cultivo in vitro. Este meio propicia alta taxa de multiplicação, mas 

as plantas produzidas diferem anatômica, morfológica e fisiologicamente 

daquelas desenvolvidas em casa de vegetação e em campo. 

Waldenmaier (1994) relata que a aclimatização com baixa umidade 

relativa do ar resulta em aumento tanto na densidade estomática como na 

diferenciação da parede celular de células do parênquima paliçádico e lacunoso 

em folhas de azaléia. 

Segundo Pierik (1990), plantas provenientes do cultivo in vitro 

apresentam células paliçádicas menores e em menor quantidade. Durante o 

crescimento in vitro, plantas desenvolvem-se sob condições controladas, 

possuindo baixa ou nenhuma atividade fotossintética, e, quando sofrem o 

processo da aclimatização, ficam sujeitas a um forte estresse ambiental, podendo 

morrer. Dessa forma, o processo compreendido entre a transferência das 

plântulas produzidas in vitro e o total estabelecimento em casa de vegetação é 

complexo e um fator limitante para a micropropagação de algumas espécies 

(Huylenbroeck & Debergh, 1996; Ross-Karstens et al., 1998). 
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A maioria das espécies de plantas cultivadas in vitro tem, geralmente, a 

cutícula pouco desenvolvida, devido à alta umidade relativa (90% a 100%) que 

ocorre in vitro. As folhas das plantas in vitro são, geralmente, finas, tenras e 

fotossinteticamente pouco ativas e, por isso, mal adaptadas às condições que irão 

encontrar na aclimatização (Pierik, 1990). Conhecendo as alterações 

morfológicas de plantas desenvolvidas in vitro, pode-se manipular o ambiente 

durante a aclimatização ex vitro.

A iluminação é responsável por, aproximadamente, 65% do total de 

energia elétrica utilizada no laboratório de micropropagação, enquanto que 25% 

são gastos com refrigeração e o restante (10%), com esterilização, aquecimento, 

filtragem, entre outros (Kozai et al., 2003). Do ponto de vista econômico, a 

otimização de um sistema comercial de micropropagação requer diminuição do 

gasto com energia elétrica, que é um dos principais componentes do custo de 

uma planta micropropagada (Grattapaglia & Machado, 1998). 

A utilização de luz natural apresenta várias vantagens, como eliminação 

dos gastos com luz artificial, redução dos custos de manutenção, as instalações 

são simplificadas diminuindo os custos com construção e, durante a 

aclimatização, o estresse sofrido pela planta é menos intenso. No entanto, a 

disponibilidade de luz varia com a intensidade do sol, que depende das 

condições climáticas, da hora do dia e da época do ano. Em regiões tropicais e 

subtropicais, os efeitos das mudanças climáticas são pequenos, entretanto, em 

regiões de clima temperado, eles podem ser aumentados. 

As maiores taxas de multiplicação de bananeiras micropropagadas sob 

luz natural foram obtidas durante o verão. Neste mesmo trabalho, no inverno, 

com a luminosidade menos favorável, a taxa de micropropagação decresceu. A 

decisão pela utilização ou não da luz natural depende da espécie a ser 

micropropagada, da técnica in vitro utilizada (heterotrófica, fotomixotrófica ou 
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fotoautotrófica) e das condições climáticas do local (Kodym & Zapata-Arias, 

1999, 2001). 

2.4 Controle das condições de cultivo 

Tradicionalmente, tem sido considerado que os explantes e plantas in 

vitro não possuem habilidade fotossintética para promover um balanço positivo 

de carbono e requerem a suplementação do meio de cultura com uma fonte 

artificial de carbono, como sacarose, para crescimento heterotrófico ou 

fotomixotrófico, durante os estágios de multiplicação e enraizamento (Niu et al., 

1998). Entretanto, inúmeros estudos têm provado que as plantas in vitro

possuem alta capacidade fotossintética e fotossintetizam de maneira satisfatória, 

reduzindo ou eliminando o requerimento de sacarose ou de qualquer outro 

açúcar no meio de cultura para o seu crescimento, se o ambiente de cultivo for 

controlado para que as condições sejam mais semelhantes à de casa de vegetação 

ou do campo, como em Rehmannia glutinosa (Cui et al., 2000); Passiflora 

edulis f. flavicarpa (Alexandre, 2002; Couceiro, 2002); Vitis vinifera cv. 

Nebbiolo (Gribaudo et al., 2003) e Samanea saman (Mosaleeyanon et al., 2004). 

A atividade fotossintética durante a aclimatização também pode ser 

limitada pela disponibilidade de CO2, visto que as técnicas utilizadas para a 

manutenção de alta umidade relativa após a transferência, impedindo a excessiva 

perda de água das plantas, constituem outro sistema fechado e, possivelmente, 

repetem a condição sub-ótima quanto à concentração de CO2. Embora seja certo 

que a alteração do ambiente de cultivo possa favorecer a capacidade 

fotoautotrófica, a dificuldade tem sido em determinar o grau de fotoautotrofia 

atingido pela planta em uma determinada condição de cultivo, principalmente 

em função das metodologias disponíveis para esses tipos de estudo (Serret et al., 

1997). Além disso, uma única característica da planta ou um único fator 
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ambiental não podem expressar um processo tão complexo como a aquisição da 

fotoautotrofia. 

Dessa maneira, uma modificação nesse ambiente de cultivo, que 

condicione as plantas a apresentarem maior competência fotoautotrófica, seja 

por meio da utilização da luz natural em condições satisfatórias, da redução ou 

da eliminação de fontes exógenas de carbono, do uso de frascos de cultivo que 

permitam uma acentuada troca gasosa sem facilitar a contaminação 

microbiológica e da adição de agentes osmóticos no meio nutriente para que a 

planta desenvolva um eficiente sistema de ajuste osmótico, pode proporcionar 

valiosas vantagens no cultivo in vitro.

O aumento da intensidade luminosa tem sido conseguido substituindo a 

luz artificial pela luz natural, com a manutenção das plantas em casa de 

vegetação, ou por pelo uso de janelas externas na sala de crescimento (Kodym & 

Zapata-Arias, 1999) ou de clarabóias no telhado (Kodym et al., 2001). Na 

micropropagação de bananeiras, a maior taxa de multiplicação foi obtida em 

casa de vegetação e em sala de crescimento com luz natural e, por último, em 

sala de crescimento convencional (Kodym & Zapata-Arias, 1999; Kodym & 

Zapata-Arias, 2001). 

Com o aumento das trocas gasosas no recipiente de cultivo, a 

concentração de etileno também é reduzida. O acúmulo de etileno tem um efeito 

adverso no desenvolvimento das plantas, afetando a diferenciação, o 

desenvolvimento, a morfologia e o crescimento das plantas, diminuindo a 

expansão foliar, o comprimento dos brotos (Jackson et al., 1991), inibindo a 

regeneração de novos brotos (Biddington, 1992) e causando necrose apical nas 

plantas. 
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2.5 Capacidade fotossintética de plantas micropropagadas 

Muitos explantes ou plantas in vitro possuem a habilidade de crescer de 

forma fotoautotrófica (Kozai, 1991). Quando plantas são cultivadas in vitro, em 

meio de cultura sem açúcar, surge a necessidade de se aumentar a intensidade 

luminosa e a difusão de CO2 e de reduzir da umidade (vapor da água) em volta 

da planta (Kozai & Nguyen, 2003), para promover a fotossíntese, a transpiração 

e o acúmulo de matéria seca (Aitken-christie et al., 1995; Kitaya et al., 1997). 

Plantas que crescem sob condições especiais de redução das trocas 

gasosas, alta umidade do ar, baixa intensidade luminosa e uso de açúcar como 

fonte de energia podem sofrer com inibição da fotossíntese, presença de 

estômatos anormais, maior acúmulo de reservas ou biomassa, dificultando a 

micropropagação e a aclimatização, proporcionando perdas elevadas de plantas 

na transferência para as condições ex vitro (Sciutti & Morini, 1993; Desjardins, 

1995; Pospísilova et al., 1999). 

Sob condições heterotróficas, o acúmulo de reservas pode favorecer a 

aclimatização, considerando que as plantas formadas in vitro não possuem 

habilidade fotossintética para promover um balanço positivo de carbono durante 

a aclimatização. Mais recentemente, estudos têm revelado que a baixa taxa 

fotossintética em plântulas micropropagadas deve-se a baixas concentrações de 

CO2 presentes sob o fotoperíodo comumente utilizado (16h.). 

Kozai et al. (1990) verificaram que plântulas micropropagadas de 

Cymbidium sp. apresentam maiores taxas fotossintéticas líquidas e, 

conseqüentemente, maiores crescimentos quando os frascos são enriquecidos 

com CO2 e cultivados sob intensidade luminosa alta. Esses mesmos autores 

concluíram que o fornecimento de condições favoráveis à fotossíntese resulta em 

um crescimento autotrófico para o cultivo in vitro.

A micropropagação fotoautotrófica de plantas, além de aumentar o 

crescimento dos explantes in vitro, também minimiza os riscos de contaminação 
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microbiana, reduz os custos de produção, melhora as características fisiológicas 

da planta e facilita sua aclimatização às condições ex vitro (Afreen et al., 2002). 

Diferentes procedimentos têm sido testados para promover o 

crescimento fotoautotrófico das plantas in vitro e, conseqüentemente, reduzir os 

custos de produção. Entre eles, destacam-se a eliminação total ou parcial da 

sacarose do meio de cultura (Kozai & Kubota, 2001; Arigita et al., 2002); o 

aumento da concentração de CO2 e a redução da umidade relativa e da 

concentração de etileno do frasco de cultivo (Kanechi et al., 1998; Kozai & 

Kubota, 2001; Arigita et al., 2002); a substituição do ágar por materiais de 

suporte fibrosos ou porosos, que mostram ser benéficos ao enraizamento sob 

condições de alta concentração de CO2 e alta luminosidade (Kozai & Kubota, 

2001) e o aumento da intensidade luminosa (Kanechi et al., 1998; Kodym & 

Zapata-Arias, 1999; Kozai & Kubota, 2001; Kodym & Zapata-Arias, 2001; 

Kodym et al., 2001). 

Em virtude das condições ambientais em que se desenvolvem, plântulas 

ou brotações cultivadas in vitro são, anatômica e fisiologicamente, diferentes de 

mudas produzidas sob condições de casa de vegetação ou no campo, inclusive 

quanto a taxas e aparato fotossintético (Cassels, 1989; Mohammed & Vidaver, 

1990; Roberts & Smith, 1990). 

No caso da videira, as técnicas de cultura in vitro têm demonstrado 

grande potencial para a propagação de plantas (Roubelakis-Angelakis & 

Zivanovitc, 1991; Torregrosa & Bouquet, 1995; Silva et al., 1997; Biasi et al., 

1998). Além da propagação, é possível avaliar e caracterizar genótipos tomando 

por base parâmetros morfofisiológicos do crescimento, como utilização do CO2

e produção de biomassa (Galzy & Compan, 1992; Silva et al., 1996; Fila et al., 

1998; Moreira, 2000), teor de clorofila (Restagno et al., 1995; Amâncio et al., 

1999; Carvalho et al., 2001), características estomáticas (Silva & Doazan, 1995; 

Silva et al., 1996; Moreira, 2000), transpiração e potencial hídrico das folhas 
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(Fila et al., 1998; Iacono & Martinelli, 1998), que são parâmetros fundamentais 

para a micropropagação e aclimatização de plantas. 

O aumento da concentração de CO2 e, simultaneamente, a redução da 

umidade relativa e da concentração de etileno no interior do frasco de cultivo, 

têm sido conseguidos, utilizando-se tampas de fechamento mais permeáveis 

(filtros permeáveis a gases ou chumaços de algodão, por exemplo) (Kozai & 

Nguyen, 2003; Santana et al., 2008), com ou sem o enriquecimento com CO2

(Kozai & Nguyen, 2003). O acréscimo da concentração de CO2 promove o 

aumento da fotossíntese, em função de seu efeito direto sobre a enzima rubisco 

(ribulose 1,5 difosfato carboxilase) (Bowes, 1993; Arigita et al., 2002), promove 

a regulação estomática, prepara as plantas para as condições autotróficas 

(Arigita et al., 2002) e possibilita reduzir ou eliminar o período de aclimatização 

ex vitro (Kozai, 1991; Arigita et al., 2002). 

Pouco se conhece sobre as respostas fisiológicas do crescimento inicial 

em Annona glabra L. sob diferentes condições ambientais. Informações a 

respeito do desempenho fotossintético dessas espécies em resposta às variações 

da intensidade luminosa são escassas, principalmente no que tange às 

características fotossintéticas. 

Segundo Silva et al. (2007), o ambiente de luz onde a planta cresce é de 

fundamental importância, pois a adaptação das plantas a este ambiente depende 

do ajuste do seu aparelho fotossintético, de modo que a luminosidade ambiental 

seja utilizada de maneira mais eficiente possível. 

Nesse sentido, a análise do potencial fotossintético de uma planta e suas 

relações com o ambiente em que estão crescendo e se desenvolvendo permite a 

ampliação dos conhecimentos sobre sua adaptabilidade às condições de cultivo e 

à maximização do seu potencial produtivo. Podem possibilitar otimização de 

protocolos de micropropagação, tornar o ambiente in vitro semelhante ao 

ambiente natural e favorecer a obtenção de plantas de A. glabra L. in vitro,
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preservando suas características fisiológicas após serem aclimatizadas ex vitro e, 

por conseguinte, atender às demandas de plantas matrizes e de mudas de 

qualidade genética e fitossanitária comprovadas. 
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CAPÍTULO II 

TIPO DE EXPLANTE E EFEITO DA CINETINA NA INDUÇÃO DE 
BROTAÇÕES IN VITRO EM Annona glabra L 
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1 RESUMO 

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. Tipo de explante e efeito de cinetina na 
indução de brotações in vitro em Annona glabra L. In: ______. Ambiente de 
cultivo na micropropagação de Annona glabra L. 2008. cap. 2, p. 31-56. 
Dissertação (Mestrado em Fisiologia Vegetal) – Universidade Federal de Lavras, 
Lavras, MG, Brasil. * 

A Annona glabra L. é uma espécie de difícil indução de brotações nos 
explantes, devido à pequena capacidade de multiplicação e desenvolvimento de 
gemas. Entre os fatores que controlam a morfogênese in vitro nessa espécie, 
têm-se as citocininas, que afetam diversas respostas morfofisiológicas. Dessa 
forma, objetivou-se determinar o explante mais adequado na inoculação de 
diferentes números de gemas axilares do explante e a efetividade da cinetina na 
indução de brotações de Annona glabra L.. Para a obtenção de brotações, 
segmentos caulinares contendo 1, 2, ou 3 gemas laterais foram inoculados em 
meio WPM. Diferentes concentrações de cinetina foram empregadas: ausência 
da citocinina (controle), 0,25 mg L-1, 0,50 mg L-1, 1,0 mg L-1 e 2,0 mg L-1. Após 
30 dias, avaliaram-se número de brotos, folhas e raízes por plântula, 
comprimento da parte aérea e comprimento médio das raízes. Os explantes que 
se sobressaíram foram aqueles estabelecidos e multiplicados em meio de cultura 
suplementado com 0,50 mg L-1 de cinetina quando continham duas ou três 
gemas e proporcionaram maior crescimento em altura. O número de folhas e 
raízes, os comprimentos de brotos e raízes foram influenciados pelos níveis de 
cinetina e número de gemas utilizados nos explantes. As médias do número de 
raízes (2,66) e comprimento de raízes (2,71cm) ocorreram em destaque no 
tratamento com a combinação de 0,50 mg L-1 de cinetina com explantes de duas 
gemas laterais. O maior comprimento das brotações (1,46 cm) e (1,61cm) foi 
verificado quando utilizaram explantes que continham duas e três gemas, 
respectivamente. O efeito de retenção da área foliar nas brotações, foi 
evidenciado em virtude da menor taxa de abscisão foliar, naqueles tratamentos 
com adição de 0,25 e 0,50 mg L-1 de cinetina. A presença de 1,0 mg L-1 e 2,0 mg 
L-1 da citocinina, não foi eficiente na multiplicação in vitro de brotações de 
Annona glabra L., independente do número de gemas. 

____________________________ 

* Comitê orientador: Renato Paiva, PhD – UFLA. (Orientador), Dra. Angela 
Maria Soares – UFLA. (Co-orientador). 
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2 ABSTRACT 

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. Explant type and kinetin effect on Annona 

glabra L in vitro shoot induction. In: ______. Culture environment in the 
micropropagation of Annona glabra L. 2008. chap. 2, p. 31-56. Dissertation 
(M.Sc. in Plant Physiology) – Federal University of Lavras, Lavras, MG, 
Brazil.* 

Shoot induction in Annona glabra L. explants is difficult due to its short 
capacity to multiply and to develop buds. The cytokinin is one of the factors 
which control the in vitro morphogenesis in this species and it affects several 
morphophysiological responses. Therefore, the objective of this research was to 
determine the most adequate explant for the inoculation of different numbers of 
axillary buds and the kinetin (KIN) effectiveness on the induction of Annona 

glabra L shoots. To obtain the shoots, nodal segments were inoculated with 1, 2 
or 3 lateral buds in WPM medium, defined by Lloyd & Mccown (1980). 
Different concentrations of KIN: absence (control), 0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 mg L-

1 were used. After 30 days, the amount of shoots, leaves and roots per plant, 
shoot part and root length average were evaluated. The explants which 
distinguished themselves were those established and multiplied in culture 
supplemented with 0.50 mg L-1 KIN containing two or three buds promoting the 
higher growth in height. The number of leaves and roots, shoot and root length 
were influenced by kinetin’s levels and by the number of buds used in the 
explants. The average of root number (2.66) and root length (2.71cm) occurred 
notably in the treatment using 0.50 mg L-1 KIN and explant with two lateral 
buds. The higher shoot lengths (1.46 cm and 1.61cm) were observed when 
explants containing two or three germs, respectively, were used. The retention’s 
effect of the leaf area in the shoots has become evident due to the minor rate of 
leaf abscission, in those treatments containing 0.25 and 0.50 mg L-1 KIN. The
presence of 1.0 mg L-1 and 2.0 mg L-1 cytokinin was not efficient to the Annona 

glabra L. shoot multiplication, independent on the number of buds. 
___________________________ 
* Guidance Committee: Renato Paiva, PhD (Adviser), – UFLA, Dr. Angela 
Maria Soares (Co-Adviser). – UFLA.  
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3 INTRODUÇÃO 

Das espécies com potencial de utilização agrícola nas regiões do cerrado, 

destaca-se o araticum (Annona glabra L.), também conhecido popularmente 

como araticum-do-brejo ou araticum-bravo. É uma espécie frutífera da família 

Annonaceae, assim como a cherimóia (A. cherimoia), a condessa (A. reticulata), 

a pinha (A. squamosa) e a graviola (A. muricata) (Ribeiro et al., 2000). A 

Annona glabra tem propriedades antibactericidas, antifúngicas, inseticidas e 

citotóxicas (Padmaja et al., 1995). Vários estudos têm demonstrado grande 

quantidade de compostos de natureza química diversificada nas mais variadas 

partes da planta, além de investigadas algumas atividades biológicas in vitro do 

extrato dessa espécie (Siebra, 2007). 

