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RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Controle da morfogénese in vitro em
algumas espécies de Annonaceae. 2003. 237 p. Tese (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A familia Annonaceae inclui aproximadamente 130 géneros. Desses, quatro
(Annona, Rollinia, Duguetia e Asimina) produzem frutos comestiveis. As
espécies com maior importincia comercial sdo propagadas sexual e
vegetativamente. A propagacdo pela via sexual contribui para a produgdo de
plantas heterogéneas, com caracteristicas agrondmicas indesejaveis. Além disso,
os métodos de propagagdo sexuada podem produzir porta-enxertos com variagdo
na resisténcia a doengas, no vigor e, conseqgilentemente, desuniformidade no
crescimento da copa, afetando a produgdo. Objetivou-se estudar o controle da
morfogénese in vitro em A. squamosa L., A. glabra L, A. coriacea Mart., A.
cauliflora Mart., A. bahiensis St. Hill. e Rollinia sylvatica St. Hill. verificando o
efeito do uso de 1) fungicida, antibidtico, antioxidante e absorventes de
compostos fenolicos, 2) diferentes fontes de carbono, 3) reguladores de
crescimento e, 4) tipos de selamento dos tubos de ensaio, com vistas a
implantagdio de um BAG in vitro e obtengdo de um protocolo de
micropropagagao das espécies estudadas. Os resultados mostraram que nao foi
possivel regenerar plantas a partir de segmentos foliares de R. sylvatica. O
estabelecimento in vitro de A. glabra, A. cauliflora, A. coriacea, A. bahiensis e
R. sylvatica via segmento nodal foi obtido utilizando apenas o BAP como
indutor. As folhas cotiledonares apresentaram maior potencial organogénico
para a micropropagagdo de A. squamosa. A indugdo de multiplas brotagdes
adventicias em hipocétilos e epicétilos de A. squamosa foi induzida apenas com
o uso do BAP como indutor. O potencial regenerativo do hipocétilo foi maior
que o do epicétilo. A polaridade dos explantes afetou a organogénese e o maior
numero de brotagdes (8,30 por explante) foi obtido em hipocétilos inoculados na
posi¢do vertical normal. A inoculagio de segmentos de hipocétilos e epicétilos
na orientagdo vertical constituiu um método eficiente para a regeneragdo de
plantas de A. squamosa. A aeragdo dos recipientes de cultura foi um dos fatores
que mais contribuiu na morfogénese in vitro de brotagdes de A. glabra, além de
controlar a processo de abscisdo foliar. A aeragdo das culturas combinada com
uma redu¢do no conteido de sacarose no meio de cultura para 58,42 ou 29,21

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Eurico Eduardo Pinto de
Lemos - UFAL.



mM trouxe ganhos de 17 e 23 vezes na matéria seca das brotagdes,
respectivamente. A aquisi¢io do comportamento fotoautotrofico em A. glabra
foi obtido com sucesso durante a fase de enraizamento in vitro. O enraizamento
de brotagdes de A. glabra em condigdes fotoautotroficas permitiu
desenvolvimento anatomo-fisiologico semelhante aquele observado em
condi¢des ex vitro, o que tomou a aclimatizagdo mais facil e rapida,
minimizando as perdas nesse processo crucial da propagagio in vitro.



ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Control of the in vitro morphogenesis in
some Annonaceae species. 2003. 237 p. Thesis (Doctorate in Plant
Physiology)”

The Annonaceae includes approximately 130 genera. Four genera (Annona,
Rollinia, Duguetia and Asimina) produce edible fruits. Most commercially
important Annona species are propagated through seeds, grafting or budding.
However, sexual propagation methods have contributed to produce
heterogeneous plants with undesirable agronomic characteristics, furthermore
seedling rootstocks produced by sexual propagation methods vary in vigor and
disease resistance and the consequent variation in scion growth has major effects
on yield. The present work have been developed at the Universidade Federal de
Lavras and the objective was to study the control of the in vitro morphogenesis
of A. squamosa L., A. glabra L, A. coriacea Mart., A. cauliflora Mart., A.
bahiensis St. Hill. and Rollinia sylvatica St. Hill. using antioxidant (ascorbic
acid), absorbant (PVP and activated charcoal), different carbon sources, growth
regulators and types of tube sealing in order to obtain an in vitro plant gene bank
as well as a protocol for the micropropagation of these species. The results
showed that no plant regeneration was obtained from R. silvatica leaf segment
explants. The in vitro establishment of A. glabra, A. cauliflora, A. coriacea, A.
bahiensis and R. sylvatica through nodal segment was obtained using BAP as
inductor. The cotyledonary leaf explants presented the best organogenic
potential for the micropropagation of A. squamosa. The induction of
adventitious multiple shoots in hypocotyl and epicotyl segments of A. squamosa
were obtained successful using BAP as inductor. The regenerative potential of
the hypocotyl was larger than epicotyl. The explant polarity affected the
organogenesis and the largest hypocotyls shoot number (8.3 per explant) was
found in explants inserted vertically in the normal position. The incubation of
hypocotyl and epicotyl segments in the vertical orientation constituted an
efficient system for regenerating plants of A. squamosa. Aeration of culture
vessel was the factor showing higher contribution to in vitro morphogenesis of
shoots growth, besides the control of the leaf abscission process. Aeration of
cultures combined with a reduction of the sucrose concentration in culture

* Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Major Professor), Eurico Eduardo Pinto
de Lemos - UFAL.
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medium to 58.42 or 29.21 mM sucrose, allowed increments of 17 and 23 fold in
the dry weight of the shoots, respectively. The methods of tube sealing using
cotton tampon or plastic cap without PVC film brought significant gain in
percentage of rooting, length and dry weight of roots in A. glabra shoots and
stem cuttings. The acquisition of the photoautotrophic behavior in A. glabra has
been obtained with success during the in vitro rooting phase. In vitro
photoautotrophic rooting of shoots stimulated an anatomical and physiological
development similar to that observed at ex vifro conditions, tuming the
acclimatization easier and faster minimizing losses at this crucial process of in
vitro plant propagation.
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CAPITULO L

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O Brasil vem, a cada ano, intensificando sua participagdo no mercado
internacional de frutos. A exportagdo estid baseada em frutas exéticas de clima
temperado ou tropicais e subtropicais ja adaptadas. Ndo obstante seja elevado o
numero de espécies autoctones que produzem frutas comestiveis que desde a era
pré-colombiana foram conhecidas e utilizadas pelas populagdes indigenas, quase
a totalidade delas permanece silvestre, sendo utilizada pelo extrativismo
regional. Muitas dessas espécies tém grande potencial de exportagdo, tanto para
os mercados do sudeste e sul do pais quanto para o mercado exterior, ainda
inexplorado.