O araticum, por sua importância como frutífera, é uma das plantas do 

cerrado também utilizadas, segundo Manica et al. (2003), como porta-enxerto 

para a atemoleira, gravioleira e cherimoleira, frutíferas mais consumidas do 

gênero Annona. Assim, como diversas espécies nativas, a Annona glabra L. é de 

difícil indução de multibrotações nos explantes, devido à pequena capacidade de 

multiplicação e desenvolvimento de gemas. 

Para garantir a sobrevivência e a perpetuação de espécies nativas, uma 

alternativa é o estabelecimento de plantios comerciais. Porém, pouco se conhece 

a respeito das técnicas de cultivo e de produção de mudas dessas frutíferas ou 

pelo fato de ainda serem plantas em estado silvestre e/ou por gerar populações 

heterogêneas e de frutificação tardia (Oliveira, 2006). Por sua vez, a alta 

uniformidade no tamanho e na qualidade das árvores oriundas de propágulos 

vegetativos é uma importante vantagem para o manejo e a colheita de plantações 

comerciais. 
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A multibrotação é caracterizada pela fase em que, sob a influência do 

meio de cultura, há quebra da dominância apical e concomitante estímulo à 

brotação lateral. Com isso, as gemas laterais vão se desenvolver, havendo 

inibição do crescimento em comprimento e estímulo ao aumento em diâmetro do 

explante, resultando, basicamente, no aumento do número de brotos laterais. 

Tanto para a formação dos agregados de gemas como de multibrotos, a adição 

de citocinina é o principal requerimento, muitas vezes combinada com a adição 

de uma pequena quantidade de auxina (Teixeira, 2006). 

Para a produção de mudas em larga escala, a fase de multibrotação é 

uma das mais importantes. A adição de citocininas ao meio de cultivo afeta o 

desenvolvimento dos tecidos, induzindo a maior formação de brotos por 

explantes, maior altura das brotações e maior área foliar (Oliveira, 2006). 

Geralmente, altas concentrações de citocininas promovem a formação de grande 

número de brotações (Tanuwidjaja et al., 1998), entretanto, em trabalhos 

realizados com Annona glabra L. (Deccetti, 2000; Oliveira, 2006) e Annona 

squamosa L. (Nagori & Purohit, 2004), utilizando concentrações reduzidas de 

citocininas, obtiveram-se resultados positivos no estabelecimento e na 

multiplicação das plantas. 

A posição da gema na haste em plântulas cultivadas in vitro ou no caule 

de plantas mantidas sob condição ex vitro pode interferir no desenvolvimento in

vitro, quando estas gemas são utilizadas como fonte de explante (Pereira et al., 

2005). 

Os níveis e os tipos de reguladores de crescimento são de grande 

importância nas etapas de estabelecimento e multiplicação dos explantes em 

meios de cultura. Em alguns trabalhos (Schmildt et al., 2007; Emrich et al., 

2007; Oliveira, 2006; Nicioli, 2006; Rios, 2004), obtiveram-se resultados 

promissores na proliferação de gemas axilares, na regeneração de plantas e no 

enraizamento in vitro, pela adição de cinetina no meio de cultura. 
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São poucos os relatos que mencionam a influência das características 

iniciais dos explantes sobre o desenvolvimento e a multiplicação in vitro. O 

sistema de multiplicação por meio da proliferação de brotos com uso de 

explantes contendo o número adequado de gemas laterais pode constituir uma 

forma alternativa para o sucesso no estabelecimento e na multiplicação in vitro 

de brotos, com adição de citocinina ao meio de cultura. 

Neste sentido, este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar o 

explante mais adequado na inoculação de diferentes números de gemas axilares 

do explante e a efetividade da cinetina na indução de brotações de Annona 

glabra L.

4 MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Tecidos de 

Plantas, no Departamento de Biologia, Setor de Fisiologia Vegetal da 

Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais.  

4.1 Material botânico 

O material botânico utilizado constituiu-se de segmentos nodais de A.

glabra L., que foram seccionados para a obtenção de explantes com uma, duas 

ou três gemas laterais, com tamanho aproximado de 1,5 a 2,5 cm, derivados de 

plantas matrizes com três anos de idade, oriundos da germinação in vitro de 

sementes coletadas no jardim clonal do CPATU/Embrapa, Belém, PA. Para 

servirem como fonte de material botânico, as matrizes foram mantidas em sala 

de crescimento, sob condições ambientais controladas. 

Na desinfestação, os explantes foram mantidos em água corrente por 40 

minutos e lavados com detergente. A seguir, em câmara de fluxo laminar, foram 

imersos em álcool 70% (v/v), por um minuto, em associação com a imersão em 
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hipoclorito de sódio 50% (v/v), por 15 minutos e lavados por três vezes em água 

destilada e autoclavada. A esterilização dos meios de cultura foi feita em 

autoclave, à temperatura de 121ºC e pressão de 1,05 kg cm-2, durante 20 

minutos. 

4.2 Condições experimentais 

Segmentos nodais em condições in vitro desenvolveram-se em sala de 

crescimento na temperatura de 25°C (± 2 °C) e fotoperíodo de 16 horas e 

irradiância de fótons de 43 mol m-2 s-1. Os explantes foram inoculados em meio 

WPM definido por Lloyd & Mccown (1980), com metade da concentração dos 

sais, suplementado com 30 g L-1 de sacarose, solidificado com 6 g L-1 de ágar, o 

pH foi ajustado para 5,8 antes da inclusão do ágar com adição de 1 g L-1 de 

carvão ativado. O meio foi distribuído em tubos de ensaio (25 x 150 mm), 

contendo, aproximadamente, 15 mL cada e vedado com tampa plástica 

convencional e selamento com filme de polivinilcloreto. Posteriormente, os 

explantes foram inoculados aos meios nos tubos de ensaio, em câmara de fluxo 

laminar sob condições estéreis, que foram transferidos e mantidos em sala de 

crescimento. 

4.3 Delineamento estatístico 

Os tratamentos consistiram da adição de diferentes concentrações de 

cinetina: ausência da cinetina (controle), 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mg L-1. Para a 

obtenção de multibrotações, segmentos caulinares contendo 1, 2, ou 3 gemas 

axilares foram testados. 

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado com 

15 repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída por um tubo de 

ensaio contendo um explante, com diferentes concentrações do regulador de 
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crescimento e diferentes números de gemas axilares da Annona glabra L. Para 

análise estatística foi utilizado o programa Sisvar 4.3 (Ferreira, 2003). 

4.4 Variáveis avaliadas 

Após 30 dias de cultivo, foram avaliadas as seguintes características 

fitotécnicas: número médio de brotos, folhas e raízes por plântula, percentual de 

folhas caídas, comprimento da parte aérea e comprimento médio das raízes. 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Em geral, os resultados evidenciaram que as concentrações da cinetina 

utilizadas promoveram a multiplicação dos explantes de Annona glabra L. com 

o uso de explantes contendo variado número de gemas. A análise de variância 

indicou que houve interação significativa das concentrações de cinetina entre os 

diferentes números de gemas contidas no explante, o que comprovou a 

existência de resposta diferenciada na multiplicação e no desenvolvimento de 

brotos. 

No que diz respeito ao número médio de brotações emitidas aos 30 dias 

de cultivo (Tabela 1), não foram observadas interações significativas entre as 

concentrações de cinetina aplicadas ao meio de cultivo e os diferentes números 

de gemas axilares do explante, porém, a variação do número de gemas do 

explante causou efeito direto no número de brotações, especialmente aqueles 

explantes que continham duas e três gemas axilares, o qual induziu uma média 

de 1,83 e 1,91 brotos, respectivamente. 
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TABELA 1  Número de brotações oriundas dos segmentos nodais de Annona 

glabra L. inoculados ao meio WPM suplementado com diferentes 
concentrações de cinetina e contendo diferentes números de gemas 
axilares no explante, após 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 
2008.

Cinetina
(mg L-1)

Número médio de brotações/explantes 

 1 gema 2 gemas 3 gemas 
0,0 1,06 0,86 1,45 
0,25 0,86 1,56 1,91 
0,50 0,93 1,83 1,66 
1,0 0,86 1,68 1,61 
2,0 0,73 1,21 1,53 

Deccetti (2000) obteve, em média, 1,5 broto por explante, na 

ploriferação de brotações em segmentos nodais dessa mesma espécie em estudo. 

Também foram verificados, por Abreu (2003), maiores médias no número de 

gemas, melhor desenvolvimento e crescimento das plântulas nos tratamentos 

com cinetina na propagação in vivo e in vitro de Cissus sicyoides.

Emrich et al. (2007) estudaram diferentes concentrações de cinetina na 

indução de brotações in vitro de mangabeira. Fráguas et al. (2004) verificaram 

maior produção de brotos em explantes caulinares de Ficus carica, quando 

adicionaram ao meio de cultura 2,45 mg L-1 de cinetina. 

Diferentes posições da gema na haste foram avaliadas por Malosso 

(2007) na micropropagação de Acmella oleracea L., quanto à capacidade de 

regenerar novas brotações. Esses estudos são importantes porque nem todas as 

gemas da haste são potencialmente úteis e não devem ser usadas indistintamente 

no processo de repicagem, pois não fornecerão explantes uniformes quanto ao 

desenvolvimento in vitro.
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Os dados aqui apresentados assemelham-se aos apresentados por Rios 

(2004), que não observou diferenças significativas no número de brotos por 

explante nas concentrações de cinetina testadas na micropropagação de 

Gypsophila paniculata pela cultura de segmentos nodais. 

Pereira et al. (2005), estudando a influência do número de gemas do 

explante na multiplicação in vitro da batata, utilizando diferentes tipos de 

segmentos nodais (basais e apicais, com e sem folhas, contendo uma, duas e três 

gemas axilares), observaram que aqueles explantes inicialmente inoculados com 

três gemas proporcionaram brotações significativamente maiores. No entanto, 

independentemente do número de gemas iniciais no explante, os de origem basal 

sempre apresentaram brotações significativamente maiores, quando comparados 

aos de origem apical. Esta característica, possivelmente, está relacionada a 

fatores nutricionais do explante. O mesmo autor relata que as porções basais são 

mais engrossadas e podem apresentar maior acúmulo de reservas em seus 

tecidos. 

Outro fato observado foi a concentração de 0,50 mg L-1 de cinetina, a 

qual proporcionou maior formação de gemas laterais em alguns explantes. 

Também foi verificada 100% de sobrevivência das brotações.  

Nicioli (2006), estudando a cinetina em interação com auxinas, verificou 

que esta era essencial à proliferação de brotações. A melhor concentração foi a 

de 5,0 mg L-1 de cinetina, obtendo, em média, 3 brotos por explante. Aumento 

na produção de brotos de Salix humboldtiana foi observado com o emprego de 

0,5 mg L-1 de cinetina (Pereira et al., 2000). A utilização de 0,4 mg L-1 de 

cinetina estimulou a formação de brotos e o número de folhas por explante de 

Emblica officinalis (Mishra et al., 1999). 

Para a interação do número de gemas axilares do explante e as 

concentrações de cinetina aplicadas ao meio de cultivo, constatou-se efeito 

significativo para o comprimento de brotos de Annona glabra cultivada in vitro.
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O tratamentos que induziram significativamente maiores comprimentos 

de brotos foram aqueles em que se utilizaram explantes com duas (1,46cm) e 

três gemas (1,61 cm), com adição de 0,50 mg L-1 de cinetina e ausência da 

citocinina, respectivamente (Figura 1). Estes resultados podem estar associados 

ao fato de que explantes com duas ou três gemas são maiores e contêm mais 

reservas para promover a ploriferação de brotações e ao fato de que a utilização 

de baixas concentrações de citocininas diminui o efeito inibitório destas sobre o 

crescimento das brotações. 
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FIGURA 1  Comprimento médio de brotações dos segmentos nodais de Annona 

glabra L. inoculados ao meio WPM suplementado com diferentes 
concentrações de cinetina e contendo diferentes números de gemas 
axilares do explante, após 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Para Fráguas et al. (2004), a utilização de 0,50 mg L-1 de cinetina em 

meio WPM mostrou-se eficiente e também produziu brotos maiores e bem 

formados. 

Observa-se que a ausência da citocinina, inicialmente, proporcionou um 

alongamento dos explantes inoculados com três gemas, sendo, então, reduzidos 

à medida que aumentou a concentração da cinetina. 

Entretanto, a taxa de proliferação dos brotos não foi superior àqueles 

explantes inoculados com duas gemas, fato observado anteriormente. Sugere-se 

que a cinetina promove o crescimento das brotações, ainda assim, a 

concentração adicionada ao meio de cultura pode representar um fator 

determinante do crescimento e do padrão de desenvolvimento das plantas. 

De acordo com Hu & Wang (1983), a cinetina permite o 

desenvolvimento normal dos propágulos, podendo não apresentar brotações 

múltiplas. Borges et al. (2004) testaram diferentes cintocinas na multiplicação de 

gemas axilares de acácia-negra e verificaram alongamento das brotações. As 

citocininas, segundo Preece (1995), atuam na quebra da dominância apical e na 

indução e no crescimento de brotações em segmentos nodais. 

Dentre as concentrações testadas no meio de cultivo, analisando-se o 

número de folhas formadas em explantes de Annona glabra L. (Figura 2), 

constata-se que a concentração de 0,50 mg L-1 de cinetina obteve o maior 

número de folhas (2,63) quando foram utilizados explantes contendo duas 

gemas. Nessa condição, a qualidade dos brotos foi visualmente melhor. 
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FIGURA 2  Número médio de folhas formadas em explantes de Annona glabra

L. cultivadas in vitro, em diferentes concentrações de cinetina e 
diferentes números de gemas axilares do explante inoculados ao 
meio de cultura WPM. UFLA, Lavras, MG, 2008. 

Resultados obtidos por Schmildt et al. (2007), sobre o cultivo de 

mamoeiro in vitro, também comprovaram maior eficiência do uso de cinetina 

para a formação de folhas. Também Fráguas et al. (2004), utilizando de 0,5 mg 

L-1 de cinetina, promoveram melhor multiplicação de Ficus carica a partir de 

segmentos nodais inoculados com duas gemas no meio de cultivo. 

Observa-se que o número de folhas por explantes apresentou tendência 

de reduzir na medida em que se elevaram as concentrações de cinetina 

adicionadas ao meio de cultura. Entretanto, constatou-se que, independente das 

concentrações utilizadas, não houve efeito significativo para a formação de 



44

folhas em explantes com três gemas, ou seja, a formação da parte aérea das 

plantas não foi afetada, mesmo com a dose máxima da cinetina. 

A concentração de 1,0 mg L-1 de cinetina, em explantes com uma gema, 

induziu a formação de brotos pequenos e a reduzida presença de folhas, com 

tendência à redução à medida que aumenta a concentração dessa citocinina. 

Provavelmente, a espécie requer baixa concentração da citocinina para seu 

desenvolvimento. 

O uso de explante com duas gemas é justificado em virtude de este tipo 

de explante apresentar número de folhas superior ao daqueles com uma ou três 

gemas vegetativa. Os resultados do número de folhas das brotações foram 

semelhantes aos da variável comprimento das brotações. Isso indica a direta 

relação entre as duas variáveis. Assim sendo, quanto maior o comprimento de 

uma brotação, maior será o número de gemas laterais e, conseqüentemente, o 

maior número de folhas.

A formação de gemas laterais é um processo de organogênese direta 

comandado pela dominância apical, na presença de um balanço 

auxinas/citocininas favorável as citocininas (Taiz & Zeiger, 2004) e, segundo 

Debiasi (2000), aspectos relacionados ao controle do desenvolvimento destas 

gemas vêm sendo amplamente estudados e relatados nos últimos anos, 

enfatizando o efeito dos reguladores de crescimento, da luz, da vascularização e 

dos nutrientes. 

Explantes pequenos, normalmente, apresentam crescimento mais lento 

quando comparados a explantes maiores (Grattapaglia & Machado, 1998; 

Pereira et al., 2000). Nesse sentido, é bastante provável que a altura de brotações 

e o número de brotações evidenciados neste trabalho devem-se a este fator, visto 

que explantes inoculados com uma única gema apresentaram tamanho menor do 

que aqueles inoculados inicialmente com duas ou três gemas. 
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A interação destes fatores pode ser um dos pontos que explicam as 

diferenças na capacidade de multiplicação e no desenvolvimento das gemas em 

Annonaceae, especialmente na espécie em estudo. 

Na Figura 3 pode ser observada a formação de gemas laterais no 

explante de Annona glabra proveniente do tratamento que se utilizou a 

concentração de 0,50 mg L-1 de cinetina no meio de cultivo. 

FIGURA 3  Planta de Annona glabra L. obtida de segmento nodal inoculado em 
meio WPM suplementado com 0,50 mg L-1 de cinetina. Setas 
indicam formação de gemas laterais no explante. LCTP, UFLA, 
Lavras, MG, 2008. 

Para a variável porcentagem de folhas senescentes, não houve interação 

significativa, mas, quando as fontes de variações foram avaliadas isoladamente, 

observou-se que a ausência e a maior concentração da citocinina influenciaram 

diretamente no percentual de folhas senescentes, apresentando elevados 

percentuais de 31,1% e 28%, respectivamente (Tabela 2). 
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O ambiente fechado ao qual as plantas ou os explantes são submetidos 

proporciona, de modo geral, o acúmulo de etileno, fitormônio responsável pela 

abscisão de folhas, frutos e flores. Esse fitormônio, mesmo em pequenas 

concentrações, pode ser fisiologicamente ativo e desencadear vários processos, 

dentre estes a abscisão foliar (Kerbauy, 2004). 

TABELA 2  Percentual de folhas senescentes oriundas dos segmentos nodais de 
Annona glabra L. inoculados ao meio WPM suplementado com 
diferentes concentrações de cinetina, após 30 dias de cultivo. 
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Cinetina (mg L-1) Folhas senescentes (%) 

0,0 31,1 

0,25 6,6 

0,50 4,4 

1,0 24 

2,0 28 

Neste trabalho, verificou-se ação efetiva da cinetina sobre os tratamentos 

aplicados aos explantes de Annona glabra, reduzindo o percentual de folhas 

senescentes, quando adicionada nas concentrações de 0,25 e 0,50 mg L-1.

Provavelmente, essas concentrações causaram um efeito de retenção da área 

foliar dos explantes das plantas. 

Oliveira (2006) constatou efeitos de retenção da área foliar nas brotações 

de Annona glabra durante as fases de multiplicação e enraizamento, em virtude 

da menor taxa de abscisão foliar com a utilização de cinetina no meio de cultura. 

Segundo Genkov et al. (1997), a competência para retardar a senescência foliar 

também varia amplamente entre os diversos tipos de citocininas. 
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Analisando-se a influência do número de gemas do explante para esta 

variável, constatou-se que o percentual de folhas caídas foi maior naqueles 

explantes contendo duas ou três gemas, provavelmente por apresentarem 

maiores valores de número de folhas. 