Atualmente, varias espécies estdo sob o risco de extingdo por diferentes
motivos, entre os quais a destrui¢do a ritmo acelerado das vegetagdes nativas
pelo avanco das fronteiras agricolas e pelo extrativismo. Durante uma parte do
ano, inimeras familias tém na colheita e venda dos Araticuns uma importante
fonte de renda. Entre essas espécies, listam-se algumas pesquisadas neste
trabalho: Annona cauliflora Mart., A. coriacea Mart., A. glabra L, A. bahiensis
St. Hill. (endémica da regido sul da Bahia) e Rollinia sylvatica (St. Hill.) Mart.

Além do extrativismo dos frutos destas plantas, existem ameagas que se
agravam com a expansio da fronteira agricola, industrias madereiras e
carvoarias no bioma cerrado, o que coloca em risco espécies como A. coriacea e
A. crassiflora Mart. Na mata atlintica correm risco de extingdo espécies
endémicas como A. bahiensis, e na caatinga, R. sylvatica.

Paralelamente as outras agdes conservacionistas, a conservagio in vitro é
uma altemativa que pode ser desenvolvida para espécies dessa familia. A base
da conservagio in vitro é o conhecimento da morfogénese que, uma vez

entendido, pode ser utilizado para a produgio de mudas de qualidade em larga
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escala, contribuindo para o aumento de populagdes degradadas pelo
extrativismo,

Algumas estratégias de preservagdo devem ser -adotadas para evitar o
desaparecimento de diversas espécies de Annona. Detre essas, destacam-se a
conservagdo in situ (reservas ambientais) e os bancos de germoplama. As
reservas ambientais sdo de dificil manutengio devido a falta de fiscalizagdo e a
ocupagao indevida.

Os bancos de germoplama podem ser formados pelo armazenamento de
sementes, pela multiplicagdo dos vegetais em sistemas protegidos ou pelo uso de
sistemas de micropropagacao.

O estabelecimento de bancos de germoplasma in vitro baseia-se na
utilizagdo de técnicas de cultura de tecidos, sendo indicado para a multiplicagdo
de germoplasmas ameagados ou que tenham ciclos reprodutivos muito longos.
Além disso, um grande nimero de individuos pode ser mantido em ambientes
livres de patogenos e protegidos de alteragdes ambientais (Vilela-Morales et al.,
1997).

Essas espécies de inegavel potencial na fruticultura carecem de estudos
botanicos basicos como fenologia, caracterizagdo morfologica, forma de
propagacdo e estabelecimento de plantas, polinizagdo, fisiologia da germinagdo
e de pos-colheita. Existem alguns poucos trabalhos nessas diferentes areas em
uma ou outra espécie da familia (Ribeiro et al., 1981; van der Heijden &
Bouman, 1992; Maas & Westra, 1992; Caldas, 1996; Lima et al., 1999, Deccetti,
2000). '

Diante do exposto, é de grande importincia o conhecimento da
morfogénese in vitro visando a conservagdo da variabilidade genética por meio
de Banco Ativo de Germoplasma (BAG) in vitro, o que possibilitara o estudo, a
domesticagdo e a indicagido de formas de manejo racional pelas populagdes que

utilizam e dependem destes recursos.




O objetivo deste trabalho foi estudar o controle da morfogénese in vitro em
A. squamosa L., A. glabra, A. coriacea, A. cauliflora, A. bahiensis e R. sylvatica,
verificando o efeito do uso de: 1) antibiético e fungicida, 2) antioxidante (acido
ascorbico) e absorventes (PVP e carvdo ativado), 3) diferentes fontes de
carbono, 4) reguladores de crescimento e, 5) tipos de selamento dos tubos de
ensaio, com vistas a implantagdo de um BAG in vitro e obtengdo de um

protocolo de micropropagagao das espécies estudadas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botdnicos e econdomicos

A familia Anonaceae compreende 130 géneros e cerca de 2300 espécies
com distribuicdo marcadamente tropical e subtropical em todo o mundo. De toda
a familia Annonaceae, apenas quatro géneros produzem frutos comestiveis com
reais possibilidades de aproveitamento comercial: Annona, Rollinia, Duguetia e
Asimina (Lemos, 2000). Os géneros Annona (que compreende mais de 100
espécies) e Rollinia, que compreendem cerca de 44 espécies (Maas & Westra,
1992), sdo considerados de grande importincia horticola pela abundancia de
espécies frutiferas e pela qualidade de suas frutas.

No Brasil, apenas as espécies do género Annona sio cultivadas
comercialmente, sendo as mais importantes a graviola, a fruta-do-conde, a fruta-
da-condessa, a atemoéia, e a cherimodia, por ordem decrescente de area ocupada.
No género Rollinia, algumas espécies apresentam potencial horticola,
especialmente para uso como porta-enxertos para anonas cultivadas, como é o
caso de R. emarginata Schlecht.

A uma mesma espécie de anonacea frutifera sio dados varios nomes
vuigares e, por outro lado, o0 mesmo nome vulgar € aplicado a varias espécies, de

acordo com a regido do Brasil. Assim, a A. squamosa é conhecida como pinha,



fruta de conde, ata, anona, entre outros, dependendo da localidade considerada.
Para a A. muricata L. sdo comuns os nomes de graviola, cruaga, coragdo de
rainha, condessa e jaca do para, entre outros. Dezenas de espécies de anonaceas
sio conhecidas como “araticuns” e, dependendo da espécie ou regido, recebem o
complemento “do brejo, “apé” “do cerrado”, “cagio”, “patia" , “alvadio”, dentre
outros (Hoehne, 1946).

Frutos de plantas dos géneros Rolinia e Duguetia sio encontrados em feiras
livres, chacaras e fundos de quintais do Nordeste e outras regides do Brasil. O
“biriba” (R. mucosa), com o seu fruto amarelo claro, muito saboroso, pode ser
encontrado em cultivos em quintais de casas no Nordeste. A “pindaiba”
(Duguetia furfuracea) possui frutos vermelhos que podem ser consumidos
frescos ou utilizados em decoragio pelo seu apelo omamental. O género Asimina
(A. triloba) é originario da América do Norte e produz frutos bastante apreciados
no leste dos Estados Unidos (Callaway, 1992).

2.2 Cultura de tecidos e morfogénese in vitro

As técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas principalmente quando
a propagagio sexuada € insatisfatoria, quando a progénie obtida é muito
heterogénea (devido a uma forte heterozigose) ou em casos em que a propagagao
por sementes ndo ocorre naturalmente. E importante ressaltar a grande utilidade
das técnicas de cultura de tecidos em programas de melhoramento. Na
multiplicagdo in vitro ha grande economia de tempo e possibilidade de
produgdo de clones promissores e livres de patogenos através de cultura de
meristema (Pierik, 1990; George, 1993).

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou um érgéo) é isolado e cultivado sob
condigdes assépticas em um meio artificial. O principio basico da cultura de

tecidos é a totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula no organismo



vegetal contém toda a informagdo genética necessaria para a regeneragdo de uma
planta completa (Torres et al., 1998).

A cultura de tecidos tem como base os mesmos principios anatomo-
fisiologicos envolvidos no crescimento e desenvolvimento de qualquer planta
sob outras condigdes. Trés processos interagem no desenvolvimento: o
crescimento, a diferenciacdo celular e a morfogénese. O crescimento é o
aumento irreversivel no tamanho, que pode ou ndo estar acompanhado de um
incremento de massa. A diferenciagdo celular consiste na transformagdo de
células geneticamente idénticas em células especializadas bioquimica,
fisiologica e estruturalmente. A morfogénese pode ser definida como o processo
resultante da integragdo e coordenagdo da divisio e diferenciagio celular
(Moore, 1979).

Durante o desenvolvimento de um organismo, o processo de diferenciagio
celular reflete o efeito de pelo menos trés grupos de fatores: o fator genético, as
caracteristicas originadas durante a ontogénese e as caracteristicas cuja
expressdo dependem apenas do ambiente (Kerbauy, 1999).

Em varios tecidos cultivados in vitro, a utilizagdo de substancias
reguladoras de crescimento apresenta importdncia fundamental para o
estabelecimento da competéncia e determinagdo, imprescindiveis para a
formagdo de meristemas caulinares e/ou radiculares (Kerbauy, 1999). Os
reguladores de crescimento exercem sua agdo por reconhecimento de receptores
especificos, presentes em células responsivas, traduzindo sinais hormonais em
eventos bioquimicos e fisiologicos (Guerra et al., 1999).

Reguladores de crescimento sdo usados para suportar um nivel de
crescimento basico e sdo igualmente importantes para direcionar a resposta do
propagulo ao desenvolvimento. O sinergismo entre auxinas e citocininas ¢
critico para o controle da morfogénese in vitro. Elevadas concentragdes de

citocininas e baixas de auxinas induzem, predominantemente, a formagao de
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gemas em detrimento da formagdo de raizes e calos e vice-versa . Em geral, a
rizogénese € induzida pela presenga isolada de auxina ou em combinagdo com
uma citocinina em baixa concentragao.

As diversas técnicas de cultura de tecidos vegetais podem ser dividas em
dois grupos: organogénese e embriogénese somatica (Pasqual et al., 1997). Este
ultimo, que consiste do desenvolvimento de embrides a partir de células
somaticas, ndo sera abordado neste trabalho.

A organogénese é definida como a formagio de estruturas a partir de
tecidos efou células, podendo ocorrer por duas vias: via direta, através da
regeneragdo de plantas provenientes de tecidos ndo meristematicos, sem passar
pela fase de calo, apresentando alta fidelidade genética; e, por via indireta,
quando o processo de regeneragdo € precedido pela formagdo de calo. A partir
das células do calo surgem gemas adventicias capazes de desenvolverem novas
estruturas (parte aérea ou raiz) (Grattapaglia & Machado, 1998).

Apds o desenvolvimento das brotagdes oriundas de gemas cultivadas in
vitro, essas sdo repicadas e transferidas para um meio de cultura suplementado
com auxina e carvdo ativado para favorecer o desenvolvimento do sistema
radicular, resultando, assim, na formagéo de novas plantulas, que seguem para a
fase mais critica do cultivo in vitro (aclimatiza¢io). -i\!\-_*

A aclimatizag3o se caracteriza pela mudanga de uma condigdo heterotrofica
para autotrofica. Plantulas oriundas do cultivo in vitro podem apresentar
algumas deficiéncias anatomicas, morfologicas e fisiologicas, como a redugdo
no numero de estdmatos e epiderme com cuticula reduzida. Isto contribui para a
rapida desidratagdo da plantula quando transferida para o ambiente normal,
comprometendo, assim, seu estabelecimento ex vitro (George, 1993).

A manutengdo do crescimento ativo das brotagbes é importante porque a
aclimatizacdo e o desenvolvimento de condigdes autotroficas dependem do novo

crescimento apo6s a transferéncia para o ambiente. Imediatamente apds o



transplante, as plantulas enraizadas devem ser mantidas em alta umidade e
gradualmente expostas as condigdes ambientais para prevenir a desidratagio

(Zimmerman, 1988).

2.3"Propagagao in vitro de Annonaceae
" A consulta bibliografica efetuada resultou nos trabalhos listados nas tabelas
}/e 2, nas quais € mostrado um resumo dos métodos de cultura de tecidos usados
para diferentes espécies de Annona, relacionando fonte de explante, espécie ou
cultivar, nimero ou porcentagem de brotagSes por explantes, porcentagem de
enraizamento, meio de cultura, reguladores de crescimento e aditivos para
indugdo de brotagoes.
Das seis espécies da presente pesquisa, A. bahiensis, A. cauliflora, A.
coriacea e R. silvativa, segundo a bibliografia consultada, ainda nio foram

estudadas sob os aspectos aqui abordados.



TABELA 1- Resumo métodos utilizados na cultura de tecidos de espécies de Annona relacionando fonte de explante,
espécie ou cultivar, niimero ou porcentagem de brotagdes por explante (NBE), porcentagem de enraizamento
(ENRAIZ.), meio de cultura (MEIO), reguladores de crescimento e aditivos (mg.L") para indugdo de
brotages e referéncias”.

Fonte de Espécie ou cultivar NBE ENRAIZ MEIO Reguladores de Crescimento Referéncias
explante .
Atemdia (hibrido) 6-7 43 MS 2 BAP +0,5 cinetina Nair et al. (1984 a)
Segmento A. cherimola 0% * N 1 BAP +0,1 ANA Jordan et al. (1991)
Nodal cv. 'Concha Lisa’
‘African Pride’ 19 40 MS 2 BAP + 0,5 cinetina + 0,1 biotina Rasai et al. (1994)
(hibrido) + 0,1 pantotenato de Ca + 1000
NH:NO;
A. muricata 38 ** WPM 2 BAP+0,1 ANA Lemos & Blake (1996)
A. cherimola 14 e ** MS 0,25 BAP ou 0,3 Zeatina Encina et al. (1994)
cv.’Finode Jete’ 1,7
A. glabra 15  90% MS  Semregulador Deccetti (2000)
Intemé  A. cherimola 58 * N 2 BAP + 0,5 cinetina + 200 CH + Jordan et al. (1991)
cv.’Concha Lisa’ 1000 PVP
A. muricata - * N 2 BAP+0,5 ANA Lemos & Baker (1998)
Folhas  A. squamosa 156 10 MS 2 BAP +0,5 cinetina Nair et al. (1984 b)
com A. cherimola 100% Muito MS 2BAP+0,5 ANA +200CH Jordan (1988)
peciolo  cv.’Concha Lisa’ baixo
A muricata eA. 60% * N 2 BAP+0,5 ANA + 200 CH+1000 Bridg (1983) b
cherimola PVP

T Adaptado de Rasai et al. (1995); * ndo estudado, ** o enraizamento foi feito utilizando outro balango hormonal; *** citado por
Rasai et al. (1995);, CH = caseina hidrolizeda; MS = Murashige ¢ Skoog; N= Nitsch; WPM = Woody Plant Medium.