O número de gemas no explante provavelmente influencia na resposta à 

abscisão foliar de plantas cultivadas in vitro de Annona glabra, visto que 

explantes inoculados com uma única gema apresentam tamanho menor e são 

poucos responsivos. Aqueles inoculados com duas gemas são bastante prováveis 

de proporcionar melhorias nas respostas organogenéticas in vitro.

Foi observada interação significativa para o número de raízes em 

segmentos nodais de Annona glabra L. Explantes em meio de cultura WPM 

desprovido do regulador de crescimento contendo diferentes números de gemas 

mostraram baixa eficiência na formação de raízes. 

Tais resultados são contrários aos obtidos por Deccetti (2000) que 

observou alto percentual de enraizamento e maior número de raízes em 

brotações de Annona glabra, na ausência de regulador de crescimento. Silva 

(2007), utilizando meio MS 50% dos sais, em gérbera, obteve maior número de 

raízes na ausência de zeatina. 

A análise de regressão mostrou-se significativa para as concentrações de 

cinetina testadas, tendo o tratamento com 1,0 e 2,0 mg L-1 da citocinina reduzido 

a formação de raízes aos 30 dias de cultivo. Verificou-se que os explantes 

melhor enraizados foram aqueles inoculados ao meio de cultivo com duas e três 

gemas. Observou-se um aumento gradativo no número de raízes, à proporção 

que aumentou a concentração de cinetina. Este aumento foi observado com o 

uso da cinetina até a concentração de 0,50 mg L-1, a partir da qual houve redução 

do número de raízes em explantes, tanto com duas como com três gemas axilares 

(Figura 4). 
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FIGURA 4  Número médio de raízes formadas em explantes de Annona glabra

L. cultivadas in vitro, em diferentes concentrações de cinetina e 
diferentes números de gemas axilares do explante inoculados ao 
meio de cultura WPM. UFLA, Lavras, MG, 2008. 

O princípio fisiológico do enraizamento adventício é o de que muitas 

células, mesmo em tecidos maduros, têm a capacidade de voltar à condição 

meristemática (desdiferenciação) e produzir novas raízes e ou brotações. George 

(1993) relata alguns casos de estimulação do enraizamento por parte de algumas 

citocininas. No entanto, o autor observa que o mais comum é que as altas 

concentrações de citocininas (0,5 a 10 mg L-1) inibam ou retardem a formação 

de raízes. 
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Não foram encontradas diferenças significativas para o número de raízes 

nos explantes inoculados com uma gema, nas diferentes concentrações de 

cinetina. O maior número de raiz (2,66) em relação às concentrações de cinetina 

e diferentes gemas contidas no explantes foi observado no tratamento com 0,50 

mg L-1 de cinetina, em explante de duas gemas. Com o aumento da concentração 

de cinetina, constata-se que a variável supracitada decresce (Figura 4). 

Foi relatado, por Machado et al. (2006), que a cinetina não inibiu o 

enraizamento das microestacas do porta-enxerto de videira VR043-43. Tais 

resultados estão de acordo com os resultados obtidos por Tanuwidjaja et al. 

(1998), segundo os quais, o número de raízes em brotações de akia evoluiu em 

resposta ao aumento das concentrações do fitormônio no meio de cultivo. 

Esses resultados demonstram que a rizogênese em Annona glabra é 

influenciada pelo número de gemas contidas no explante e pelo uso da 

concentração adequada da citocinina. Essas observações são fundamentais para a 

adaptação dos explantes à nova condição estabelecida e posterior resposta ao 

estímulo. 

Outro fator que contribuiu para o enraizamento é a presença de folhas 

nos explantes. Com a rápida formação de folhas, fato analisado anteriormente 

naqueles explantes que continham duas ou três gemas axilares, constatou-se que 

a formação de raízes foi significativamente maior nestes explantes, comparada à 

dos demais tratamentos. Hartmann et al. (1990) afirmam que, principalmente em 

espécies de difícil enraizamento, a presença de folhas estimula o enraizamento, 

visto que as auxinas não são os únicos fatores responsáveis pela rizogênese, 

sendo necessários outros fatores que normalmente são produzidos pelas folhas e 

gemas fisiologicamente ativas (Chalfun et al., 1997). 

Analisando o comprimento de raízes formadas em explantes de Annona 

glabra cultivadas in vitro, foi observada interação altamente significativa para as 

diferentes concentrações de cinetina testadas e o número de gemas contidas no 
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explantes inoculados em meio de cultura WPM, sobretudo naqueles explantes 

que continham duas e três gemas axilares. 

O meio desprovido de reguladores de crescimento mostrou-se incapaz de 

promover o crescimento de raízes nos explantes. O maior comprimento médio 

das raízes (2,71 cm) em relação às diferentes concentrações de cinetina testadas 

foi obtido quando se utilizou a concentração de 0,50 mg L-1 com explantes de 

duas gemas inoculados ao meio. Observou-se que houve redução no 

comprimento das raízes com o aumento das concentrações de cinetina (Figura 

5).
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FIGURA 5  Comprimento médio de raízes formadas em explantes de Annona 

glabra L. cultivadas in vitro, em diferentes concentrações de 
cinetina e diferentes números de gemas axilares do explante 
inoculados ao meio de cultura WPM. UFLA, Lavras, MG, 2008. 
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A análise de regressão para explantes com três gemas apresentou 

resposta quadrática negativa. A concentração de 0,50 mg L-1 foi a melhor, 

resultando num comprimento de 2,26 cm de raiz por explante. Entretanto, este 

valor não foi superior aos tratamentos, nos quais se utilizou a mesma 

concentração para explantes inoculados com duas gemas.  

Verifica-se um incremento no crescimento das raízes com o uso da 

cinetina até a concentração de 0,50 mg L-1, a partir da qual, verifica-se uma 

redução do comprimento das raízes. Este comportamento foi evidenciado para 

ambos os explantes utilizados. 

Fráguas et al. (2004) verificaram que, embora a formação radicular tenha 

sido observada na ausência de cinetina, na concentração de 0,50 mg L-1 também 

foram verificadas médias elevadas de raízes formadas em Ficus carica. De 

modo semelhante, Deccetti (2000) observou alto percentual de enraizamento em 

brotações e maior número de raízes em Annona glabra na ausência de regulador 

de crescimento. 

O efeito da redução do comprimento de raízes é semelhante à de 

brotações que tiveram seus valores elevados à medida que as concentrações 

testadas de cinetina foram até 0,50 mg L-1 com explantes de duas gemas. 

Também o crescimento em altura das plantas foi favorecido pelo uso destas 

concentrações da citocinina no meio de cultivo. 

O aspecto visual das brotações oriundas dos segmentos nodais de 

Annona glabra L., inoculados ao meio WPM suplementado com diferentes 

concentrações de cinetina e contendo diferentes números de gemas axilares do 

explante, pode ser observado na Figura 6. Pode-se perceber também que houve 

um desenvolvimento diferenciado destas plantas quanto aos caracteres 

morfológicos. 
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FIGURA 6  Aspectos de brotações dos segmentos nodais de Annona glabra L. 
inoculados ao meio WPM suplementado com diferentes 
concentrações de cinetina e contendo diferentes números de gemas 
axilares do explante. (A, B) uma gema; (C, D) duas gemas; (E, F) 
três gemas, após 30 dias de cultivo. LCTP, UFLA, Lavras, MG, 
2008. 
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6 CONCLUSÕES 

Segmentos nodais com duas gemas associados à adição de 0,50 mg L-1

de cinetina são mais eficientes na indução de brotações in vitro em Annona 

glabra L. 
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CAPÍTULO III 

AMBIENTE DE CULTIVO IN VITRO E TIPOS DE VEDAÇÕES NA 
QUALIDADE DE MUDAS DE Annona glabra L.
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1 RESUMO 

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. Ambiente de cultivo in vitro e tipos de 
vedações na qualidade de mudas de Annona glabra L. In: ______. Ambiente de 
cultivo na micropropagação de Annona glabra L. 2008. cap. 3, p. 57-108. 
Dissertação (Mestrado em Fisiologia Vegetal) – Universidade Federal de Lavras, 
Lavras, MG, Brasil. * 

O cultivo in vitro, em recipientes completamente fechados, pode 
conduzir a expressivas modificações da composição gasosa. Estudos de fatores 
ambientais associados ao uso de técnicas e condições que permitam tornar o 
ambiente in vitro mais semelhante ao ambiente natural são fundamentais para o 
processo de propagação in vitro, além de contribuir na investigação do 
comportamento sob a fisiologia e crescimento de plantas. Neste contexto, o 
presente trabalho teve por objetivo verificar o ambiente de cultivo (sala de 
crescimento e casa de vegetação) e o tipo de vedação dos frascos (tampa 
Millipore com filtros que permitem trocas gasosas e tampa convencional) na 
propagação de Annona glabra L. durante a fase de enraizamento in vitro,
considerando a provável influência do ambiente de cultivo sobre a qualidade das 
mudas, quanto à capacidade de crescimento e desenvolvimento após a 
transferência para ambiente natural. Os explantes foram inoculados em meio 
WPM suplementado com 30 g L-1 de sacarose e fechados, respectivamente, com 
as diferentes vedações dos frascos. Após 30 dias avaliaram-se as características 
fitotécnicas, características bioquímicas e anatômicas das brotações de A. glabra

L. Os melhores resultados quanto às características fitotécnicas foram obtidos na 
casa de vegetação com sombrite de 50%, utilizando tampas com membrana na 
vedação dos frascos. As brotações produzidas com este tratamento apresentam 
comprimento superior, com maior biomassa quando comparadas aos demais 
tratamentos. A influência das mudanças na anatomia, fisiologia e bioquímica 
sobre o comportamento das brotações de A. glabra indicam que a espécie 
apresenta potencial para desenvolver-se fotoautotroficamente sob ventilação 
natural com uso das diferentes vedações dos frascos, resultando na otimização 
do crescimento in vitro, na maximização da sobrevivência e na qualidade das 
plantas durante o enraizamento in vitro.
_____________________________ 

* Comitê de orientação: Renato Paiva, PhD – UFLA. (Orientador), Dra. Angela 
Maria Soares – UFLA. (Co-orientadora). 
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2 ABSTRACT 

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. In vitro culture environment and type of seal 
in the quality of Annona glabra L. plants. In: ______. Culture environment in 
the micropropagation of Annona glabra L 2008. chap. 3, p. 57-108. 
Dissertation (M.Sc. in Plant Physiology) – Federal University of Lavras, Lavras, 
MG, Brazil. * 

The in vitro culture, in completely sealed containers, can lead to 
expressive modifications of the gaseous composition. Studies of environmental 
factors, associated to the use of techniques and conditions that turn the in vitro

environment similar to the natural environment, are fundamental for the process 
of in vitro propagation and to contribute for the investigation of the physiology 
and plant growth behavior. In this context, the objective of this work was to 
verify the culture environment (growth room and greenhouse) and the type of 
flask seal (Millipore caps with filters that allow gaseous changes and 
conventional caps) in the propagation of Annona glabra L. during the in vitro 

rooting phase, considering the probable influence of the culture environment on 
the quality of the obtained plants, as for growth capacity and development after 
the transfer to natural environment. The explants were inoculated in WPM 
medium supplemented with 30 g L-1 sucrose and sealed, respectively, with the 
different used flask seals. After 30 days, agronomic, biochemical and anatomical 
shoot characteristics were evaluated. The best results as for the agronomical 
characteristics were obtained at the greenhouse with 50% shade, using 
membrane caps as flask seal. The shoots produced with this treatment present 
superior length, with larger biomass when compared to the other treatments. The 
influence of the changes in the anatomy, physiology and biochemistry on the 
behavior of the shoots indicates that the species presents potential of 
photoautotrophic growth under natural ventilation using different flask seals, 
resulting in optimization of the in vitro growth, maximization of the survival and 
plant quality during in vitro rooting. 
___________________________ 
* Guidance Committee: Renato Paiva, PhD (Adviser), – UFLA, Dra. Angela 
Maria Soares (Co-Adviser). – UFLA.  
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3 INTRODUÇÃO 

Dentre as plantas do cerrado, as espécies frutíferas ocupam lugar de 

destaque, pois existem em grande quantidade e variedade. Apesar da crescente 

divulgação das qualidades dos frutos nativos do cerrado, o extrativismo e o 

desmatamento acelerado e não planejado têm levado ao risco de erosão genética 

de muitas espécies, dentre estas, as Annonaceae frutíferas. 

A Annona glabra L., espécie frutífera tropical, tem sido bastante 

pesquisada como porta-enxerto para anonáceas cultivadas. O interesse por este 

material deve-se à tolerância do sistema radicular a condições de excesso de 

umidade no solo e à indução de nanismo a copa enxertada. A espécie tem 

despertado grande interesse nos últimos anos, no Brasil, por se tratar de uma 

planta com capacidade adaptativa a diversos ambientes e devido a propriedades 

biológicas de substâncias isoladas de suas folhas, frutos e sementes. Além do 

potencial fitofarmacológico, apresenta propriedades antibactericidas, 

antifúngicas, inseticidas e citotóxicas (Padmaja et al., 1995). 

A multiplicação in vitro e em larga escala de anonáceas ainda encontra 

algumas limitações. Os principais exemplos são: a contaminação endógena dos 

explantes (Santana et al., 2003), a alta concentração de compostos fenólicos em 

seus tecidos e, principalmente, a abscisão foliar precoce (Lemos, 2000), 

ocasionada pelo acúmulo de etileno nos tecidos confinados no ambiente in vitro,

prejudicando o vigor e o crescimento das brotações. 

Dentre os fatores que podem afetar as condições do ambiente de cultivo, 

destaca-se o tipo de vedação. Diferentes métodos in vitro têm sido empregados 

no intuito de fornecer condições ambientais que promovam a capacidade 

fotossintética do material micropropagado, sobretudo a aquisição de 

fotoautotrofia in vitro. A micropropagação fotoautotrófica apresenta várias 

vantagens sob o método heterotrófico, dentre estas, o aumento do crescimento 
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das plantas, a redução do risco de contaminação microbiana e a melhoria das 

características fisiológicas da planta (Santana et al., 2008). 

A utilização de tampas com filtros de membranas com microporos 

permeáveis a gases surge como possibilidade potencial para aumentar a 

eficiência da micropropagação, promovendo o aumento na transferência de 

gases entre o recipiente de cultivo e o ambiente externo. 

A existência de informações e do entendimento sobre os efeitos advindos 

das modificações no ambiente de cultivo in vitro, especialmente pelo uso da luz 

natural, sobre as plantas cultivadas in vitro, ainda são incipientes. 

Dessa forma, objetivou-se estudar os efeitos do ambiente de cultivo 

sobre a fisiologia e a morfologia das plantas micropropagadas de A. glabra L., 

assim como determinar o ambiente de cultivo in vitro e o tipo de vedação dos 

frascos para otimizar o crescimento in vitro e, assim, favorecer a maximização 

da sobrevivência e qualidade das plantas. 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Local de condução do estudo  

O estudo foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos de 

Plantas (LCTP), localizado no setor de Fisiologia Vegetal/Departamento de 

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e em casa de vegetação, no 

Departamento de Agricultura da UFLA. 

4.2 Material botânico 

Foram utilizados, como explantes primários, segmentos nodais obtidos 

por meio da secção das hastes caulinares jovens (não lenhosas), derivados de 

plantas matrizes com três anos de idade, oriundas da germinação in vitro de 

sementes coletadas no jardim clonal do CPATU/Embrapa, Belém, PA. Para 



62

servirem como fonte de material botânico, as matrizes foram mantidas em sala 

de crescimento sob condições ambientais controladas. 

Para a desinfestação, os explantes foram mantidos em água corrente por 

40 minutos e lavados com detergente. A seguir, em câmara de fluxo laminar, 

foram imersos em álcool 70% (v/v), por 1 minuto. Depois, foram imersos em 

hipoclorito de sódio 50% (v/v), por 15 minutos e lavados, por 3 vezes, em água 

destilada e estéril. A esterilização dos meios de cultura foi feita em autoclave, à 

temperatura de 121ºC e pressão de 1,05 kg cm-2, durante 20 minutos. 

Em uma primeira fase, as plântulas foram mantidas em meio de 

multiplicação e mantidas em sala de crescimento, sob condições controladas. 

4.3 Condições experimentais 

Para promover o enraizamento in vitro, as brotações com, no mínimo, 

2,0 cm de comprimento e 2 a 3 folhas mais próximas do meristema apical, foram 

removidas do meio de multiplicação e transferidas para frascos contendo 50 mL 

do meio wood plant medium (WPM), definido por Lloyd & McCown (1980), 

com metade da concentração dos sais, enriquecidos com 30 gL-1 de sacarose, 

solidificado com 6 gL-1 de ágar e pH ajustado para 5,8 antes da inclusão do ágar 

com adição de 1 gL-1 de carvão ativado. Inoculou-se apenas uma brotação em 

cada frasco, vedado com dois sistemas diferentes: tampas plásticas transparentes 

e selamento com parafilme, que restringem as trocas de gases entre o recipiente 

e a atmosfera externa (sistema convencional) e tampas plásticas modificadas, 

contendo um par de orifícios (10 mm de diâmetro) cobertos por dois filtros de 

membranas permeáveis a gases (Milliseal, Millipore, Tokyo), com poros de 0,5 

m, que aumentam a ventilação no recipiente de cultivo (sistema de ventilação 

natural) (Figura 1). 
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FIGURA 1  Sistema de vedação dos frascos utilizados para o cultivo in vitro de
Annona glabra L: tampa convencional (A) e tampa Millipore (B). 
LCTP, UFLA, Lavras, MG, 2008. 

4.4 Ambiente de cultivo 

Os frascos, após serem fechados com os diferentes tipos de vedação, 

foram transferidos para dois ambientes: sala de crescimento (SC) sob condições 

controladas de irradiância (43 mol m-2 s-1) e temperatura (25ºC+1ºC) e em casa 

de vegetação (CV), sob iluminação e temperatura natural. Na casa de vegetação, 

os frascos foram mantidos sobre uma bancada aberta, a cerca de 1,5 m de altura, 

e sob tela sombrite, que permite uma interceptação de 50% da luz solar incidente 

(Figura 2). 

FIGURA 2  Aspecto dos ambientes de cultivo in vitro com diferentes vedações 
de frascos. Sala de crescimento (A) e casa de vegetação (B). LCTP, 
UFLA, Lavras, MG, 2008. 

A B

A B
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Nos frascos mantidos em sala de crescimento, a iluminação foi fornecida 

por lâmpadas brancas fluorescentes do tipo branca fria e a intensidade de luz foi 

ajustada em função do número de lâmpadas e da distância entre as lâmpadas e o 

recipiente de cultivo. O ambiente da casa de vegetação foi caracterizado por um 

piranômetro acoplado a um datalogger (LI – 1400 – LI-COR, Lincoln. Neb.) e 

por um termo-higrógrafo.  

Estes locais de incubação constituíram um fator a ser estudado, 

permitindo a comparação dos dados obtidos em condições convencionais de 

micropropagação (sala de crescimento) e cultivo sob luz natural (casa de 

vegetação).

A caracterização do comportamento diurno da radiação solar e da 

temperatura do ar foi feita por meio de medidas dessas variáveis em dias de céu 

aberto. As coletas foram realizadas durante o período de cultivo (12/02/2008 – 

12/03/2008). Os valores médios observados no ambiente da casa de vegetação 

estão descritos na Tabela 1. 

TABELA 1  Radiação solar e temperatura média do ar observadas nos 
microambientes em casa de vegetação. LCTP, UFLA, Lavras, 
MG, 2008. 

Radiação 
(W. m-2. dia-1)

Temperatura 
(ºC) 

Máxima Média Mínima Máxima Média Mínima 
199,69 99,43 49,38 28 23 16 

4.5 Variáveis avaliadas 

Ao término da fase de enraizamento, foram analisadas as características 

fitotécnicas, bioquímicas e anatômicas das brotações e plantas cultivadas sob os 

diferentes ambientes. Decorrido 30 dias, quantificaram-se os parâmetros 

fitotécnicos, procedendo-se a aclimatização. 



65

Para aclimatização, 15 plantas por tratamento foram transferidas para 

tubetes de polietileno com capacidade para 288 cm3 e preenchidos com substrato 

comercial Plantmax®. As brotações foram cobertas com sacos plásticos 

transparentes e a cobertura plástica foi perfurada gradativamente, durante 21 

dias, quando foi totalmente removida. As plantas foram mantidas por mais 40 

dias em sala de crescimento, com fotoperíodo de 16 horas e irradiância de 55 

µmol m-2s-1 e temperatura 27 + 2 oC. Foram avaliados a capacidade de 

aclimatização e o comprimento das plantas de cada tratamento. 

Para efeito de comparação, o estudo anatômico também foi realizado em 

plantas que crescem in vivo, mantidas por três anos em sala de crescimento sob 

condições controladas. 

4.5.1 Características fitotécnicas

Número de brotos, folhas e raízes por planta, comprimento da parte aérea 

e comprimento médio das raízes, oxidação, número de folhas senescentes e o 

número de plantas mortas foram determinados. 

4.5.2 Características bioquímicas 

As características bioquímicas determinadas neste trabalho incluem a 

composição centesimal, que equivale aos teores de açúcares totais, redutores e 

não-redutores e os teores de amido. Para a determinação dessas características, 

foram utilizadas folhas de Annona glabra L. pesando, aproximadamente, um 

grama de amostra de cada tratamento. As análises foram realizadas no 

Laboratório de Produtos Vegetais, no Departamento de Ciência dos Alimentos 

da UFLA. 

As amostras foram trituradas e homogeneizadas com o auxílio de 

miniprocessador doméstico. Os teores de cada componente avaliado foram 

calculados pelo programa SAAL® (Tomé, 2001). 
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Os açúcares totais, redutores e não-redutores foram determinados a partir 

de um grama de amostra triturada, em álcool etílico 80%, e dosados pelo método 

descrito por Somogyi, adaptado por Nelson (1944).

A determinação de amido foi realizada a partir do resíduo livre de 

açúcares. Após a obtenção do extrato, o amido foi quantificado pelo método de 

Somogyi, modificado por Nelson (1944). 

4.5.3 Características anatômicas 

Após a coleta de dados fitotécnicos, as plantas foram selecionadas e 

fixadas em álcool etílico 70%, até a realização das análises, para as quais foram 

coletadas cinco folhas expandidas das brotações de plantas em cada ambiente de 

cultivo, sob os diferentes sistemas de vedação dos frascos durante o 

enraizamento. 

Os estudos anatômicos foram efetuados com base no exame 

microscópico de seções foliares obtidas à mão livre. Quanto à preparação, as 

seções foram primeiramente clarificadas em solução de hipoclorito de sódio 

(50% v/v) e, em seguida, lavadas em água destilada. Após a lavagem, as seções 

foram coradas com azul de astra e safranina, seguindo a metodologia de Kraus & 

Arduim (1997). As lâminas foram montadas em água glicerinada a 50%. Para os 

cortes transversais, utilizou-se um micrótomo de mesa, sendo realizados cortes 

na região do terço mediano das folhas. 

As variáveis analisadas foram espessura total do limbo foliar, das células 

epidérmicas de ambas as faces da folha, dos parênquimas: paliçádico e lacunoso. 

Para tanto, foram utilizadas 5 folhas, sendo avaliados 4 cortes por folha 

(repetição), num total de 20 observações. Também foram efetuados cortes 

paradérmicos na região mediana das folhas. As lâminas das seções paradérmicas 

foram preparadas com corante safranina em glicerina 1% (v/v). Dessas seções, 
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as variáveis analisadas foram freqüência estomática (nº de estômatos por mm2) e 

diâmetros polares e equatoriais dos estômatos. 

Todas as variáveis analisadas foram obtidas por meio de medições 

efetuadas no programa Sigma Scan Pro 5®. As fotomicrografias foram feitas no 

Laboratório de Anatomia Vegetal, no Departamento de Biologia da UFLA. 

4.6 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

As amostras (folhas) destinadas à microscopia de varredura foram 

imersas em solução fixadora Karnovisk (pH 7,2)n por um período de 24 horas. 

Posteriormente, em capela de exaustão, as amostras foram lavadas em tampão 

cacodilato, por três vezes e fixadas em tetróxido de ósmio 1%, por 4 horas, em 

temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas em água destilada 

e desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%, por três 

vezes). As folhas foram conduzidas ao aparelho de ponto crítico para a secagem 

e, então, montadas em stubs para cobertura com ouro, conforme sugerido por 

Alves (2004). Os espécimes foram observados no Microscópio Eletrônico de 

Varredura LEO Evo 40, localizado no Laboratório de Microscopia Eletrônica e 

Análise Ultra-Estrutural (LME), no Departamento de Fitopatologia da UFLA. 

4.7 Delineamento experimental e análise estatística 

4.7.1 Modelos generalizados e modelos de Poisson inflacionado de zeros 

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, 

em esquema fatorial 2x2 (sala de crescimento e casa de vegetação) x (dois 

sistemas de vedação do recipiente de cultivo), totalizando quatro tratamentos, 

com 30 repetições. As plantas a pleno sol e as plantas matrizes foram 

tratamentos adicionais, tidos como testemunhas. Cada repetição foi composta 

por um frasco contendo uma planta. 
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O modelo utilizado para as variáveis fitotécnicas foi um modelo 

generalizado misto, com distribuição Poisson de parâmetro , ou seja,

Assume-se a função de ligação log e independência das observações. As 

parcelas estão no delineamento inteiramente casualizado com 30 repetições, isto 

é,  

Sendo: µ o efeito associado à média geral; i o efeito associado ao i-ésimo 

ambiente,; i = 1,2, sendo considerado fixo; ßj o efeito associado à j-ésima tampa, 

j = 1,2, sendo considerado fixo e ik o efeito associado à interação ambiente x 

tampa. 

Devido ao número excessivo de zeros em alguns parâmetros fitotécnicos, 

o modelo Poisson padrão não se ajusta adequadamente aos dados. Sendo assim, 

utilizou-se o modelo Poisson inflacionado de zeros. Os preditores lineares para o 

modelo de médias e modelo de zeros são dados respectivamente por: 

Sendo: µ o efeito associado à média geral; i o efeito associado ao i-ésimo 

ambiente, i = 1,2, sendo considerado fixo; ßj o efeito associado à j-ésima tampa, 

j = 1,2, sendo considerado fixo e ik o efeito associado a interação ambiente x 

tampa e 

Para as demais variáveis foi utilizado um modelo linear com distribuição 

normal, com média µ e variância 2, assumindo independência entre as
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observações e função de ligação identidade, Em delineamento inteiramente 

casualizado com 30 repetições, isto é,  

sendo: µ o efeito associado à média geral; i o efeito associado ao i-ésimo 

ambiente, i = 1,2, sendo considerado fixo; ßj o efeito associado à j-ésima tampa, 

j = 1,2, sendo considerado fixo e ik o efeito associado a interação ambiente x 

tampa. 

Foi utilizado o software R 2.7.0, com auxílio da função GLM e da 

biblioteca PSCL. 

Para as análises de variância dos estudos bioquímicos e anatômicos, 

utilizou-se o programa Sisvar 4.3 (Ferreira, 2003). As médias foram comparadas 

pelo Teste F, a 5% de probabilidade. 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Características fitotécnicas 

Os dados apresentaram homogeneidade de variâncias e normalidade. 

Sendo assim, foram submetidos à análise de variância. Não houve interação 

entre os fatores ambiente de cultivo e o sistema de vedação, para todas as 

variáveis fitotécnicas analisadas.

A avaliação realizada após 30 dias de cultivo, na fase de enraizamento, 

mostrou que foram encontradas diferenças significativas entre os tratamentos do 

fator ambiente de cultivo, tendo o melhor resultado sido obtido em casa de 

vegetação.

De acordo com a análise de “Deviance” (Quadro 1), não foi observado 

efeito significativo na interação entre o ambiente e o sistema de vedação dos 

frascos. Porém, houve influência significativa do ambiente de cultivo sobre o 

ikjiYijk
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número médio de brotações obtidas por segmento nodal de Annona glabra L., 

sendo produzidas maiores médias de brotos (2,16 brotos/explante) quando as 

plantas se encontravam no ambiente de casa de vegetação (Figura 3). As 

brotações apresentaram comprimento superior, com maior biomassa. Esta 

característica pode estar relacionada com a ocorrência de fotossíntese in vitro, o 

que pode favorecer, posteriormente, a transferência do cultivo in vitro para o 

ambiente externo. 

QUADRO 1  Análise de “Deviance” para o número médio de brotações por 
segmento nodal de Annona glabra L. sob influência dos 
diferentes ambientes de cultivo e diferentes tipos de vedações dos 
frascos. Lavras, MG, 2008. 

FV  GL Deviance
Ambiente 1 24,684**                    
Tampa     1 24,684             
Ambiente x Tampa   1 21,503      

Significativo, a ** 5%, 

Quanto ao sistema de vedação, não houve diferenças significativas para a 

variável em questão, entretanto, os resultados obtidos permitem inferir que o 

sistema natural (casa de vegetação) leva à formação de um maior número médio 

de brotações em relação ao sistema convencional (sala de crescimento) de 

vedação.
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FIGURA 3  Número médio de brotos formados em explantes de Annona glabra

L. cultivados in vitro sob influência dos ambientes: sala de 
crescimento (SC) e casa de vegetação (CV) e dos tipos de vedações 
dos frascos: tampa convencional (TC) e tampa Millipore (TM). 
Lavras, MG, 2008. 

Trabalhando com Dendranthema grandiflora TZVELEV cv. Rage,

Braga et al. (2007) avaliaram diferentes condições de cultivo in vitro e 

obtiveram melhores resultados também em condições de cultivo sob baixa 

irradiância e sistema de vedação natural.  

Na micropropagação de bananeiras, explantes crescidos sob luz natural 

apresentaram maior taxa de multiplicação que aqueles multiplicados em sala de 

crescimento (Kodym & Zapata-Arias, 1999). Respostas benéficas foram também 

reportadas por Dignart (2006), que obteve melhores resultados com Cattleya em 

sala de crescimento e em casa de vegetação sem proteção de sombrite, tendo 

esses resultados diferenças significativa em relação ao tratamento casa de 

vegetação com proteção de sombrite 50%. 
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A ventilação natural é importante durante o processo de enraizamento in 

vitro, principalmente para a subseqüente adaptação das plantas durante o 

processo de aclimatização (Kubota & Kozai, 1992). 

Foi adotado, neste estudo, que a eliminação total de sacarose do meio 

não seria apropriada, em função da necessidade de uma fonte de energia para o 

enraizamento, visto que as condições ambientais eram insuficientes para 

favorecer a fotossíntese. Para tanto, utilizaram-se menores concentrações de 

sacarose ao meio na fase de enraizamento. 

A influência positiva da sacarose foi verificada no crescimento in vitro

de plantas de maracujazeiro no meio de cultivo pela suplementação de 30 gL-1

de sacarose (Couceiro, 2002). Em videiras, Gribaudo et al. (2003) também 

relatam que o crescimento das plantas foi otimizado pela presença de sacarose 

no meio de cultivo. 

Dignart (2006) não observou diferenças quanto ao número de brotos de 

Cattlleya em qualquer concentração de sacarose adicionada ao meio. O mesmo 

foi observado por Oliveira (1994) com crisântemo, não diferindo quanto ao 

número de brotos formados nas concentrações de sacarose estudadas, ocorrendo 

a formação de brotos em meios sem adição de sacarose. 

Analisando-se o comprimento das brotações obtidas nas condições 

experimentais (Quadro 2), constatou-se que, pela análise de “Deviance”, a 

interação entre o ambiente e o tipo de tampa utilizada foi significativa, obtendo-

se maiores médias de comprimento (3,61 cm) nos tratamentos em que foram 

utilizadas, como vedação dos frascos, as tampas Millipore, no ambiente casa de 

vegetação. 

De acordo com a análise “Deviance”, o comprimento médio das 

brotações de Annona glabra L. foi afetado pelo ambiente em que as plantas 

foram submetidas, sendo a interação com o uso de diferentes tampas 

significativa. Os resultados deste estudo indicam que o uso de diferentes 
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vedações dos frascos, isoladamente, não possui efeito significativo sobre o 

comprimento médio dos brotos. 

QUADRO 2  Resumo da análise de variância para o comprimento médio de 
brotações por segmento nodal de Annona glabra L., sob 
influência dos diferentes ambientes de cultivo e diferentes tipos de 
vedações dos frascos. Lavras, MG, 2008. 

FV GL QM
Ambiente         1 64,000 ***  
Tampa       1   4,494    
Ambiente x Tampa   1 16,646 ***   
Resíduos 96    1,430                       

Significativo, a * 10%, **5% e ***1%. 

Conforme demonstrado no gráfico da Figura 4, brotações mais alongadas 

(superiores a 2,0 cm) ideais para a fase de enraizamento podem ser obtidas, nas 

condições de cultivo em casa de vegetação. Isso porque as médias de 

comprimento de broto nos tratamentos em casa de vegetação foram superiores 

àquelas da condição convencional de cultivo, o que confirma o efeito isolado do 

ambiente. 

Esses resultados estão de acordo com Chiste et al. (2006), que obtiveram 

maior comprimento das brotações em casa de vegetação no cultivo in vitro de 

Mirtilo cv. Delite. Dessa forma, se o objetivo é produzir brotos maiores, para 

posterior enraizamento, pode-se trabalhar no sistema de cultivo citados acima. 
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FIGURA 4  Comprimento médio de brotos formados em explantes de Annona 

glabra L., cultivadas in vitro sob influência dos ambientes: sala de 
crescimento (SC) e casa de vegetação (CV) e dos tipos de vedações 
dos frascos: tampa convencional (TC) e tampa Millipore (TM). 
Lavras, MG, 2008.

Nessas condições, observa-se que ocorre um estímulo ao crescimento 

das brotações favorecidos pela luz e ventilação natural, em função do tipo de 

tampa utilizado, sugerindo que, sob essas condições, podem ocorrer o estímulo e 

o desenvolvimento da fotoautotrofia. 

Resultados contrários foram reportados por Fontes et al. (2007), durante 

a produção de brotações de Musa spp., que obtiveram maiores médias para a 

cultivar Caipira em ambiente artificial (sala de crescimento). 

Os resultados sugerem que as condições encontradas no ambiente de 

cultivo com tipo de tampa utilizado foram eficientes para promover o 

desenvolvimento in vitro das brotações na casa de vegetação. Os frascos 

vedados com a tampa Millipore têm mostrado bons resultados na otimização do 

crescimento das plantas, pelas trocas gasosas com o ambiente externo. 
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Quanto às variáveis número médio de folhas formadas e número de 

folhas senescentes, de acordo com os resultados da análise de “Deviance”, 

houve diferença estatística apenas para o efeito do ambiente. 

Maior número de folhas formadas foi obtido no ambiente casa de 

vegetação, apresentando média de 4,4 folhas/explante (Quadro 3). 

QUADRO 3  Análise de “Deviance” para o número médio de folhas formadas e 
número de folhas senescentes de brotações de Annona glabra L. 
sob influência dos diferentes ambientes de cultivo e diferentes 
tipos de vedações dos frascos. Lavras, MG, 2008. 

Fonte de 
variação 

GL Deviance 
Nº folhas formadas Nº folhas senescentes 

Ambiente 
Tampa 
Amb. x Tampa

1
1
1

145,242*** 
142,910 
139,160*

87,196*** 
84,897 
84,862

Significativo, a * 10%, ** 5%, *** 0,1% 

Para o número de folhas senescentes, resultado significativamente 

superior foi verificado em plantas enraizadas em ambiente natural, tanto com 

frascos vedados com tampa Millipore (1,12), quanto para aqueles frascos 

vedados com tampa convencional (0,72). Com o uso da vedação convencional 

dos frascos no ambiente sala de crescimento, constataram-se médias inferiores 

(0,16), não diferindo estatisticamente do tratamento com uso de tampas 

Millipore (0,12). 

A maior abscisão foliar em ambiente natural representa benefícios para a 

qualidade das plantas, favorecendo, inclusive, seu posterior desenvolvimento ex 

vitro. Isso porque as novas folhas emitidas sob luz solar estão mais sujeitas à 

influência de flutuações ambientais (temperatura, irradiância e umidade), as 

quais são mais parecidas às condições do ambiente ex vitro, fato que pode 
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possibilitar rustificação das plantas e, conseqüentemente, menor estresse no 

momento do transplantio para a casa de vegetação. 

Resultados semelhantes foram reportados por Fontes et al. (2007), no 

cultivo in vitro de Musa spp. Segundo Tsay (2006), plantas de Scrophularia 

yoshimurae apresentaram folhas menores quando desenvolvidas em ambientes 

com pouca troca gasosa e maiores em ambientes com trocas gasosas. 

A resposta quanto à formação e à abscisão de folhas de Annona glabra

L. é demonstrada na Figura 5. 
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FIGURA 5  Número médio de folhas formadas (A) e número de folhas 
senescentes (B) de brotações de Annona glabra L. cultivadas in 

vitro sob influência dos ambientes: sala de crescimento (SC) e 
casa de vegetação (CV) e dos tipos de vedações dos frascos: 
tampa convencional (TC) e tampa Milipore (TM). Lavras, MG, 
2008. 

É sugerido que as folhas formadas in vitro, na presença de carboidrato, 

no caso a sacarose fornecida no meio, iniciam um importante papel na 

fotossíntese, contribuindo para a emissão e a expansão de novas folhas in vitro e

durante o posterior desenvolvimento ex vitro (Yué et al., 1993). 

A B
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Neste experimento, a sacarose (30 mg L-1) foi fornecida em todos os 

tratamentos, o que comprovou a influência significativa do ambiente na 

formação e abscisão das folhas das plantas nos ambientes casa de vegetação e 

sala de crescimento, respectivamente. Sendo assim, as variáveis fitotécnicas 

estudadas não foram dependentes do suprimento de carbono no meio de cultura. 

Para promover fotoautotrofismo nas plantas in vitro, Debergh (1991) 

sugere a omissão de sacarose no meio. Entretanto, os resultados aqui 

encontrados não confirmam esta hipótese. Provavelmente, seria necessário 

modificar a intensidade de luz e concentração de CO2. Esta afirmação baseia-se 

em trabalhos realizados com morangueiro por Arai et al. (1991), Yue et al. 