TABELA 2- Resumo métodos utilizados na cultura de tecidos de espécies de Annona relacionando fonte de explante,
espécie ou cultivar, nimero ou porcentagem de brotagdes por explante (NBE), porcentagem de
enraizamento (ENRAIZ.), meio de cultura (MEIO), reguladores de crescimento e aditivos (mg.L™) para

. ~ ~ A : VA
inducdo de brotagGes e referéncias”.

Fonte de Espécie ou NBE ENRAIZ MEIO Reguladores de Crescimento Referéncias
explante cultivar 3
A. cherimola 100% Muito MS 2 BAP+0,5 ANA + 1000 PVP Jordan (1988)
cv.’Concha Lisa’ baixo
100% Muito N 0,1 BAP +1 ANA Jordan (1988)
baixo
A. muricata 4,8 88 MS 2BAP+0,1 ANA Bejoy & Hariharan
Hipécotilo (1992)
‘African Pride’ 12,6 41 MS 2 BAP + 0,5 cinetina + 0,1 biotina Rasai et al. (1994)
(hibrido) + 0,1 pantotenato de Ca
A. muricata 19 ** WPM 0,5 BAP Lemos & Blake (1996)
A. muricata 4,8 * MS 2BAP+ 0,1 ANA Bejoy & Hariharan
(1992)
Antera A. squamosa 10% * N 2 BAP+ 0,1 ANA Nair et al. (1983)
Endosper-  A. squamosa 25% 5 N 2 BAP+ 0,5 ANA Nair et al. (1986)
ma
Embrido A. cherimola 30,8% * N 1 BAP+0,1 2,4-D Jordan et al. (1991)
(Zigdtico)  cv.’Concha Lisa’

* Adaptado de Rasai et al. (1995); * ndo estudado; ** o enraizamento foi feito utilizando outro balango hormonal, *** citado por
Rasai et al.(1995); CH = caseina hidrolizada; MS = Murashige e Skoog; N = Nitsch; WPM = Woody Plant Medium.
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CAPITULO 11

ESTABELECIMENTO /N VITRO DE ANNONACEAE E
CONTROLE DE CONTAMINACAO E OXIDACAO NO
MEIO DE CULTURA



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Estabelecimento in vitro de Annonaceae e

controle de contaminagdo e oxidagio no meio de cultura. In: . Controle .
da morfogénese in vitro em algumas espécie de Annonaceae, 2003, p.15-62.

Tese. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,

Lavras - MG*.

Objetivou-se promover o estabelecimento in vitro das espécies de Annona
glabra L., Annona cauliflora Mart., Annona coriacea Mart., Annona bahiensis
St Hill. e Rollinia sylvatica St. Hill., a partir de diferentes fontes de explantes
(semente, segmentos foliares, folhas intactas e segmento nodal), estudando o
efeito da adigdo de diferentes substincias no controle da oontammaqao (benomyl
e ampicilina) e oxidagdo (PVP e 4cido ascorbico) e na promogio de calogénese
(AIA, 2,4-D e TDZ) e organogénese (BAP). Apds a inoculagio, os tubos
contendo os explantes foram mantldos em sala de crescimento com radiagdo
fotossintética ativa de 45-56 pmol.s”m? a 25 + 3 °C Os resultados indicaram
que o uso do benomyl na concentragdo de 500 mg.L” foi eficiente para eliminar
todos os fungos em segmentos foliares de A. cauliflora, A. bahiensis e A.
glabra. O controle da oxidagido em segmentos foliares de A. cauliflora foi mais
eficiente quando os explantes foram mantidos inicialmente no escuro. O PVP,
quando adicionado em concentragdes maiores que 200 mgL”’, reduziu a
intensidade da oxidagdo, enquanto o acido ascorbico foi completamente
ineficiente. A indugdo de calos foi obtida utilizando TDZ ou 2,4-D
isoladamente. A combinagdo de 2,26 uM TDZ +9,04 puM 2,4-D produziu 100%
de calogénese em A. bahiensis. A indugdo de calogénese em R. sylvatica foi
obtida utilizando 4,52 pM TDZ + 1,13 pM 2,4-D. Nio foi possivel regenerar
plantas a partir de segmentos foliares de R. sylvatica. Plantas de A. cauliflora
foram obtidas facilmente por meio da germinagdo in vitro das sementes,
utilizando como substrato o plantmax. O estabelecimento in vitro de A. glabra,
A. cauliflora, A. coriacea, A. bahiensis e R. sylvatica via segmento nodal foi
obtido utilizando apenas o0 BAP como indutor.
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. In vitro establishment of Annonaceae
species and control of the contamination and oxidation in culture medium. In:

. Control of the in vitro morphogenesis in some Annonaceae species.
2003. p. 15-62. Thesis. (Doctorate in Plant Physiology) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras — MG*.

In order to establish in vitro the Annonaceae species Annona glabra L.,
Annona cauliflora Mart., Annona coriacea Mart., Annona bahiensis St Hill. and
Rollinia sylvatica St. Hill., the effect of the addition of different substances for
the control of contamination (benomyl and ampicillin) and oxidation (PVP and
ascorbic acid), induction of calogenesis (IAA, 2,4-D and TDZ) and
organogenesis (BAP) using different explant sources (seed, leaf segments, intact
leaf and nodal segment) was studied. After inoculation, the vessels with explants
were maintained in a growth room with photosynthetic active radiation of 45-56
umol.s”.m? and temperature of 25 + 3 °C. Benomyl at the concentration of 500
mg.L" was efficient to eliminate all the fungi in leaf segments of A. cauliflora,
A. bahiensis and A. glabra. Best control of oxidation in leaf segments of A.
cauliflora was obtained when the explants were maintained initially in the dark.
PVP when added in concentrations above 200 mg.L", reduced the intensity of
the oxidation and in contrast, no effect was observed when the ascorbic acid was
used to control the oxidation process. Callus induction can be obtained using
TDZ or 2,4-D only. The combination of 2.26 pM TDZ + 9.04 pM 2.4-D
produced 100% of calogenesis in A. bahiensis. The callus induction in R.
silvatica was obtained using 4.52 uM TDZ and 1.13 pM 2,4-D. Nevertheless, no
regeneration plant was obtained from R silvatica leaf segment explants. The
plantmax substrate provided the largest rate of in vitro germination (65%) of A.
cauliflora seeds. The in vitro establishment of A. glabra, A. cauliflora, A.
coriacea, A. bahiensis e R. sylvatica through nodal segment was obtained using
BAP as inductor.
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3 INTRODUCAO

Muitas espécies frutiferas da familia Annonaceae sdo pouco conhecidas e
ndo tém sido suficientemente exploradas, apesar de apresentarem grande
potencial econémico. As Annonaceae apresentam dificuldades de multiplicagio
pelos métodos tradicionais, suas sementes apresentam germinacgdo irregular,
rapida perda da viabilidade, a progénie obtida é muito heterogénea, e ainda
apresentam certo grau de recalcitrancia, o que impede a conservagdo por
métodos convencionais. Neste contexto, a cultura de tecidos oferece novas
alternativas para a propagacdo assexuada dessas espécies.