(1993) e Desjardins et al. (1987). 

Ao estudarem a micropropagação de espécies lenhosas, como Acacia

mangium (acácia), Coffea arabusta (cafeeiro), Eucalyptus camaldulensis 

(eucalipto), Pinus radiata (pinheiro-americano), Rubus idaeus (framboeseira), 

Garcinia mangostana (mangostão), Azadirachta indica (nim), Paulownia 

fortunei (quiri), entre outras, Kozai & Kubota (2001) verificaram que o 

crescimento de explantes da maioria das espécies foi maior sob condições 

fotoautotróficas do que sob condições fotomixotróficas. Tomateiros 

micropropagados de forma fotoautotrófica apresentaram maior vigor, raízes 

mais desenvolvidas, folhas e ramos mais espessos e tiveram melhor crescimento 

após a aclimatização, quando comparados às plantas micropropagadas de forma 

fotomixotrófica (Kubota & Tadokoro, 1999). 

De acordo com as análises, houve interação entre os fatores ambiente de 

cultivo e o sistema de vedação para as variáveis fitotécnicas número e 

comprimento de raízes analisadas. Analisando isoladamente os fatores, foram 

também observadas diferenças significativas entre os tratamentos do fator 

ambiente de cultivo e tipo de vedação, sendo o melhor resultado obtido em casa 

de vegetação (Quadro 4). 
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Foi observado um incremento significativo no sistema radicular das 

plantas, quando desenvolvidas nos tratamentos casa de vegetação sob sistema de 

vedação com tampa Millipore. Entretanto, a formação (rizogênese) e o 

crescimento de raízes são reduzidos nos tratamentos em sala de crescimento. 

QUADRO 4  Análise de “Deviance” para o número médio de raízes formadas de 
brotações de Annona glabra L. sob influência dos diferentes 
ambientes de cultivo e diferentes tipos de vedações dos frascos. 
Lavras, MG, 2008. 

Fonte de variação GL Deviance
Ambiente 1 175,112 ***         
Tampa 1 163,040***           
Ambiente x tampa 1   150,399***   
Significativo, a * 10%, ** 5%, ***1% 

As maiores médias de número de raízes foram encontradas nos frascos 

vedados com tampa Millipore, apresentando 5,2 raízes brotação, no ambiente 

casa de vegetação, enquanto, para vedação com tampa convencional, 2,6 raízes/ 

brotação, neste mesmo tipo de ambiente. Com o método tradicional de cultivo in 

vitro (sala de crescimento), obtiveram-se médias bastante inferiores, de ordem 

0,84 raízes no sistema de vedação convencional e 0,4 raízes (Figura 6A). 

Considerando que a rizogênese é um processo que requer muita energia e 

que as plantas foram cultivadas sob a mesma concentração de sacarose no meio 

de cultura, a maior formação de raízes em casa de vegetação, principalmente 

com o uso de tampas Millipore, sugere que, sob essas condições, aumenta a 

disponibilidade de açúcares. Isso, provavelmente, ocorre como resposta do 

aumento na produção de fotoassimilados por meio da fotossíntese ou da maior 

absorção da sacarose presente no meio de cultivo. 

Quanto ao comprimento da maior raiz, a interação ambiente x tipo de 

vedação foi significativa. Os efeitos isolados do ambiente e do tipo de vedação 
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foram altamente significativos para a variável supracitada (Quadro 5). O 

ambiente natural proporcionou maior estímulo ao crescimento das raízes 

adventícias, entretanto, o tipo de vedação foi o fator que mais influenciou no 

crescimento das raízes. 

No ambiente casa de vegetação com vedação da tampa Millipore, as 

raízes cresceram 4,28 cm, enquanto que no ambiente sala de crescimento com 

mesma vedação com tampa Millipore o crescimento foi de 0,65 cm (Figura 6B). 

QUADRO 5  Resumo da análise de variância para o comprimento médio de raiz 
de brotações de Annona glabra L. sob influência dos diferentes 
ambientes de cultivo e diferentes tipos de vedações dos frascos. 
Lavras, MG, 2008. 

Fonte de variação GL QM
Ambiente 1 126,79 *** 
Tampa 1     0,67 
Ambiente x tampa   1   47,06 *** 
Significativo, a * 10%, ** 5%, ***1% 

Quando os frascos foram completamente vedados com tampa 

convencional, em sala de crescimento, as raízes apresentaram o menor 

comprimento médio (2,19 cm). Já com mesmo tipo de vedação convencional, no 

ambiente casa de vegetação, o comprimento médio da maior raiz foi de 3,07 cm, 

evidenciando, assim, um incremento no crescimento radicular, favorecido pelo 

ambiente casa de vegetação (Figura 6B). 
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FIGURA 6  Número médio de raízes formadas (A) e comprimento médio de 
raízes (B) de brotações de Annona glabra L. cultivadas in vitro sob 
influência dos ambientes: sala de crescimento (SC) e casa de 
vegetação (CV) e dos tipos de vedações dos frascos: tampa 
convencional (TC) e tampa Milipore (TM). Lavras, MG, 2008. 

Respostas benéficas advindas do uso da luz natural foram também 

reportadas por Santana et al. (2008), na indução ao estímulo do comportamento 

fotoautotrófico, durante o enraizamento in vitro em brotações de Annona glabra 

L.. A melhora nas trocas gasosas entre a atmosfera interna do frasco de cultura e 

o meio externo conduz a um efeito positivo sobre o crescimento e sobre o 

estímulo do comportamento fotoautotrófico. 

O processo de oxidação de compostos fenólicos existentes nas plantas é 

caracterizado pelo escurecimento das superfícies injuriadas devido à oxidação de 

diversos tipos de fenóis provenientes das células e que, ao difundirem-se e 

entrarem em contato com o ar, iniciam a reação (Monaco et al., 1977). 

Para Fachinello et al. (1995), a utilização de substâncias antioxidantes no 

enraizamento de estacas ainda é muito restrita, ao contrário do uso na 

micropropagação de plantas.  

A B
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No enraizamento de Annona glabra L. não foram utilizadas substâncias 

antioxidantes, justamente para verificar a influência do ambiente e do tipo de 

vedação dos fracos sobre o percentual de oxidação e de sobrevivência de plantas 

nesta fase da micropropagação. 

Os resultados aqui reportados foram analisados estatisticamente e, de 

acordo com a análise “Deviance” (Quadro 6), apenas o ambiente causou efeito 

significativo para as variáveis oxidação e sobrevivência. 

QUADRO 6  Análise de “Deviance” para oxidação e sobrevivência de plantas 
de Annona glabra L. sob influência dos diferentes ambientes de 
cultivo e diferentes tipos de vedações dos frascos. Lavras, MG, 
2008. 

Fonte de variação GL
Deviance

Perda de 
plantas

Oxidação 

Ambiente 
Tampa 
Ambiente x tampa 

1
1
1

36,462*** 
36,211      
36,211 

   66,733*** 
66,122 
66,107 

Significativo, a * 10%, ** 5%, *** 0,1% 

Analisando-se o gráfico da Figura 7A, observam-se maiores percentuais 

de oxidação nas brotações advindas do ambiente de sala de crescimento com uso 

das tampas convencional (52%) e tampa Millipore (68%), na de vedação dos 

frascos. Resultados satisfatórios foram verificados no ambiente de casa de 

vegetação, sendo encontrados, nessas condições, baixos percentuais de oxidação. 

Constatou-se 20% com o uso de tampas convencionais e 24% quando se utilizou 

tampa Millipore na vedação dos frascos, constituindo o melhor ambiente para o 

enraizamento de Annona glabra L. 

De maneira similar, o ambiente casa de vegetação contribuiu 

significativamente para a sobrevivência das plantas, favorecido pela maior troca 

gasosa, mesmo não sendo encontrada diferença significativa na interação ou no 
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efeito isolado do tipo de vedação nos tratamentos. Foi verificado um percentual 

de 26% de perda das plantas no ambiente sala de crescimento quando se utilizou 

a tampa convencional. Nestas mesmas condições ambientais, os frascos vedados 

com tampa Millipore apresentaram 36% de perda (Figura 7B). Entretanto, 

verificou-se 100% de sobrevivência das plantas nas condições de casa de 

vegetação, independentemente do tipo de vedação testada. 
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FIGURA 7  Percentual de oxidação (A) e percentual de perda de plantas (B) em 
brotações de Annona glabra L. cultivadas in vitro sob influência 
dos ambientes sala de crescimento (SC) e casa de vegetação (CV) e 
dos tipos de vedações dos frascos: tampa convencional (TC) e 
tampa Milipore (TM). Lavras, MG, 2008. 

5.2 Características bioquímicas

A concentração de açúcares solúveis totais nas folhas de Annona glabra

L. cultivadas in vitro foi influenciada significativamente pelos ambientes e pelo 

sistema de vedação do frasco utilizados durante o período de enraizamento das 

plantas. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, pode-se 

observar que, ao final do enraizamento, nas condições de cultivo em sala de 

crescimento, tanto sob sistema de vedação convencional como tampa Millipore, 

A B
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foram encontrados menores percentuais de açúcares solúveis totais. Já a maior 

porcentagem de açúcares solúveis totais no cultivo em casa de vegetação foi de 

6,38% e em sala de crescimento, 5,54%, ambos sob vedação de tampa Millipore. 

TABELA 2  Teores de açúcares solúveis totais (AST), sacarose e amido em 
folhas de Annona glabra L. cultivadas in vitro sob influência dos 
ambientes: sala de crescimento (SC) e casa de vegetação (CV) e 
dos tipos de vedações dos frascos: tampa convencional (TC) e 
tampa milipore (TM). Lavras, MG, 2008. 

Sistema de 

vedação 

AST 

(%) 

SACAROSE 

(%) 

AMIDO 

(%) 

SC CV SC CV SC CV 

TC 5,48 cB 5,94 bA 0,77 cA 1,08 bA 7,84 a 8,42 a 

TM 5,54 cB 6,38 aA 0,95 cB 2,33 aA 8,18 a 8,74 a 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na mesma coluna e maiúscula na mesma 
linha não diferem estatisticamente, a 5%, pelo teste F. 

As plantas sob sistema natural (casa de vegetação) apresentaram 

quantidade de açúcares significativamente superiores quando cultivadas em 

tampas Millipore (6,38%). De maneira geral, estas foram superiores, quando 

comparadas ao sistema de vedação com uso de tampa convencional neste 

mesmo ambiente de cultivo (5,95%). 

Foi observado um incremento significativo com o uso de tampa 

Millipore no ambiente casa de vegetação. A utilização de tampas que permitam 

as trocas gasosas, principalmente na fase de enraizamento, pode estimular a 

produção de açúcares solúveis. 

Segundo Hess (1969), a capacidade de enraizamento está diretamente 

relacionada com o teor de carboidratos, de maneira que um aumento nos níveis 

destes promoveria maior porcentagem de enraizamento. 
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As análises bioquímicas quantificaram a presença de amido nas folhas de 

Annona glabra L. (Tabela 2). Não foram encontradas diferenças significativas 

para os teores de amido nas condições ambientais de cultivo sob diferentes tipos 

de tampas na vedação dos frascos. Entretanto, os percentuais de amido obtidos 

no cultivo em casa de vegetação com os frascos vedados com tampa Millipore 

permitem inferir que, nessas condições de cultivo, ocorre maior síntese em 

relação ao cultivo em sala de crescimento, utilizando-se a mesma vedação dos 

frascos. Enquanto a maior porcentagem de amido no cultivo em sala de 

crescimento foi de 8,18%, em casa de vegetação foi de 8,74%, ambas com a 

utilização de tampa Millipore na vedação dos frascos. 

Uma vez que ocorreu aumento do teor de amido, que é uma substância 

de reserva, é possível esperar que as plantas submetidas aos ambientes de casa 

de vegetação, além de terem maior capacidade de enraizamento, terão, ainda, 

maior resistência em caso de condições adversas (baixas temperaturas, déficit 

hídrico, etc.) ao enraizamento. 

O aumento do acúmulo de amido durante o cultivo pode indicar 

aquisição de comportamento fotoautotrófico in vitro, visto que o amido 

acumulado durante o fotoperíodo pode suportar o crescimento durante o 

subseqüente período de escuro (Amâncio et al., 1999). 

As concentrações de sacarose (Tabela 2) foram influenciadas 

significativamente pelas condições ambientais durante o enraizamento. Não foi 

observado acúmulo significativo de sacarose nas folhas que cresceram sob 

sistema convencional, durante o enraizamento com o uso de tampa convencional 

ou tampa Millipore. Porém, sob sistema natural (casa de vegetação), a 

concentração de sacarose nas folhas aumenta com o uso de tampas que permitam 

as trocas gasosas. Isto, possivelmente, indica maior contribuição de 

fotoassimilados e maior absorção de sacarose do meio. 
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A sacarose presente no meio de cultura pode contribuir 

consideravelmente para aumentar a quantidade de carboidratos, principalmente 

solúveis, na folha (De RicK et al., 1997). Níveis crescentes de sacarose 

resultaram em aumento da biomassa in vitro, de forma semelhante tanto para a 

parte aérea como para a raiz. 

De acordo com Darnel & Birkhold (1997), aproximadamente um terço 

das reservas acumuladas é empregada no desenvolvimento de novas folhas, as 

quais, posteriormente, contribuirão para a formação de outras folhas e para o 

crescimento da planta. 

Deccetti (2004), na micropropagação de Annona glabra L., já 

mencionava o significativo aumento observado na concentração de açúcares 

solúveis e no acúmulo de amido no cultivo sob vedação com tampa Millipore 

em sala de crescimento. 

5.3 Características anatômicas

Por meio da análise de variância dos resultados obtidos, verificou-se 

efeito significativo da interação dos fatores ambiente de cultivo x tipo de 

vedação dos frascos, sobre a estrutura anatômica das plantas estudadas durante a 

fase de enraizamento. 

Analisando-se os ambientes de cultivo separadamente, observaram-se 

diferenças significativas entre estes. Para as epidermes abaxial e adaxial, a maior 

espessura foi observada em casa de vegetação (Tabela 3). 

O efeito do ambiente de cultivo sobre a epiderme das folhas de Annona 

glabra L. foi marcante e evidente (Tabela 3). Verificou-se que a espécie 

apresentou maior espessura da face superior da epiderme ou adaxial quando 

cultivada em ambiente de casa de vegetação sob os diferentes tipos de vedação 

dos frascos, tampa convencional (35,86 m), seguida pela vedação com tampa 

Millipore (34,41 m), sendo próximas às condições in vivo a pleno sol, tidas 
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como plantas testemunhas que apresentou espessura de 40,75 m. No entanto, 

quando cultivadas em sala de crescimento sob vedação convencional, a 

espessura da epiderme adaxial foi menor (23,71 m). 

TABELA 3  Espessura da epiderme da face adaxial, parênquima paliçádico, 
parênquima esponjoso, epiderme da face abaxial e do limbo foliar 
de folhas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM, 
sob influência dos sistemas de vedações dos frascos: tampa 
convencional (TC) e tampa Milipore (TM). Lavras, MG, 2008. 

Sistema de 
vedação

Espessura ( m)
Epiderme 
adaxial 

Epiderme
abaxial 

Parênquima 
paliçádico 

Parênquima
esponjoso 

Limbo
foliar 

Sala de crescimento 
TC 23,71d 16,55d 40,16c 52,53c 132,96e 
TM 31,48c 23,55ab 44,47c 75,49b 176,08cd 

Casa de vegetação 
TC 35,86b 20,60bc 56,82b 68,26b 181,54bc 
TM 34,41bc 24,63a 64,77b 72,18b 194,92b 

In vivo 

Pleno Sol 40,75a 20,62bc 82,82a 143,98a 288,19a 
Matriz (SC) 31,91c 18,89cd 41,66c 67,76b 160,22d 
As médias dentro da coluna seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente 
entre si, a 5%, pelo teste F. 

Pelo fato de a epiderme ser o tecido mais externo dos órgãos vegetais e 

por estar em contato direto com o ambiente, ela fica sujeitas a modificações 

estruturais decorrentes de estresses ambientais em que as plantas se encontram. 

O mesofilo, nas duas condições de cultivo, mostrou-se dorsiventral, 

apresentando parênquima paliçádico na face superior da lâmina (adaxial) e 

parênquima esponjoso na face inferior (abaxial). 
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A espessura da face inferior da epiderme ou face abaxial em A. glabra

foi significativamente inferior em ambos os ambientes de cultivos, quando se 

utilizou a tampa convencional para vedação dos frascos. Verificou-se espessura 

de 16,55 m com o uso da tampa convencional e de 23,55 m nas folhas de 

plantas cultivadas com tampa Millipore. A maior espessura da epiderme (face) 

abaxial foi encontrada em folhas de plantas cultivadas a pleno sol (20,62 m). 

Entretanto, ocorreu maior espessura da epiderme (face) abaxial em plantas 

cultivadas in vitro em casa de vegetação, quando se utilizou tampa Millipore na 

vedação dos frascos (Tabela 3). 

As espessuras da face adaxial foram estatisticamente superiores quando 

se utilizaram tampas Millipore no ambiente casa de vegetação, em comparação 

aos demais tratamentos. 

De maneira geral, o sistema de vedação influenciou o desenvolvimento 

da epiderme abaxial. Em relação às células que compõem o mesofilo, a 

espessura do parênquima paliçádico, na fase de enraizamento, aumenta 

significativamente sob condições de casa de vegetação, quando comparado ao 

das plantas cultivadas em sala de crescimento, quando o tipo de vedação 

utilizado foi a tampa Millipore. Constataram-se maiores espessuras nestes 

ambientes, relativamente próximos às condições in vivo.

As células dos parênquimas podem apresentar características especiais 

que possibilitam o desempenho de atividades essenciais na planta, como 

fotossíntese, reserva, transporte, secreção e excreção (Apezatto-da-Gloria & 

Carmello-Guerreiro, 2006). 
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O sistema de vedação do frasco exerceu influência sobre a espessura do 

parênquima paliçádico durante a fase de enraizamento. As maiores espessuras de 

parênquima clorofiliano podem representar um artifício usado pela planta para 

proteger o citoplasma das células do mesofilo e ou aumentar a superfície de 

contato para a captação de energia luminosa e dos elementos gasosos 

necessários à realização da fotossíntese. 

Serret et al. (1997) observaram também maior desenvolvimento de 

parênquima paliçádico em plantas de Gardenia jasminoides cultivadas in vitro.

Observou-se um aumento na espessura do parênquima esponjoso e, 

conseqüentemente, maior espessura do limbo foliar nas condições de cultivo in

vivo em plantas a pleno sol. Já em condições in vitro, maiores espessuras de 

parênquima esponjoso das folhas foram verificadas no cultivo em casa de 

vegetação. Klich (2000) afirma que essa característica reflete num mecanismo 

estrutural que potencializa a fotossíntese por unidade de área foliar e habilita a 

uma maior eficiência no uso da água. 

Esses resultados estão de acordo com os obtidos por Santos (2007), no 

estudo de respostas morfofisiológicas de videiras cultivadas sob diferentes 

condições in vitro.