Apesar de muitas pesquisas com cultura de tecidos serem realizadas em
grande numero de espécies tropicais, as Annonaceae tem recebido pouca atengio
¢ somente limitado sucesso tém sido reportado (Jordan et al., 1991; Nair et al.,
1984a; Nair et al.,, 1984b; Lemos & Blake, 1996a,b; Encina et al., 1994;
Deccetti, 2000).

A micropropagagdo tem se mostrado uma técnica altamente vidvel na
clonagem comercial de muitas plantas lenhosas. Entretanto, em espécies da
familia Annonaceae ela ainda permanece como uma ferramenta tecnicamente
viavel. O seu uso comercial em larga escala, contudo, necessita de ajustes para
reduzir o metabolismo oxidativo dos explantes e a abscisdo foliar precoce.

O presente trabalho teve por objetivo promover o estabelecimento in vitro
de espécie de Annonaceae, a partir de varias fontes de explantes; estudando o
efeito da adicdo de diferentes substancias no controle da contaminagio e

oxidagdo e na promogdo de calogénese e organogénese.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Controle de contaminagdes in vitro

A aplicagio da técnica de propagacdo vegetativa in vitro em espécies
arbéreas freqiientemente encontra problemas de contaminagdo no inicio das
culturas (Murashige, 1977). Esses se agravam nos tropicos umidos, onde o clima
favorece a proliferagdo de microrganismos (Enjaric et al., 1988).

A contaminagdo em cultura de tecidos pode originar-se de duas fontes:
microrganismos presentes na superficie ou no interior do explante, ou através de
falhas nos métodos de assepsia. Assim, o meio de cultura pode desenvolver flora
endofitica de diversas espécies que incluem virus, virdides, procariontes
(bactérias) e fungos.

A contaminagdo por microrganismos endofiticos é o problema mais sério na
cultura de tecidos vegetais, especialmente em espécies tropicais (Keifel &
Leonhardt, 1992). No estabelecimento da cultura, dependendo do tipo de
explante usado, microrganismos superficiais e endofiticos podem ser levados
para a cultura in vifro. A maioria dos microrganismos pode ser eliminada via
cultura de meristema, enquanto, a partir de folhas, peciolos ou explantes nodais,
muitos ou quase todos os microrganismos podem ser levados para a cultura
(Cassells et al., 1988).

O descontaminante mais utilizado na cultura de tecidos € o hipoclorito de
sodio ou de calcio, diluido em agua com cerca de 1% de cloro ativo. Para
melhorar o contato com a superficie do explante, o tratamento com hipoclorito é
freqiientemente precedido por uma lavagem em alcool. O etanol remove
parcialmente ceras hidrofiticas e resinas que protegem os microrganismos do

contato com o descontaminante (Bonga & von Aderkas, 1992).
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A descontaminagdo tradicional, quando ineficiente, pode ser melhorada
com o uso de fungicidas e bactericidas. Essas substincias podem ajudar na
desinfestagdo do explante, apresentando caracteristicas desejaveis para uso em
cultura de tecidos vegetais, tais como: solubilidade, estabilidade, ndo ser afetada
pelo pH e pelo meio de cultivo, efeitos colaterais reduzidos, amplo espectro de
acdo, passivel de combinagdo, chances reduzidas de resisténcia e baixo custo.
Como ¢ improvavel que uma substincia possa preencher todos esse critérios
(Falkiner, 1988), normalmente utiliza-se a combinagdo de diferentes substancias
para a assepsia dos explantes.

O benomyl, quando dissolvido em agua, ndo apresenta toxidez e pode ser
utilizado em concentragdes de 50-1000 mg.L"”, adicionado diretamente no meio
de cultura para controlar as contaminagdes fungicas enddgenas, sem
retardamento do crescimento das culturas (Haldeman et al., 1987). O benomyl
pode ser autoclavado e durante esse processo ele é desnaturado, mas o produto
da quebra, 2-benzimidazole, € o principio anti-fingico do benomyl (Haldeman et
al., 1987).

A ampicilina ndo apresenta toxidez em cultura de tecidos quando utilizada
em concentragdes até 400 mg.L"' (George, 1993). Com algumas excegdes, os
antibidticos sdo temolabeis e devem ser filtrados a frio e adicionados ao meio
apos esse ser autoclavado. A maioria dos antibidticos se degrada lentamente no

meio de cultura durante a incubagéo (George, 1993).

4.2 Controle da oxidacao in vitro

Em cultura de tecidos o termo oxidagdo corresponde a mudanga de
coloragdo do meio devido a liberagdo de compostos fendlicos pelo explante
(Gould & Murashige, 1985).

Muitos autores tém descrito esse escurecimento como consequéncia de

oxidagdes, provavelmente em decorréncia da liberagdo de compostos fenolicos
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pelo tecido em resposta a ferimentos (Preece & Compton, 1991) e pela oxidagao
de polifendis e quininas, os quais sdo inibidores da formagdo de calos e do
processo de embriogénese (Jordan et al., 1991).

O escurecimento do meio de cultura afeta a propagagdo vegetativa,
limitando o enraizamento de estacas e as respostas morfogénicas em cultura de
tecidos (Jordan et al, 1991). Esse problema pode ser resolvido utilizando
antioxidantes como acido ascorbico, acido citrico, carvdo ativo, PVP, cisteina,
bem como pela incubagdio no escuro ou frequentes transferéncias para meio
liquido (Bajaj & Harharan, 1992).

A ocorréncia de oxidagdo pode ser geneticamente correlacionada, pois
plantas com maiores teores de tanino ou hidroxifendis como Quercus,
Rhododendron, sorgo e coniferas apresentam maior tendéncia a oxidagdo in
vitro (George, 1993). De acordo com esse autor, a idade dos explantes também
influencia na ocorréncia de oxidagdo e, de um modo geral, explantes mais jovens
sdo menos propicios a oxidag¢do que explantes mais velhos.