Maior espessura de limbo foliar foi constatada em folhas in vivo a pleno 

sol, seguida das plantas cultivadas em casa de vegetação com uso de tampa 

Millipore. Esse espessamento da folha pode estar associado ao tamanho das 

células do mesofilo. O aumento na espessura da folha e células paliçádicas mais 

alongadas constitui um padrão clássico de resposta e de adaptação das plantas à 

alta intensidade de luz (Lee et al., 2000). 

Respostas das folhas de brotações sob influência dos diferentes 

ambientes de cultivo são apresentadas na Tabela 4. 
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TABELA 4  Espessura da epiderme da face adaxial, parênquima paliçádico, 
parênquima esponjoso, epiderme da face abaxial e do limbo foliar 
de folhas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM, 
sob influência dos ambientes sala de crescimento (SC) e casa de 
vegetação (CV). Lavras, MG, 2008. 

Ambiente 
de cultivo 

Espessura ( m)
Epiderme 
adaxial 

Epiderme
abaxial 

Parênquima 
paliçádico 

Parênquima
esponjoso 

Limbo
foliar 

Tampa convencional 
SC 24,44c 17,63c 40,53d 56,31d 138,91d 
CV 35,97a 20,79b 57,32b 70,38b 184,46b 

Tampa Millipore 
SC 31,87b 23,19a 44,73c 69,23c 169,02c 
CV 33,29b 24,34a 62,29a 73,91a 193,83a 
As médias dentro da coluna, seguidas pelas mesmas letras, não diferem 
significativamente entre si, a 5%, pelo teste F. 

Nobel (1991) cita que os fatores ambientais podem afetar a anatomia 

foliar, podendo causar mudanças no número de camadas do mesofilo. A luz 

natural associada ao uso de vedações que permitam trocas gasosas entre os 

ambientes interno do frasco e a atmosfera exerce importante influência sobre a 

anatomia foliar, como já relatado por Deccetti et al. (2008) e Serret et al. (1997). 

O número de estômatos variou significativamente entre as plantas 

cultivadas sob os diferentes ambientes de cultivo (Figura 8). Observou-se que as 

maiores freqüências estomáticas são associadas, geralmente, às condições de 

cultivo in vivo (pleno sol e sala de crescimento), seguidas daquelas plantas em 

condições de cultivo in vitro em ambiente natural (casa de vegetação). 
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Nery et al. (2007) relatam também que as plantas Calophyllum 

brasiliense Cambess. cultivadas a pleno sol apresentaram as maiores médias na 

densidade estomática. Neste trabalho, foram observadas médias 

significativamente superiores nessas condições, entretanto, para o tipo de 

vedação utilizada, não foram encontradas diferenças estatísticas no ambiente 

casa de vegetação e na sala de crescimento (Figura 8). 
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FIGURA 8  Freqüência de estômatos em folhas de Annona glabra L. 
desenvolvidas in vivo e durante o enraizamento in vitro sob 
influência dos ambientes: sala de crescimento (SC) e casa de 
vegetação (CV) e dos tipos de vedações dos frascos: tampa 
convencional (TC) e tampa Milipore (TM). Lavras, MG, 2008. 
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Castro et al. (2007), estudando alterações de folhas de Mikania 

gomerata Sprengel (Asteraceae), verificaram que, em condições de pleno sol (a 

campo), essas folhas apresentavam, em média, 170 estômatos/mm2 e, quando 

eram submetidas a sombreamento de 30%, a quantidade de estômato por mm2

subiu para 217. 

Menores densidades foram observadas em plantas cultivadas em sala de 

crescimento sob vedação dos frascos, tanto com tampa convencional como 

aqueles vedados com tampa Millipore. 

O aumento no número de estômatos no sistema natural (casa de 

vegetação) demonstra que as plantas in vitro apresentam a mesma tendência de 

aumentar a freqüência de estômatos sob maior disponibilidade de luz e CO2.

Esses resultados assemelham-se aos encontrados por Deccetti et al. (2008). 

Silva Júnior (2007) verificou que os estômatos das folhas de plântulas de 

bastão-do-imperador, mantidas in vitro, apresentaram formato circular, 

indicando sua menor funcionalidade em relação aos de formato elíptico, 

encontrados nas plântulas aclimatizadas ou em campo. Diversos estudos 

mencionam que a estrutura dos estômatos das plantas micropropagadas 

apresenta grandes diferenças em relação à observada nas plantas que se 

desenvolvem em ambiente natural (Fráguas, 2003). 

Observou-se que houve interação significativa entre os fatores ambiente 

e sistema de vedação dos frascos nas variáveis diâmetros polar e equatorial. 

Todavia, não foram observadas diferenças significativas para a relação DP/DE 

(Tabela 5). Ainda assim, maiores relações DP/DE foram obtidas em condições 

in vivo (Tabela 6). 
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TABELA 5  Diâmetro equatorial (DE), diâmetro polar (DP), relação DP/DE em 
folhas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM, sob 
influência dos ambientes: sala de crescimento (SC) e casa de 
vegetação (CV) e dos tipos de vedações dos frascos: tampa 
convencional (TC) e tampa Milipore (TM). Lavras, MG, 2008. 

Sistema de 

vedação 

Diâmetro 
equatorial 

( m)

Diâmetro polar 

( m)

Relação  

DP/DE ( m)

SC CV SC CV SC CV 

TC 11,01aA 8,64bB 26,68aA 19,90bB 2,54a 2,40a

TM 8,52bB 10,78aA 16,11bB 21,01aA 1,92a 2,00a 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na mesma coluna e maiúscula na mesma 
linha não diferem estatisticamente, a 5%, pelo teste F. 

Maiores médias para diâmetro equatorial foram obtidas em sala de 

crescimento com sistema de vedação convencional (11,01 µm), seguido do 

tratamento casa de vegetação com sistema de vedação Millipore (8,52 µm). 

Foram verificadas diferenças significativas entre os tipos de vedações dos 

frascos para o diâmetro equatorial. Plantas mantidas em casa de vegetação com 

tampa Millipore na vedação dos frascos apresentaram médias significativamente 

superiores, comparadas aos tratamentos com uso de tampa convencional. 

Foram verificadas maiores médias para diâmetro polar em condições de 

cultivo in vivo em folhas de plantas a pleno sol, seguido de plantas matrizes 

cultivadas em sala de crescimento (Tabela 6), diferentemente da anatomia in 

vitro, em que o melhor resultado foi casa de vegetação com sistema de vedação 

Millipore. Quando se utilizou tampa Millipore em ambiente casa de vegetação, 

foi observado um aumento significativo no diâmetro polar (Tabela 5).  
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TABELA 6  Diâmetro equatorial (DE), diâmetro polar (DP), relação DP/DE em 
folhas de Annona glabra L. cultivada in vivo, sob influência dos 
ambientes: sala de crescimento (SC) e a pleno sol. Lavras, MG, 
2008. 

Ambiente 
de  

cultivo 

Diâmetro 
equatorial  

( m)

Diâmetro polar 
( m) 

Relação 
DP/DE 

In Vivo 

Pleno sol 13,88a 37,04a 2,72a 
Matriz (SC) 13,18a 30,46b 2,42b 
As médias dentro da coluna seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente entre si, 
pelo teste F, a 5%. 

É notório, quanto o uso de vedação com tampa Millipore no ambiente 

casa de vegetação, que as respostas dessas condições de cultivo são mais 

eficientes quando comparadas às do ambiente sala de crescimento quando se 

utilizou a mesma vedação dos frascos. 

As plantas cultivadas em pleno sol apresentaram estômatos com maior 

diâmetro equatorial e polar, seguidas das cultivadas em sala de crescimento. 

Maiores resultados foram observados para diâmetro polar em condições in vivo.

Nas condições de cultivo in vitro, o sistema de vedação para o qual ocorreu 

maior diâmetro polar foi com tampa convencional em sala de crescimento. 

A funcionalidade dos estômatos sob diferentes condições de cultivo, 

condições estas que se aproximem ao ambiente natural, pode impedir a 

excessiva dessecação das plantas micropropagadas após o transplante, 

aumentando as taxas de sobrevivência durante o processo de aclimatização 

(Braga, 2007). De acordo com Khan et al. (2003), a forma elíptica é 

característica de estômatos funcionais, enquanto a forma arredondada está 

associada a estômatos que não apresentam um funcionamento normal. 

As variações nas características das células epidérmicas das folhas de 

Annona glabra sob os diferentes ambientes de cultivo são demonstradas na 

Figura 9. 
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FIGURA 9  Fotomicrografia de seções transversais de folhas de Annona glabra

L. cultivada in vitro sob influência de diferentes ambientes e 
vedações dos frascos: SC-TC (A), SC-TM (B); CV-TC (C); CV-TM 
(D); pleno sol (E); matriz em SC; (F) sala de crescimento (SC), 
tampa convencional (TC) e tampa Milipore (TM). EP – epiderme, 
PP – parênquima paliçádico, PE – parênquima esponjoso e FV – 
feixe vascular. Lavras, MG, 2008. Barras = 50µm. 
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5.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Por meio das análises da superfície foliar na face abaxial da epiderme e 

da face abaxial de A. glabra L., pode-se confirmar que suas folhas são 

hipoestomáticas. 

As análises estruturais revelaram que os estômatos sofreram alterações 

quando as plantas foram submetidas aos ambientes com os diferentes tipos de 

vedações dos frascos. 

Em ambiente casa de vegetação com uso de tampas convencionais na 

vedação dos frascos, verificaram-se danos na superfície da epiderme. Na face 

abaxial da epiderme, as células-guarda apresentam-se deformadas e os estômatos 

mal formados. Foram observadas alterações na superfície adaxial da epiderme 

das folhas de plantas que cresceram no ambiente sala de crescimento, nos 

diferentes tipos de vedações testados. Resultados semelhantes foram reportados 

em jojoba (Apóstolo & Llorente, 2000), em videiras (Santos, 2007) e em 

berinjela (Picoli et al., 2001), em que foram encontradas anormalidades na forma 

e no tamanho das células-guarda. 

Quando foram utilizadas como vedação dos frascos as tampas Millipore, 

constatou-se que os estômatos apresentavam-se aparentemente normais e mais 

elípticos. Constatou-se maior deposição de cera nos tratamentos em casa de 

vegetação, principalmente em frascos vedados com tampa Millipore. Resultados 

semelhantes foram encontrados em plantas de videiras (Santos, 2007). Tanto em 

sala de crescimento como em casa de vegetação, observou-se menor deposição 

de ceras nas folhas de plantas cultivadas em frascos vedados com tampa 

convencional. Outro fato observado foi nas células da epiderme, as quais se 

apresentaram mais alongadas nos tratamentos com tampa convencional, quando 

mantidas tanto em sala de crescimento como em casa de vegetação. 

Nas Figuras 10 e 11 podem ser observadas as variações na morfologia 

dos estômatos e as alterações nas epidermes das folhas. 
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FIGURA 10  Eletromicrografias de varredura da face adaxial da epiderme (A, 
B) e da face abaxial da epiderme (C, D) de folhas de Annona 

glabra L. sob influência de diferentes ambientes e vedações dos 
frascos: SC-TC (A, C), SC-TM (B, D). Sala de crescimento (SC), 
tampa convencional (TC) e tampa Milipore (TM). Lavras, MG, 
2008. Barras = 50µm. 
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FIGURA 11  Eletromicrografias de varredura da face abaxial da epiderme de 
folhas de Annona glabra L. sob influência de diferentes ambientes 
e vedações dos frascos: CV-TC (A, C), CV-TM (B, D), SC-TC 
(C). Sala de crescimento (SC), casa de vegetação (CV), tampa 
convencional (TC) e tampa Milipore (TM). Setas em A e B, danos 
na superfície da epiderme, em C formação de sulcos na superfície 
e, em D, anomalias nos estômatos. Lavras, MG, 2008. Barras = 
50µm.

A

D

C

B



98

De acordo com Santos (2007), as alterações nos estômatos associados 

à redução ou à ausência de cera nas folhas das plantas cultivadas in vitro

relacionam-se à baixa capacidade fotossintética potencial dessas plantas, 

possivelmente algumas das causas que limitam a sobrevivência das mesmas sob 

condições ex vitro. Ainda assim, a redução na deposição de cera está mais 

associada à maior dificuldade de controlar a perda de água das plantas cultivadas 

in vitro.

As células da epiderme das plântulas mantidas in vitro apresentam-se 

mais sinuosas e dotadas de parede menos espessas, o que pode estar relacionado 

com o fato de essas plântulas não apresentarem, ainda, características 

adaptativas contra a perda excessiva de água.

5.5 Aclimatização das plantas de Annona glabra L. 

Tanto as plantas cultivadas em sala de crescimento como aquelas 

provenientes de casa de vegetação tiveram 100% de sobrevivência. A avaliação 

realizada 15 dias após o período de 21 dias de aclimatização demonstrou que o 

comprimento da parte aérea foi significativamente influenciado, tanto pelos tipos 

de vedação como pelos ambientes de cultivos. 

Em decorrência dessas observações, constatou-se que o ambiente casa de 

vegetação e a vedação com tampas Millipore favoreceram o crescimento e o 

desenvolvimento das plantas de Annona glabra L. 

Todas as plantas sobreviventes mostraram-se vigorosas, porém, 

observou-se que, aos 36 dias, houve variação no crescimento das plantas 

mantidas em sala de crescimento. Plantas com maior comprimento foram 

obtidas nas condições de cultivo em casa de vegetação, sob sistema de vedação 

com tampas Millipore (24,89 cm) (Figura 12). Esses resultados eram esperados 

devido ao vigor desenvolvido nas plântulas cultivadas com esse tipo de vedação 

e à maior disponibilidade de luz. 
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Plântulas cultivadas com tampas convencionais na vedação dos frascos 

apresentaram comprimento inferior (20,46 cm), comparadas àquelas cultivadas 

com tampas Millipore (24,89 cm) sob ambiente casa de vegetação. Sob cultivo 

em sala de crescimento com as tampas convencionais, as plantas atingiram 12,33 

cm, enquanto, sob vedação com tampas Millipore, as plantas atingiram 

comprimento máximo de 21,18 cm. 

Os resultados corroboram com Deccetti (2000), na aclimatização de 

mudas também de A. glabra L. De maneira semelhante, Santos (2001) concluiu 

que foi possível a aclimatização de mudas de Coffea arabica e Coffea 

canephora, por um período de 21 dias, provenientes da micropropagação in 

vitro.
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FIGURA 12  Eficiência de aclimatização em plantas de Annona glabra L. após 
desenvolvimento in vitro sob influência dos ambientes: sala de 
crescimento (SC) e casa de vegetação (CV) e dos tipos de 
vedações dos frascos: tampa convencional (TC) e tampa Milipore 
(TM). Lavras, MG, 2008. 
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Em casa de vegetação, verificou-se melhor aclimatização que aquelas em 

sala de crescimento. Dignart (2006) observou que as plântulas de Cattleya 

cultivadas em sala de crescimento tiveram porcentagem de aclimatização 

inferior àquelas mantidas em casa de vegetação e resultaram em menor taxa de 

sobrevivência durante o cultivo in vitro, ressaltando as vantagens de se trabalhar 

em casa de vegetação. 

No desenvolvimento da metodologia de micropropagação de duas 

espécies de Eucalyptus, Pinedo et al. (1990) obtiveram cerca de 80% de 

sobrevivência em E. citriodora, mas não obtiveram êxito na transferência de E.

tereticornis. Este resultado deve-se não só às diferenças entre as espécies, mas 

também às diferenças de cultivo, cujos fatores necessitam ser determinados. 

Esses fatores devem ser otimizados durante a fase in vitro e durante a 

aclimatização na casa de vegetação, a fim de garantir a máxima sobrevivência 

das plântulas. 

O aspecto visual das plantas de A. glabra L. cultivadas após 

desenvolvimento in vitro sob influência dos ambientes sala de crescimento e 

casa de vegetação e dos tipos de vedações dos frascos tampa convencional e 

tampa Millipore, pode ser observado na Figura 13. 
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FIGURA 13  Aclimatização de plantas de Annona glabra L. Plantas no 36o dia 
de aclimatização: CV-TM (A-1,2,3) e CV-TC (A-4,5,6). SC-TC 
(B-1) e SC-TM (B-2). Aspecto geral das plantas mantidas em sala 
de crescimento (C, D). Sala de crescimento (SC) e casa de 
vegetação (CV); tampa convencional (TC) e tampa Milipore 
(TM). LCTP, UFLA, Lavras, MG, 2008.
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6 CONCLUSÕES 

A influência das mudanças na anatomia, na fisiologia e na bioquímica 

sobre o comportamento das brotações de Annona glabra indica que a espécie 

apresenta potencial para desenvolver-se fotoautotroficamente sob ventilação 

natural, com uso das diferentes vedações dos frascos. 

O ambiente de cultivo e o tipo de vedação dos frascos causam alterações 

anatômicas e fisiológicas em Annona glabra L., otimizando o crescimento in 

vitro e maximizando a sobrevivência e a qualidade das plantas durante o 

enraizamento in vitro.

Os teores de amido e sacarose nas folhas de Annona glabra responderam 

às variações de ambiente nas vedações dos frascos utilizadas. A maior síntese de 

AST ocorre em folhas de plantas cultivadas em casa de vegetação, em frascos 

vedados com tampa Millipore. 