A oxidagdio pode ser prevenida através da redugdo de ferimentos causados
ao explante, sendo que discos foliares apresentam maior oxidagdo do que
segmentos nodais por sofrerem mais ferimentos (Preece & Compton, 1991) e
pela inoculagdo inicial dos explantes no escuro. A atividade das enzimas ligadas
3 biossintese e oxidagdo de fenois é estimulada pela luz (Adams et al., 1979). A
diminuigdo dos niveis de ferro e cobre (co-fatores enzimaticos) também pode ser
eficiente no controle da oxidagdo.

Gould & Murashige (1985) sugerem, para o controle da oxidagdo, a
lavagem do explante com antioxidantes, como éacido citrico ou acido ascorbico
antes da inoculagio e a adigio de carvdo ativo ao meio. O pré-tratamento
(lavagem) dos explantes e a adigdo de substincias adsorventes ao meio de
cultura tém sido utilizados em varias espécies. Os produtos mais utilizados tém

sido cisteina, PVP, acido ascérbico, 4cido citrico e carvdo ativado.
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A poliamina PVP reage com os exudatos liberados pelo explante, além de
adsorver os compostos fendlicos, evitando que estes oxidem e polimerizem.
Normalmente ¢ adicionada ao meio de cultura em concentragdes entre 0,01 a 4%
(George, 1993).

A cisteina e os acidos ascorbico e citrico reagem com metais presentes no
meio de cultura evitando que estes estejam disponiveis para oxidar. O acido
ascorbico, que normalmente é adicionado ao meio em concentragdes entre 10 a
140 mg.L", possui também a propriedade de estimular a atividade metabélica
dos tecidos (George, 1993).

4.3 Indugio de calogénese

Uma das metodologias para a propagagdo in vifro mais aplicadas € a
indugdo de calogénese. Calos sdo definidos como aglomerados de células
parenquimaticas ndo organizadas, irregularmente diferenciadas, que se
multiplicam desordenadamente e se desenvolvem em resposta a injurias
quimicas ou fisicas. No entanto, os calos podem se diferenciar em tecidos e
orgdos (Torres et al., 1998).

Na cultura de calos distinguem-se trés fases: indugdo, divisio e
diferenciagdo celular. Na fase de indugio, as células preparam-se para a divisdo,
o metabolismo € ativado e as células permanecem com tamanho constante
(Aitchison et al., 1977).

Os principais fatores que influenciam a formagdo de calos sdo o tipo de
explantes, a composigdo do meio de cultura e condigdes fisicas de incubagio
como luz e temperatura. Os melhores resultados de calogénese sdo obtidos
utilizando tecidos jovens, cujas células possuem maior potencial de crescimento
e divisdo do que células adultas. A época do ano em que ¢ feita a coleta de
explantes € considerada por Bonga (1987) como fator de grande importincia

para o sucesso do estabelecimento in vitro.

22



Desdiferenciagio, indugdo e regeneragido de plantas a partir de calos sio,
muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos e podem demandar algum
tempo (Grattapaglia & Machado, 1998). Espécies lenhosas, por exemplo, sdo
mais dificeis de se propagarem in vitro quando comparadas a espécies
herbaceas, por apresentarem maior variabilidade genética, menor capacidade
regenerativa dos tecidos, menor taxa de multiplicagdo e maior concentragio de
fenois.

A adigdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura visa suprir as
possiveis deficiéncias de fitchormdnios nos explantes que se encontram isolados
das regides produtoras da planta matriz. As auxinas tém sido amplamente
utilizadas nos meios de cultivo para a indugdo de calos. Entretanto, o balango
auxina/citocinina é, na maioria das vezes, determinante na indugdo de
calogénese.

O thiadiazuron (TDZ) é uma feniluréia que exibe o mais alto nivel de
atividade citocininica em cultura e regeneragdo a partir de calos, quando
comparado a BAP, cinetina e zeatina (Capelle et al., 1993; Huetteman & Preece,
1993; Lu, 1993).

O uso do TDZ apresenta algumas vantagens, como resisténcia a degradagdo
por citocinina-oxidase (Mok et al., 1987), sendo muito estavel no meio de
cultura. De acordo com Lu (1993), o TDZ biologicamente € mais ativo que o
BAP ou zeatina e pequenas concentragdes sdo necessarias em cultura de tecidos.
O TDZ é mais efetivo na maioria das espécies testadas, particularmente nas
lenhosas. Entretanto, seu uso requér cautela, ja que problemas como hiper-
hidricidade de brotagdes, folhas com morfologia anormal, brotagdes curtas e
compactas e dificuldades no alongamento e no enraizamento tém sido

observados na sua presenga (Lu, 1993).
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4.4 Indugiio de organogénese

A partir das zonas de atividades meristematicas no explante, as divisdes
celulares e o padrédo de diferenciagdo podem ocorrer de maneira que conduzam a
um grau de organizagdo morfo-anatomico peculiar. No caso de caracterizar um
orgdo definido, este processo é denominado organogénese (George, 1993).

Segundo Hicks (1980), a organogénese in vitro envolve uma variedade de
sequéncias complexas de desenvolvimento, resultantes da manipulagio
experimental de partes de uma planta, culminando na formagdo de primérdios de
orgdos ou plantas inteiras.

Quando a organogénese ocorre a partir de tecidos do explante ou de
pequenas proliferagdes dos mesmos, ainda sobre o explante inicial sem a
formagdo do calo, denomina-se organogénese direta. A via indireta é
caracterizada quando a organogénese ocorre a partir de calos isolados do
explante inicial (Stirmart, 1986).

O meio MS (Murashige & Skoog, 1962) é largamente utilizado na
propagacdo in vitro. Entretanto, para algumas lenhosas, composi¢des mais
diluidas em macronutrientes, como o meio WPM (Lloyd & McCown, 1980),
melhoram os processo morfogenéticos (Grattapaglia & Machado, 1998). Para a
familia Annonaceae, a indugdo de organogénese direta tem sido obtida
utilizando os meios MS (Nair et al., 1984a; Rasai et al., 1994; Encina, 1994;
Deccetti, 2000), N - meio de Nitsch - (Jordan et al., 1991) e WPM (Lemos &
Blake, 1996b) e em segmentos nodais como fonte de explante.

A indugdo de processos morfogenéticos, na maioria dos casos, requer a
adigdo de reguladores de crescimento ao meio de cultivo e, em geral, a indugio
das brotagdes esta fortemente correlacionada com a concentragio de citocinina.
O aumento dos niveis de citocinina promove o aparecimento de brotagdes
laterais, mas pode inibir o alongamento das mesmas, sendo necessarios ajustes

na concentragao (Stimart, 1986).
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Nair et al. (1984a) obtiveram multiplas brotages em segmentos nodais de
atemdia em meio MS suplementado com 8,87 pM BAP + 2,32 uM de cinetina,
resultando em 6 a 7 brotagSes por explante. Para o alongamento desses brotos,
os autores utilizaram o mesmo meio acrescido de 0,44 pM BAP + 0,87 uM de
cinetina.