A utilização de luz natural (casa de vegetação) associada ao sistema de 

vedação com ventilação natural (tampa Millipore) aumenta as taxas de 

crescimento, o que promove uma adaptação da planta ao ambiente de cultivo, 

minimizando as injúrias na epiderme e as deformações dos estômatos em 

Annona glabra L. 
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CAPÍTULO IV 

EVOLUÇÃO DE O2 FOTOSSINTÉTICO, TEORES DE 
CLOROFILA E PERDA DE ÁGUA DE PLANTAS DE Annona 

glabra L. SOB DIFERENTES AMBIENTES DE CULTIVO 
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1 RESUMO 

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. Evolução de O2 fotossintético, teores de 
clorofila e perda de água de plantas de Annona glabra L. sob diferentes 
ambientes de cultivo. In: ______. Ambiente de cultivo na micropropagação 
de Annona glabra L. 2008. cap. 4, p. 109-137. Dissertação (Mestrado em 
Fisiologia Vegetal) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brasil. * 

Conduziu-se este trabalho com o objetivo de determinar o potencial 
fotossintético, perda de água do tecido foliar e os teores de clorofilas de plantas 
de Annona glabra L nas fases de multiplicação e enraizamento. As plantas 
cresceram sob diferentes ambientes de cultivo (Sala de crescimento e Casa de 
vegetação) e sistema de vedação dos frascos (tampas plásticas transparentes e 
selamento com parafilme, caracterizado como sistema convencional e tampas 
plásticas modificadas, com poros de 0,5 µm como sistema de ventilação 
natural). Após a inoculação em meio WPM suplementado com 30 g L-1 de 
sacarose e 1 g L-1 de carvão ativado, os frascos com as brotações foram mantidos 
na sala de crescimento sob radiação fotossintética ativa de 45-56 mol m-2s-1 a 25 
± 2o C e em casa de vegetação, sob iluminação e temperatura natural. Houve 
variabilidade nas taxas de fotossíntese potencial, teores de clorofila e nos teores 
de água do tecido foliar entre as duas fases da micropropagação de A. glabra L.
As plantas submetidas às condições de casa de vegetação sob sistema de 
vedação com tampa Millipore apresentaram respostas superiores nas taxas 
fotossintéticas durante a multiplicação em relação à fase do enraizamento in

vitro. Os maiores teores de clorofila a, b e total nas folhas foram obtidos durante 
a fase de enraizamento, quando comparadas à fase de multiplicação. Plantas sob 
condições in vivo apresentaram teores mais elevados de clorofilas nas folhas, 
seguidas daquelas cultivadas em condições in vitro no ambiente casa de 
vegetação com tampa Millipore na vedação do frasco. Ao final da avaliação, a 
perda total de água foliar das plantas cultivadas sob sistema convencional foi de 
cerca de 80%, valor similar ao observado para as plantas in vivo cultivadas na 
sala de crescimento. Plantas cultivadas em casa de vegetação apresentam uma 
menor velocidade inicial de perda de água, em relação às plantas cultivadas em 
sala de crescimento. As plantas de A. glabra L. apresentaram adaptabilidade às 
condições de cultivo e características fotossintéticas apropriadas para a 
propagação in vitro, demonstrando grande plasticidade, quando submetida a 
diferentes condições de cultivo. 
_____________________________ 
* Comitê de orientação: Renato Paiva, PhD – UFLA. (Orientador), Dra. Angela 
Maria Soares – UFLA. (Co-orientadora). 
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2 ABSTRACT 

MOREIRA, Cleilton Vasconcelos. Evolution of photosynthetic O2, chlorophyll 
levels and water loss of Annona glabra L. plants under different culture 
environments. In: ______. Culture environment in the micropropagation of 
Annona glabra L. 2008. chap. 4, p. 109-137. Dissertation (M.Sc. in Plant 
Physiology) – Federal University of Lavras, Lavras, MG, Brazil. * 

The objective of this work was to determine the photosynthetic potential, 
water loss of the leaf tissue and chlorophyll levels of Annona glabra L plants 
during the in vitro multiplication and rooting phases. The plants were grown 
under different culture environments (growth room and greenhouse) and flask 
seal systems [transparent plastic cap and sealing with parafilm (conventional 
system) and modified plastic cap, with 0.5 µm pores (natural ventilation)]. After 
the inoculation in WPM medium supplemented with 30 g L-1 sucrose and 1 g L-1

activated charcoal, the flasks with the buds were maintained in a growth room 
under active photosynthetic radiation of 45-56 mol m-2 s-1, 25 ± 2o C and in 
greenhouse, under natural temperature and illumination. There was Variability 
in the rates of potential photosynthesis; chlorophyll levels and leaf water content 
between the two phases of the micropropagation were observed. Plants 
submitted to greenhouse conditions using closure system with Millipore cap 
presented higher photosynthetic rates during the multiplication when compared 
to the in vitro rooting phase. Higher a b and total leaf chlorophyll levels were 
obtained during the rooting phase, when compared to the multiplication phase. 
Plants under in vivo conditions presented higher levels of chlorophylls in the 
leaves, followed by those cultivated on in vitro conditions on greenhouse 
environment using Millipore cap as flask seal. At the end of the evaluation, the 
total loss of leaf water of plants cultivated under conventional system was 
around 80%, similar to the value observed for the in vivo grown plants cultivated 
in growth room. Plants cultivated in greenhouses present a reduced initial water 
loss velocity, in relation to the plants cultivated in growth room. The plants of A.

glabra L. presented adaptability to the culture conditions and adequate 
photosynthetic characteristics for in vitro propagation, showing a high plasticity 
when submitted to different culture conditions. 
___________________________ 
* Guidance Committee: Renato Paiva, PhD (Adviser), – UFLA, Dr. Angela 
Maria Soares (Co-Adviser). – UFLA. 
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3 INTRODUÇÃO 

Os estudos fisiológicos de fatores ambientais ligados à atividade 

fotossintética de plantas em cultura de tecidos são fundamentais para o processo 

de propagação in vitro, bem como o monitoramento do material vegetal até as 

condições ex vitro.

As plantas produzidas por micropropagação apresentam marcantes 

mudanças morfológicas e fisiológicas no âmbito celular, de tecidos e de órgãos 

(Chenevard et al., 1997). Essas alterações reduzem a capacidade de 

sobrevivência e de crescimento dessas plantas após a transferência para o 

ambiente natural, visto que diminuem a habilidade delas em controlar 

eficientemente os processos de perda e absorção de água, mantendo um balanço 

hídrico favorável e a capacidade de suprir a necessidade de energia e carbono 

por meio da fotossíntese. 

Segundo Pasqual (2001), uma vez que as plantas in vitro têm certa 

habilidade fotossintética e desenvolvem autotrofia, tem sido sugerido que, na 

presença de fatores físicos do ambiente, como o CO2 e luz, não é necessário 

adicionar sacarose ao meio de cultura. Dubé & Vidaver (2006) mostraram que a 

elevação da intensidade luminosa, fornecida durante o cultivo in vitro, resultou 

no aumento na fotossíntese. 

As taxas fotossintéticas das plântulas micropropagadas e de mudas são 

altamente dependentes do ambiente in vitro. O fornecimento de condições 

favoráveis à fotossíntese resulta em um crescimento autotrófico para o cultivo in

vitro. Além disso, a modificação nas condições ambientais dentro dos frascos de 

culturas pode melhorar a aclimatização. 

Em bananeira, Kodym & Zapata-Arias (1999) utilizaram a luz natural 

numa intensidade média de 570 mol m-2 s-1 de DFFFA, temperatura de 23-30 
oC e fotoperíodo de 12-16 horas. Nestas condições, houve a maior produção de 



113 

brotos comparativamente a plantas crescidas em luz artificial a 65 µmol m-2s-1,

temperatura de 23 – 29 oC e fotoperíodo de 16 horas. 

A micropropagação fotoautotrófica (sem sacarose) apresenta várias 

vantagens sobre o método heterotrófico (com sacarose), tais como aumento do 

crescimento das plantas, redução do risco de contaminação microbiana, melhoria 

das características fisiológicas da planta e redução do estresse da planta durante 

a aclimatização. Segundo Zobayed et al. (2002), outra grande vantagem da 

micropropagação fotoautotrófica é a possibilidade de usar grandes recipientes de 

cultura, com o risco mínimo de contaminação e, por conseguinte, otimizar o 

crescimento do explante sem uma elevação nos custos e na contaminação do 

meio de cultivo. Respostas benéficas advindas do uso da luz natural (Casa de 

vegetação) foram também reportadas por Talavera et al. (2005) em plantas de 

Cocos nucifera L., que tiveram maior taxa fotossintética do que aquelas 

cultivadas em sala de crescimento convencional. 

Nesse sentido, em virtude das dificuldades para propagação e obtenção 

de mudas por vias convencionais do araticunzeiro, torna-se necessário o estudo 

de aplicações mais nobres dos aspectos relacionados à micropropagação 

fotoautotrófica e utilização da luz natural. 

Portanto, a luz natural pode ser satisfatoriamente utilizada e aumentar a 

eficiência das técnicas de micropropagação. Sendo assim, objetivou-se induzir o 

estímulo do comportamento fotoautotrófico e investigar a resposta aos efeitos do 

ambiente de cultivo e do tipo de vedação dos frascos, utilizando-se variáveis 

fisiológicas como a evolução de oxigênio fotossintético, os teores de clorofila e 

a perda de água das folhas de plantas micropropagadas in vitro de A. glabra L., 

para potencializar a tecnologia convencional de aclimatização e eliminar 

efetivamente o problema de mudança das condições in vitro para ex vitro.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material botânico e condições experimentais 

O estudo foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas 

e na área experimental do Setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de 

Biologia e na área experimental do Departamento de Agricultura da 

Universidade Federal de Lavras (UFLA). 

Para servirem como fonte de material botânico, as plantas matrizes 

foram mantidas em sala de crescimento, sob condições ambientais controladas. 

Os segmentos nodais foram obtidos por meio da secção das hastes caulinares 

jovens (não lenhosas), derivados das matrizes com três anos de idade, oriundas 

da germinação in vitro de sementes coletadas no jardim clonal do 

CPATU/Embrapa, Belém, PA. 

Multiplicação 

Os explantes (segmentos nodais) foram inoculados em frascos contendo 

30 mL do meio MS, solidificado com 7,0 g L-1 de ágar e suplementado com 20,0 

g L-1 de sacarose. O pH do meio cultura foi ajustado para 6,0, antes da 

autoclavagem. 

Foi inoculado um segmento nodal por frasco, que foi vedado com dois 

sistemas diferentes: tampas plásticas transparentes e selamento com parafilme, 

que restringem as trocas de gases entre o recipiente e a atmosfera externa 

(sistema convencional) e tampas plásticas modificadas, contendo um par de 

orifícios (10 mm de diâmetro) cobertos por dois filtros de membranas 

permeáveis a gases (Milliseal, Millipore, Tokyo) com poros de 0,5 m, que 

aumentam a ventilação no recipiente de cultivo (sistema de ventilação natural). 

Em seguida, os frascos foram mantidos em sala de crescimento no escuro, 

durante 15 dias. 
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Após o período de escuro, os recipientes foram transferidos para dois 

ambientes: sala de crescimento (SC) sob condições de alta irradiância (300 mol 

m-2s-1) em (temperatura de 25 ºC + 1 ºC) e em casa de vegetação (CV), sob 

iluminação e temperatura natural. Na casa de vegetação, os frascos foram 

mantidos sobre uma bancada aberta, cerca de 1,5 m de altura e sob tela sombrite 

que permite uma interceptação de 70% da luz solar incidente. 

Na área experimental do Setor de Fisiologia Vegetal, o ambiente da casa 

de vegetação foi caracterizado por um piranômetro acoplado a um datalogger 

(LI – 1400 – LI-COR, Lincoln. Neb.) e por um termo-higrógrafo. Os valores 

médios observados foram temperatura máxima de 36 + 1 ºC, temperatura 

mínima de 26 ºC + 2 ºC, umidade relativa do ar máxima de 59 + 8% e mínima 

de 35 + 8%. A radiação global média, na altura do recipiente de cultivo, foi de 

520 mol m-2s-1, nas semanas de avaliação. 

Enraizamento 

Para promover o enraizamento in vitro, foram utilizadas brotações com, 

no mínimo, 2,0 cm de comprimento e 2 a 3 folhas mais próximas do meristema 

apical, obtidas a partir de segmentos nodais de A. glabra L. germinadas in vitro

e mantidas sob condições controladas em sala de crescimento. As plantas que 

vinham sendo mantidas in vitro foram removidas do meio de multiplicação e 

transferidas para frascos contendo 50 mL do meio Wood plant medium (WPM), 

com metade da concentração dos sais, enriquecidos com 30 g L-1 de sacarose, 

solidificado com 6 g L-1 de Agar. O pH foi ajustado para 5,8 antes da inclusão 

do ágar com adição de 1 g L-1 de carvão ativado, de acordo com protocolo 

estabelecido por Deccetti (2000). Inoculou-se apenas uma brotação em cada 

frasco, em câmara de fluxo laminar. Foram mantidas as mesmas condições de 

vedação dos recipientes de cultivo descritos na fase anterior e os mesmos 

ambientes. 
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Os frascos após serem fechados com os diferentes tipos de vedação, 

foram transferidos para dois ambientes: sala de crescimento (SC) sob condições 

controladas de radiação (43 mol m-2 s-1) e temperatura (25 + 1 ºC) e em casa de 

vegetação (CV), sob iluminação e temperatura natural. 

A caracterização do comportamento diurno da radiação solar e da 

temperatura do ar foi feita por meio de medidas dessas variáveis em dias de céu 

aberto, durante o período de cultivo (12/02/2008 a 12/03/2008), apresentando os 

seguintes parâmetros ambientais: (temperaturas máximas, mínimas e médias de 

26 ºC/ 32 ºC; 16 ºC/ 16 ºC e 20 ºC/ 23 ºC) e (irradiâncias máximas, mínimas e 

médias de 93,95 W.m-2/ 199,69 W.m-2; 11,13 W.m-2/ 10,66 W.m-2 e 49,38 W.m-

2/ 99,43 W.m-2).

Na casa de vegetação do Departamento de Agricultura, os frascos foram 

mantidos sobre uma bancada aberta, cerca de 1,5 m de altura, e sob tela sombrite 

que permite uma interceptação de 50% da luz solar incidente.

4.2 Variáveis avaliadas 

O estudo das características fotossintéticas das plantas sob influência dos 

diferentes ambientes de cultivo e dos dois tipos de vedações dos frascos foi 

realizado ao final de 30 dias das fases de multiplicação e enraizamento do 

araticunzeiro. Para efeito de comparações, foram também realizadas avaliações 

em plantas in vivo com o mesmo número de folhas expandidas. Foram realizadas 

avaliações de evolução de O2 fotossintético, perda de água do tecido foliar e do 

teor de clorofila. 

4.2.1 Evolução de O2 fotossintético 

Para determinar a resposta fotossintética das brotações que cresceram 

sob os diferentes ambientes de cultivo, foram medidas taxas de evolução do O2

fotossintético, utilizando-se o monitor de oxigênio com eletrodo tipo Clark 
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(Hansatech, UK) sob saturação de CO2 e temperatura ótima de 35 ºC. As 

avaliações foram realizadas utilizando-se densidade de fluxo de fótons 

fotossinteticamente ativos (DFFFA) saturante de 1.400 mol m-2s-1, conforme 

determinado por Deccetti (2004), por um quantômetro acoplado a um porômetro 

(modelo 1600M; LI-COR, Lincoln. Neb.). A fonte de luz utilizada foi uma 

lâmpada de halogênio. 

Em cada determinação, foram utilizadas folhas expandidas de duas 

brotações, com aspecto visual semelhante e procedeu-se à medida da área foliar. 

Para cada condição ambiental foram realizadas três determinações (repetições). 

4.2.2 Teores de clorofila 

Para quantificar os teores de clorofila ao final da fase de multiplicação, 

foram utilizadas três amostras de 100 mg de tecido foliar fresco para cada 

ambiente de cultivo. Por conseguinte, a determinação do teor de clorofila da fase 

de enraizamento foi realizada, no final do período experimental, em seis plantas 

por tratamento, tomadas aleatoriamente. 

De cada planta foram retiradas as folhas completamente expandidas e 

acondicionadas em papel alumínio. Posteriormente, foram colocadas em caixa 

de isopor e mantidas em refrigerador. 

As concentrações de clorofila a, b e total foram determinadas de acordo 

com o método de Arnon (1949), após a obtenção dos dados de absorbância com 

base nas leituras em espectofotômetro a 663 e 645 nm. 

4.2.3 Perda de água do tecido foliar 

Em intervalos de 10 minutos, durante um período de 110 minutos, discos 

foliares de 10 mm² foram pesados para determinar a perda de água dos tecidos. 

Foram utilizados seis discos foliares (folhas expandidas) para cada tratamento, 
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da fase de multiplicação. No final do período, os discos foram submetidos à 

secagem em estufa, a 60 ºC, por 48 horas, para a obtenção da massa seca. 

Os valores de perda de água foram expressos como porcentagem do 

conteúdo total de água do tecido foliar. 

4.3 Delineamento experimental e análise estatística 

Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente 

casualizado, sendo constituídos, durante as fases de multiplicação e 

enraizamento, por seis tratamentos de cultivo in vitro, num fatorial de 2x2x2: (2 

ambientes: SC e CV) x (2 sistemas de vedação do recipiente de cultivo) x (2 

fases da micropropagação). As plantas a pleno sol e as plantas matrizes foram 

tratamentos adicionais, como testemunhas. O esquema experimental pode ser 

observado na Figura 1. 

O programa Sisvar 4.3 (Ferreira, 2003) foi utilizado para a realização das 

análises de variância e dos testes para a comparação dos contrastes entre médias. 

As médias foram comparadas pelo Teste F, a 5% de probabilidade. 
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Annona glabra L.: (A) multiplicação, (B) enraizamento. LCTP, 
UFLA, Lavras, MG, 2008. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Evolução de O2 fotossintético 

O potencial fotossintético, expresso pela taxa de evolução de oxigênio, 

das brotações submetidas aos ambientes de casa de vegetação e sala de 

crescimento e aos dois sistemas de vedação, foi avaliado no final das fases de 

multiplicação e enraizamento. 

Os resultados deste estudo mostram que o ambiente de cultivo e o tipo de 

vedação dos frascos alteram de forma significativa o desempenho fotossintético 

de plantas de Annona glaba L. para o ambiente sala de crescimento (Figura 2A). 

Não houve diferença significativa (P>0,05) no potencial fotossintético quando 

são comparados os dois sistemas de vedação dos recipientes. No ambiente casa 

de vegetação, o sistema de vedação que permite a ventilação natural 

proporcionou maior capacidade fotossintética do que o sistema de vedação 

convencional. Dentre os dois ambientes avaliados, na fase de multiplicação, os 

maiores valores da taxa de evolução de oxigênio foram observados no ambiente 

casa de vegetação (P<0,05).

Em geral, a intensidade da luz na faixa de 400 a 500 µmol m-2s-1 melhora 

a atividade fotossintética (Desjardins, 1995). Irradiâncias superiores àquelas 

necessárias para saturar a fotossíntese podem causar fotoinibição da fotossíntese. 

O potencial fotossintético das plantas in vivo utilizadas como matrizes e 

mantidas em condição de sala de crescimento foi semelhante ao observado para 

as plantas cultivadas in vitro sob as mesmas condições ambientais (P>0,05). Já 

as plantas mantidas em ambiente natural, a pleno sol, apresentaram potencial 

fotossintético semelhante ao observado para as plantas in vitro cultivadas em 

casa de vegetação, utilizando sistema de vedação convencional. 

As brotações in vitro na fase de enraizamento (Figura 2B) apresentaram 

diferentes respostas fotossintéticas às condições de cultivos testadas. No 
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ambiente casa de vegetação com vedação da tampa Millipore, as taxas 

fotossintéticas atingiram 25,6 µmol m-2s-1, enquanto, sob vedação convencional 

em ambiente sala de crescimento, as taxas máximas foram de 14,1 µmol m-2s-1.

Maiores taxas fotossintéticas são evidenciadas no ambiente casa de vegetação, 

tanto na fase de multiplicação como na fase de enraizamento das brotações de 

Annona glabra L. 

Resultados semelhantes foram reportados por Deccetti et al. (2008), 

trabalhando com a mesma espécie de Annonácea, sob diferentes níveis de 

irradiância. 
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FIGURA 2  Taxas de evolução do O2 fotossintético das brotações de Annona 

glabra L. ao término da multiplicação (A) e do enraizamento (B) in
vitro sob influência dos ambientes: sala de crescimento (SC), casa 
de vegetação (CV) e de plantas in vivo em ambiente natural (pleno 
sol e matriz mantida em (SC) e dos tipos de vedações dos frascos: 
tampa convencional (TC) e tampa Millipore (TM), medido a 1.400 
umol m-2 s-1. LCTP, UFLA, Lavras, MG, 2008. 
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Os resultados indicam que, nas brotações cultivadas em sala de 

crescimento, as taxas fotossintéticas, independente do tipo de vedação, foram 

inferiores nas duas fases da micropropagação, quando comparadas as taxas 

fotossintéticas das plantas em casa de vegetação. Porém, quando se considera a 

taxa fotossintética máxima sob vedação Millipore, em casa de vegetação, podem 

ser observadas taxas superiores. Nas condições comumente utilizadas na 

multiplicação e no enraizamento da Annona glabra L., sob cultivo em sala de 

crescimento, podem ser observadas variações não significativas na capacidade 

fotossintética das brotações em ambas as fases da micropropagação. 

DaMatta et al. (2007) relataram que, independentemente da irradiância, 

plantas de cafeeiro exibem capacidade fotossintética potencial relativamente 

elevada (30-40 µmol O2 m-2s-1). Para os dados ora apresentados, as brotações 

cultivadas em sala de crescimento, sob sistema de vedação convencional, 

apresentaram taxa fotossintética de 12,7 µmol m-2s-1, enquanto, sob mesmo 

sistema de vedação, em casa de vegetação, a taxa foi de 21,6 µmol m-2s-1. Com a 

utilização de tampas Millipore, verificaram-se as taxas fotossintéticas de 27 

µmol m-2s-1 e 14,9 µmol m-2s-1 nos ambientes casa de vegetação e sala de 

crescimento, ao final da fase de multiplicação, respectivamente. 

Portanto, o uso de vedação dos frascos com tampa Millipore promove o 

aumento na disponibilidade de CO2 no interior do recipiente de cultivo. Sugere-

se que a baixa disponibilidade de CO2 no interior do recipiente pode contribuir 

para o desenvolvimento da fotoinibição, pela diminuição do ponto de saturação 

da fotossíntese pela luz (Deccetti, 2004) e, assim, a redução nas taxas 

fotossintéticas (Dimassi-Theriou & Bossabalidis, 1997). 

Alguns trabalhos realizados sob condições de radiação mostram a 

ocorrência de fotoinibição, como relatado por Eickmeier et al. (1993), 

trabalhando com Selaginella lepidophylla, sob intensidades de luz de 2.000 

mol.m-2.s-1. Deccetti (2004) relata ocorrência de fotoinibição durante a fase de 
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multiplicação em plantas de Annona glabra L. cultivadas sob nível elevado de 

irradiância e sistema de vedação convencional. Registre-se que, sob sistema de 

ventilação natural (tampas Millipore), as taxas fotossintéticas atingem valores 

superiores à taxa fotossintética das brotações sob condição de cultivo 

convencional (Deccetti, 2004). 

Ao término da fase de enraizamento, as brotações produzidas sob 

ambiente sala de crescimento e sistema de vedação convencional apresentam 

taxa fotossintética de 10,7 µmol m-2s-1 e, no mesmo ambiente com vedação 

Millipore, a taxa fotossintética foi de 14,12 µmol m-2s-1 (Figura 2B). Esses 

valores são inferiores aos tratamentos submetidos à casa de vegetação. Essa 

redução da fotossíntese pode ser atribuída à fotoinibição ou ao aparato 

fotossintético ineficiente, característico do hábito heterotrófico das plântulas 

micropropagadas. De acordo com Inoue et al. (1998), as plântulas de Eucalyptus 

tereticornis sm. cultivadas com sacarose exibiram uma fotossíntese 

significativamente menor que aquelas cultivadas na ausência desse carboidrato. 

De maneira geral, sob sistema de cultivo natural (casa de vegetação), as 

taxas fotossintéticas foram superiores em relação ao sistema convencional (sala 

de crescimento), inclusive sob vedação com tampa Millipore. Nessas condições, 

ao final do enraizamento, verificaram-se as taxas fotossintéticas de 18,07 µmol 

m-2s-1 e 26,6 µmol m-2s-1, com vedação convencional e com tampa Millipore, 

respectivamente. Deccetti (2004) também demonstrou que, no sistema de 

ventilação natural (tampa Millipore), foram observados aumentos na taxa 

fotossintética nos níveis de irradiâncias testados, no cultivo in vitro de Annona 

glabra, sugerindo maior habilidade fotossintética na fase de enraizamento. 

Registre-se que maiores níveis de irradiância durante o cultivo in vitro podem 

proporcionar maior capacidade fotossintética às brotações, especialmente 

quando há maior disponibilidade de CO2 no recipiente de cultivo (Deccetti et al., 

2008). 
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Em algumas espécies cultivadas in vitro tem sido demonstrado que o 

aumento da concentração de CO2 no interior do recipiente aumenta a 

fotossíntese e torna as plantas fotossinteticamente mais adaptadas às condições 

de maior luminosidade. Entre elas, destacam-se o morangueiro (Arai et al., 

1991); a Batata (Park et al., 2004); a Videira (Santos, 2007) e em cana-de-açúcar 

(Crespo, 2007). Niu et al. (1998) também obtiveram maiores taxas 

fotossintéticas em plantas de Solanum tuberosum e Lycopersicon esculentum

Mill. com o aumento na disponibilidade de luz e CO2 sob cultivo 

fotomixotrófico. 

Os resultados demonstraram que, durante as fases de multiplicação e 

enraizamento, a capacidade fotossintética das brotações cultivadas em casa de 

vegetação aumenta e as brotações respondem positivamente ao ambiente de 

cultivo com a utilização da tampa Millipore como vedação dos frascos. Sugere-

se que o aumento na disponibilidade de luz e CO2 resulta em plantas com maior 

habilidade fotossintética. 

De maneia geral, o aumento na taxa fotossintética foi verificado, 

principalmente, na fase de multiplicação. Nessas condições, as brotações podem 

ter expressado completamente a sua capacidade fotossintética, principalmente 

com o uso da vedação com tampa Millipore, visto que favoreceram o processo 

fotossintético pelo aumento das trocas gasosas e disponibilidade de CO2. Esse 

fato também foi observado por Deccetti (2004) em brotações expostas a maiores 

níveis de irradiância. 

Cassol et al. (2007) observaram que a taxa fotossintética bruta, expressa 

como a taxa de evolução do oxigênio, variaram em Mentha piperita L. em 

função da intensidade luminosa. Esse fato pode ter contribuído para uma melhor 

resposta do aparelho fotossintetizante das brotações produzidas em casa de 

vegetação à temperatura de 35 ºC. Medina et al. (2002) obtiveram aumento de 

aproximadamente 40% na taxa de fotossíntese de mudas de laranjeira ‘Natal’ 
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nas horas mais quentes do dia com o uso de telas aluminizadas refletoras da luz 

solar. 

De acordo com Deccetti et al. (2008), menores níveis de irradiância 

mantêm o aparato fotossintético menos adaptado ao aumento nos níveis de 

irradiância para as plantas de araticunzeiro cultivadas in vitro em sala de 

crescimento. Todavia, a redução gradual das fontes de carboidrato do meio 

durante o cultivo in vitro maximiza a fotossíntese in vitro pelo uso de sistemas 

de ventilação natural e cultivo em ambiente semelhante às condições naturais 

(casa de vegetação). 

5.2 Teores de clorofila 

Avaliando-se os teores de clorofilas nas folhas para os tratamentos, 

foram observadas interações significativas para os fatores ambiente e tipo de 

vedação dos frascos, nas concentrações de clorofila a, b e total. 

Os maiores teores de clorofila ao final da fase de multiplicação foram 

observados em brotações sob vedação Millipore e em casa de vegetação. De 

maneira geral, o conteúdo de clorofila das brotações sob essas condições 

ambientais é semelhante aos valores observados para as plantas in vivo (Tabela 

1).
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TABELA 1  Teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total (a + b) e razão 
clorofila a/b em plantas Annona glabra L. desenvolvidas durante o 
período de multiplicação e enraizamento sob influência dos 
ambientes: sala de crescimento (SC), casa de vegetação (CV) e de 
plantas in vivo em ambiente natural (matriz (CV) e pleno sol) e 
dos tipos de vedações dos frascos: tampa convencional (TC) e 
tampa Millipore (TM). LCTP, UFLA, Lavras, MG, 2008. 

Teor de clorofila (mg g-1MF)* 

Sistema de 

vedação 

Clorofila  

a

Clorofila  

b

Total 

(a + b)

a/b

Multiplicação 

 SC CV SC CV SC CV SC CV 

TC 0,72a  0,74b 0,38b 0,52b 1,10a 1,26b 1,90a 1,90a 

TM 0,60a  1,73a 0,31b 1,04a 0,91a 2,77a 2,12a 1,66a 

Enraizamento 

TC 1,89a 1,55b 0,70a 0,63b 2,59a 2,18b 2,70a 2,46a 

TM 1,65b 2,20a 0,68a 0,84a 2,33b 3,04a 2,43b 2,62a 

In vivo 

Matriz (CV) 2,79a 1,32b 4,11a 2,12a 

Pleno Sol 1,73b 1,03b 2,76b 1,68a 

Os valores representam a média de cinco repetições. Em cada fase da propagação e para 
cada sistema de vedação do frasco, as médias dentro da coluna, seguidas pelas mesmas 
letras, não diferem entre si, pelo teste F, a 5% de probabilidade. 
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A síntese de clorofilas parece ser reduzida em condições in vitro. Já em 

plantas in vivo verificaram-se maiores teores de clorofilas a, b e total, 

especialmente as plantas matrizes, mantidas em sala de crescimento, que 

apresentam valores significativamente maiores (P<0,05) que as plantas a pleno 

sol.

As menores concentrações de clorofila a foram observadas em ambiente 

sala de crescimento, fato observado em ambas as fases da micropropagação. As 

concentrações de clorofila a nesse ambiente não diferiram significativamente 

nos dois tipos de vedações testadas na fase de multiplicação. Plantas cultivadas 

in vitro em casa de vegetação resultaram em maior média com uso de tampa 

Millipore na vedação dos frascos. 

Para a clorofila b, observou-se que os tratamentos com vedação 

convencional resultaram em menores valores e os demais tratamentos foram 

similares nas fases de multiplicação e no enraizamento. De maneira contrária, 

Braga (2006) relata que plântulas de crisântemo cultivadas em sala de 

crescimento apresentaram maiores teores clorofila b. Provavelmente, a 

diminuição da quantidade de clorofila b em relação à clorofila a estaria 

relacionada à menor proporção de Fotossistema II, que é mais rico em clorofila b

que a, em relação ao Fotossistema I. 

Diversos autores (Dignart, 2006; Nakazono et al., 2001) têm relatado que 

não encontraram diferenças significativas para os teores de clorofila b em 

plantas cultivadas sob sombreamento. 

A concentração de clorofila total nas folhas sob condições de cultivo em 

sala de crescimento constitui uma resposta freqüentemente observada, visto que, 

sob essa condição, a planta investe mais assimilados no complexo proteína-

clorofila do aparelho fotossintético para otimizar a captação de luz (Amâncio et 

al., 1999). Geralmente, a clorofila e os carotenóides tendem a aumentar sua 
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concentração, com a redução da intensidade luminosa (Ferraz & Silva, 2001; 

Fontes & Silva, 2001). 

Os resultados obtidos para as plantas cultivadas sob vedação Millipore e 

luz natural, em casa de vegetação, comprovam o melhor desempenho 

fotossintético observado para essas plantas. Os maiores teores de clorofilas 

observados para esse tratamento, em relação aos outros cultivos in vitro, podem 

indicar um rápido consumo da sacarose do meio de cultura, o que permite uma 

maior biossíntese de clorofila ao final da fase de multiplicação. 

Registre-se que diversos autores (Adelberg et al., 1999; Kanechi et al., 

1998; Chenevard et al., 1997) têm relatado que a presença da sacarose no meio 

de cultura tem sido considerada a principal causa da redução nos teores de 

clorofila e, conseqüentemente, na fotossíntese. 

A relação clorofila a/b não apresentou diferença entre os tratamentos, na 

fase de multiplicação, apesar da diferença observada nos teores de clorofila a, b

e total (Tabela1). 

Apesar de alguns estudos indicarem que, na condição in vitro, pode 

ocorrer um decréscimo do conteúdo de clorofilas, tal não se verificou para 

Annona glabra L., no enraizamento das brotações. Foram observados teores de 

clorofila similares, em alguns casos até superior, às condições de cultivo in vivo.

Contudo, a utilização de tampas Millipore na vedação dos frascos sob ambiente 

de casa de vegetação pode ter levado a um aumento da síntese clorofiliana nestas 

condições de cultivo. 

Na fase de enraizamento, verificam-se diferenças estatísticas na relação 

clorofila a/b, para os ambientes e no sistema de vedação dos frascos. A relação 

de clorofila a/b na fase de enraizamento foi maior em sala de crescimento com a 

vedação convencional dos frascos. Já os menores valores foram obtidos nos 

tratamentos em casa de vegetação, não diferindo estatisticamente entre as 

vedações dos frascos (Tabela 1). Esses resultados concordam com Deccetti 
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(2004), que obteve maiores teores de clorofila a, b e total nas folhas durante a 

fase de enraizamento, quando comparadas à fase de multiplicação. 

Plantas mantidas sob vedação com tampa Millipore apresentaram 

variações nos teores de clorofila relativamente superiores, nesta fase, em relação 

à fase de multiplicação, com valores próximos a 3,04 mg g-1.

Os teores de clorofila b na fase de enraizamento mostraram-se superiores 

comparados à fase de multiplicação. Scalon et al. (2002) afirmam que o aumento 

da clorofila b nas folhas é uma característica importante porque a clorofila b

capta energia de outros comprimentos de onda e a transfere para a clorofila a

que efetivamente atua nas reações fotoquímicas da fotossíntese e representa um 

mecanismo de adaptação à condição de menor intensidade luminosa. 

Os teores de clorofila total das plantas in vitro são similares aos relatados 

por Oliveira (2006), Deccetti (2004) e Santana (2003). Os valores observados 

são consideravelmente altos, demonstrando que os teores de clorofila não seriam 

limitantes ao funcionamento do aparato fotossintético in vitro. Dessa forma, as 

condições impostas pela cultura in vitro parecem não afetar a síntese e o 

conteúdo de clorofila em Annona glabra L.

5.3 Perda de água do tecido foliar 

A perda de água dos tecidos foliares após a retirada das plantas dos 

recipientes de cultivo, ao final da fase de multiplicação, mostra a influência do 

sistema de vedação e do ambiente de cultivo (Figura 3).  
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FIGURA 3  Porcentagem de perda de água durante 120 minutos de exposição à 
umidade relativa de 50-60% das folhas de Annona glabra L. 
desenvolvidas sob sistema convencional (C) ou ventilação natural 
(N) e em sala de crescimento (SC) e casa de vegetação (CV) e de 
plantas in vivo em ambiente natural (pleno sol) ou sala de 
crescimento (matriz). Cada ponto representa a média de 4 
repetições. Em cada tempo de determinação, as diferentes letras 
indicam diferença significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste F. 
LCTP, UFLA, Lavras, MG, 2008. 

Observa-se que as plantas cultivadas em recipientes com vedação 

convencional, independente do ambiente, sofreram uma dessecação mais 

acentuada nos primeiros minutos de avaliação em relação às plantas cultivadas 

com sistema de ventilação natural, sendo as diferenças progressivamente 

acentuadas com o aumento no tempo de exposição.  

Ao final da avaliação, a perda total de água foliar das plantas cultivadas 

sob sistema convencional foi de cerca de 80%, igual ao observado para as 

plantas in vivo cultivadas na sala de crescimento (P<0,05). Para as plantas 

cultivadas sob ventilação natural (tampa Millipore) e aquelas cultivadas in vivo a 

pleno sol, a perda de água não ultrapassa os 30% ao final do período de 



131 

determinação, o que representa menos da metade da quantidade de água perdida 

no mesmo período pelas plantas que se desenvolveram sob sistema convencional 

ou as plantas matrizes. Resultados semelhantes foram reportados por Deccetti et 

al. (2008), que verificaram uma variação de 66% a 89% de perdas de água do 

tecido foliar nas plantas, após o término do enraizamento in vitro sob sistema 

convencional e 13% a 33% de perda de água do tecido naquelas cultivadas in 

vitro sob ventilação natural. 

De acordo com os resultados, foi possível observar que as plantas 

cultivadas em casa de vegetação apresentaram menor velocidade inicial de perda 

de água, em relação às plantas cultivadas em sala de crescimento que, 

independente do sistema de vedação dos recipientes, perdem água mais 

rapidamente, no início do período de avaliação. Esses resultados podem indicar 

uma maior resistência à perda de água das plantas cultivadas em casa de 

vegetação.

Resultados mais eficientes foram obtidos na casa de vegetação, 

utilizando tampas com membrana Millipore. As plantas produzidas com esse 

tratamento otimizaram a capacidade para controlar as perdas de água, 

comparadas às dos demais tratamentos. Além disso, outras vantagens associadas 

a essas condições de cultivo incluem rustificação antecipada das plântulas in

vitro, melhoria das características fisiológicas da planta (devido ao fato de as 

condições ambientais de cultivo serem mais naturais) e a redução do estresse da 

planta durante a aclimatização (aumentando a percentagem de sobrevivência das 

mudas) (Pasqual et al., 2008). 

A influência da utilização de umidades mais baixas do que as 

convencionais sobre a capacidade da planta de controlar a perda de água também 

tem sido descrita em outras espécies cultivadas in vitro, como Prunus cerasifera

(Sciutti & Morini, 1995) e Malus domestica (Brainerd & Fuchigami, 1981). O 

aumento na intensidade luminosa e a redução na umidade relativa do ar durante 
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o cultivo in vitro induzem as mesmas modificações anatômicas observadas nas 

plantas durante o período de aclimatização na casa de vegetação, como o 

aumento na deposição de cera epicuticular e a redução no tamanho e na 

freqüência dos estômatos Capellades et al. (1990). 

O fechamento dos estômatos, como tentativa de manter o conteúdo 

hídrico favorável nos tecidos por maior tempo possível, é uma das primeiras 

linhas de defesa contra a dessecação. O fechamento estomático, porém, restringe 

a troca de gases entre o interior da folha e a atmosfera, reduzindo a assimilação 

de CO2 por meio da fotossíntese (Larcher, 2000; Deccetii, 2004). 

O aumento na capacidade de controle da perda de água pode ser de 

extrema importância para prevenir a dessecação das plantas de Annona glabra L.

durante a aclimatização e garantir a sua sobrevivência após a transferência para 

o ambiente natural. 
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6 CONCLUSÕES 

O ambiente de cultivo afeta as características fotossintéticas, os teores de 

clorofilas foliares e o conteúdo de água em plantas de Annona glabra L., 

demonstrando a grande plasticidade desta espécie, quando submetida a 

diferentes condições de cultivo. 

Melhor desempenho das plantas, em termos de eficiência fotossintética, 

ocorre em condições naturais de cultivos, formando mudas de melhor padrão e 

qualidade. A perda de água diminui nas folhas que se desenvolvem sob 

ventilação natural, principalmente aliada à alta irradiância em casa de vegetação. 
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