Jordan et al. (1991) observaram organogénese em 40% dos segmentos
nodais de Annona cherimola cv. ‘Concha Lisa’ em meio Nitsch, suplementado
com 4,44 uM BAP e 0,54 uM ANA. Encina et al. (1994) reportam que brotag3es
axilares foram obtidas de segbes nodais das partes superiores e medianas de
seedlings de cherimola cv. ‘Fino de Jete’ de 3 meses de idade, utilizando o meio
basal MS suplementado com 0,66 pM BAP ou 1,36 uM zeatina, resultando em
1,4 e 1,7 brotagdes axilares por explante, respectivamente.

Segmentos nodais de graviola (dnnona muricata) cultivados em meio
WPM (Lloyd & McCown, 1980) suplementado com 8,87 uM BAP + 0,53 pM
ANA produziram 3,8 brotos por explante (Lemos & Blake, 1996b).

Além do uso de reguladores de crescimento, outros aditivos tem sido
usados no meio de cultura para maximizar o numero de brotagdes por explante.
Rasai et al. (1994) mostram que segmentos nodais maduros coletados do ultimo
fluxo de crescimento de brotagdes laterais de atemoia cv. ‘African Pnde’ e
cultivados em meio MS suplementado com 8,87 uM BAP, 2,32 uM cinetina, 0,1
mg.L" biotina, 0,1 mgL’ pantotenato de cilcio e 1000 mg.L”' NH.NO;
produziram 19 brotagdes por explante. Os autores argumentam que o aumento
no numero de brotag3es adventicias de segmentos nodais maduros pode ser
devido a alta concentragdo de nitrato no meio de cultura.

No entanto, em segmentos nodais de Annona glabra, a organogénese direta
pode ser alcangada sem o uso de qualquer aditivo no meio de cultura. Deccetti

(2000) reportou que brotagGes axilares (maximo de 1,5 por explante) podem ser
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obtidas em segmentos nodais de Annona glabra em meio MS sem regulador de

crescimento.

4.5 Germinacio in vitro

A gemminacdo ¢é considerada um dos mais criticos estadios do
desenvolvimento vegetal, sendo caracterizada por processos fisio-metabélicos de
natureza complexa que levam a retomada do crescimento do eixo embrionario
da semente e a protrusdo da radicula no tegumento (Bewley & Black, 1994).
Basicamente, a germinagdo é composta por trés fases: embebigdo (quando
acontece a reativagdo do metabolismo), indugdo de crescimento e protrusio da
radicula.

A embebicdo € um conjunto de processos fisicos que ocorrem em fungio
das propriedades dos col6ides e sua dimensdo varia com a permeabilidade do
tegumento, composi¢do quimica da semente, da area de contato entre a semente
e a agua, com a pressdo hidrostatica e o estado fisiolégico da propria semente
(Bewley & Black, 1994).

Embora a familia Annonaceae apresente espécies que produzem sementes
viaveis, a taxa de germinagdo é baixas, mesmo em condigdes de temperatura,
dgua e oxigénio consideradas adequadas (Lima et al., 1999). Espécies dessa
familia apresentam, portanto, algum tipo de dorméncia, o que representa entrave
a germinagdo da semente.

Uma possibilidade para obten¢io de plantas matrizes, para serem usadas
como fonte de explantes em experimentos in vitro, é a germinagio in vitro.
Como substrato, pode ser usado vermiculita, plantmax e agar. A esse ultimo
normalmente sdo acrescidos sais do meio MS, podendo ainda ser suplementado
com sacarose. Entretanto, de acordo George (1993), os meios de cultura sdo

compostos por solugdes de sais inorginicos que, além do efeito nutritivo,
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possuem propriedades osméticas que influenciam o crescimento celular e
morfogénese (George, 1993).

Recentemente descobriu-se que agicares soliveis, tais como glicose e
sacarose, agem como moléculas sinalizadoras, que podem regular grande
numero de processos fisiologicos (Jang & Sheen, 1997; Sheen et al., 1999),
incluindo a germinagio (Pego et al., 1999). Existem evidéncias de que a quebra
de lipidios em sementes oleaginosas (como as Annonaceae) ¢ também regulada
por aguicares (Grahan et al., 1994). Segundo esses autores, a expressdo de pelo
menos dois genes envolvidos no metabolismo dos lipidios € regulada por
agucares sendo que a sacarose pode afetar o conteudo total de lipidios em
sementes em germinagdo. Em Arabidopsis, a quebra de lipidios ¢é
significativamente retardada durante a germinagdo, quando as sementes sdo
expostas a glicose exdgena (To et al., 2001).

Plantas germinadas in vitro podem ser excelentes fontes de explante,
especialmente quando o estabelecimento de culturas via material oriundo do
campo ou de casa de vegetagdo traz o problema da contamina¢do enddgena

severa.

5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, em 2001.

5.1 Meio de cultura, esterilizacio e condi¢Ges experimentais

O meio de cultura basico utilizado foi 0 WPM (Lloyd & McCown, 1980).
O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes da adigdo do agar,
utilizando-se KOH ou HCI1 0,1N.
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A esterilizagdo dos meios de cultura foi feita por autoclave, a temperatura
de 121°C e a pressio de 1,05 kg.cm?, durante 15 minutos; posteriormente &
autoclavagem, os tubos foram esfriados com inclinagdo de 30 a 45°. Dentre os
compostos adicionados ao meio de cultura, somente o antibictico ampicilina foi
esterilizado a frio através de filtro de membrana (millipore) e acrescido a cada
tubo de ensaio, em processo de resfriamento, na respectiva concentra¢io de cada
tratamento, em camara de fluxo laminar.

O ambiente na sala de crescimento, para todos os experimentos, foi mantido
na temperatura de 25 + 3°C, com fotoperiodo de 16 horas com radiagio

fotossintética ativa de 45-56 pmol m™ s™ fornecidos por lampadas florescentes.

5.2 Uso de diferentes concentra¢des de benomyl e de ampicilina em meio
de cultura para controlar contaminacées em explantes foliares de Annona
cauliflora Mart., Annona bahiensis St. Hill. e Annona glabra L.

Foram utilizadas como fonte de explante folhas jovens completamente
expandidas coletadas de plantas de Annona cauliflora, A. bahiensis e A. glabra
com trés anos de idade, mantidas em casa de vegetagio sob radiagio
fotossintética ativa de 130-170 pmol m? s”, obtidos pela combinagio de
lampadas gro-lux e branca fria, fotoperiodo de 16 h, sem controle de
temperatura. Os explantes consistiram de segmentos foliares com 1,5 a 2,5 ¢cm
de comprimento e 1 cm de largura, secionados do meio da folha.

A assepsia padrdo constou de lavagem das folhas por 10 a 15 minutos com
detergente e agua corrente. Apds, em cdmara de fluxo laminar, as folhas foram
imersas em etanol 70% por 30 segundos e, em seguida, em solugio de
hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) acrescida de 4 gotas de detergente por
100 mL (para quebrar a tensdo superficial da gota e melhorar a aderéncia) por 15
minutos. As folhas foram lavadas cinco vezes em agua destilada e autoclavada,

seccionadas e os explantes foram entio inoculados em meio de cultura.
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Como a desinfestagdo com hipoclorito foi insatisfatoria em experimentos
preliminares, substincias antimicrobiais (antibiético e fungicida) foram
incorporados ao meio de cultura.

Apos a desinfestagdo padrdo, os explantes foram inoculados no meio WPM
solidificado com 0,7% de agar e suplementado com 3% de sacarose e
combinagdes de diferentes concentragdes do fungicida benomyl (0; 500; 1000 e
2000 mg.L™") e o antibidtico ampicilina (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™). O benomyl
foi introduzido no meio antes da autoclavagem, enquanto a ampicilina foi
esterilizada a frio (Millipore 0.22pm) e introduzida no meio apds a
autoclavagem (antes da solidificagio). Apos a inoculagdo dos explantes, as
culturas foram mantidas em sala de crescimento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 3x4x4 (sendo que 3 representa as espécies, 4 as concentragdes de
ampicilina, benomyl) com 4 repeti¢des. Cada parcela foi formada por 4 tubos de
ensaio (um explante por tubo).

Os resultados foram expressos em porcentagem de explantes sem

contaminagao, 30 dias apos a inoculagao.

5.3 Influéncia do 4cido ascérbico e do PVP no controle da oxidagdo in vitro
de explantes foliares de Annona cauliflora Mart.

Foram utilizadas como fonte de explante folhas jovens completamente
expandidas coletadas de plantas de Annona cauliflora com trés anos de idade.
Os explantes foliares foram retirados com auxilio de um vazador, com area de 1
cm™. A assepsia seguiu o padrio descrito no item 5.2.

O meio WPM foi suplementado com 3% de sacarose e 250 mgL™' de
benomyl. O acido ascorbico e o PVP foram acrescidos ao meio nas seguintes
concentragdes: acido ascorbico 0 (T1- controle), 50 (T2) , 100 (T3), 200 (T4),
400 (T5), PVP 50 (T6), 100 (T7), 200 (T8), 400 (T9) e 800 (T10) mg.L" e T11
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(escuro). Apos a inoculagdo dos explantes, as culturas foram mantidas ns
condigdes descritas no item 5.1, exceto o tratamento T11 que permaneceu na
auséncia de luz

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
12 repetigdes e dois tubos por parcela.

As avaliagdes foram realizadas 30 dias apos a inoculagdo, observando a
intensidade da oxidagdo. Atribuiram-se notas 0 (zero) para auséncia de oxidagso,

1 oxidagdo leve, 2 oxidagdo moderada e 3 oxidagdo intensa.

5.4 Inducdo de calogénese em segmentos foliares de Annona bahiensis St.

Hill, Annona glabra e Rollinia silvatica St. Hill.

5.4.1 Influéncia do 2,4-D e TDZ na calogénese de Annona bahiensis e Annona
glabra.

Os explantes foliares foram obtidos a partir de segmentos de
aproximadamente 1 cm’, excisados de folhas jovens, provenientes de plantas
matrizes com 3 anos de idade, mantidas em casa de vegetagio.

A desinfestacio foi realizada através da lavagem inicial das folhas em agua
corrente € detergente neutro por 20 minutos. A seguir, em cidmara de fluxo
laminar, as folhas foram imersas inicialmente em alcool 70% (v/v) por 30
segundos e em solugdo de hipoclorito de sodio (0,5% de cloro ativo) mais gotas
de detergente neutro por 15 minutos. Em seguida, as folhas foram lavadas (5
vezes) em agua destilada e estéril. A excisdo dos explantes foi feita com as
folhas imersas em agua destilada e estéril para reduzir a oxidago.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (um explante por tubo)
contendo 10 mL do meio WPM (Lloyd & McCown, 1980), suplementado com
2% de sacarose, 0,7% de agar e diferentes combinagdes entre TDZ (0,00; 2,27;
4,54 e 9,08 uM) e 2,4-D (0,00; 2,26; 4,52 e 9,04 pM).
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2x4x4 (sendo que 2 representa as espécies, 4 as concentragdes de
TDZ e 2,4-D), com 5 repeti¢des por tratamento, sendo cada repetigao formada
por 4 tubos. Foi avaliado o percentual de calo formado 45 dias apés a

inoculagao.

5.4.2 Indugdo de calos e regeneragdo de brotagbes adventicias a partir de
Jolhas de Rollinia sylvatica.

Os explantes primarios consistiram de folhas jovens intactas de plantas
Rollinia sylvatica mantidas em casa de vegetagdo, sob radiagdo fotossintética
ativa de  130-170 pmol.m™s”, obtida pela combinagdo de limpadas gro-lux e
branca fria, fotoperiodo de 16 h, sem controle de temperatura.

A desinfestagdo e assepsia dos explantes seguiu o procedimento descrito no
item anterior.

Indugdio de calo. Os explantes primarios foram inoculados em frascos (2 a
5 por frasco) contendo 25 mL do meio WPM (Lloyd & McCown, 1980)
contendo 2% de sacarose, 0,7% de agar, 4,52 uM TDZ e 1,13 uM 2,4-D (com
base em experimentos preliminares).

Manutengio, multiplicacio do calo e indugiio & morfogénese . Apos 3 a
4 semanas, o calo foi transferido para frascos (um por frasco) contendo o mesmo
meio de cultura. Como o crescimento destes foi muito rapido, a primeira
repicagem foi aos 30 dias, diretamente para o meio de regeneragdo. A indugdo
de morfogénese foi realizada em meio WPM acrescido de combinagdes de TDZ
(5 e 10 pM) e AIA (0,0; 1,0; 2,5 e 5,0 uM). O calo foi repicado em explantes
secundarios (o calo foi subdivididos em pedagos de 5-8 mm) e cada pedago foi
inoculado em um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em

arranjo fatorial 2x4x4 (2 representa as concentragdes de TDZ, 4 as
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concentragbes de AIA e o niimero de repetigdes), sendo cada parcela composta
por 5 tubos de ensaio.
As avaliagdes foram realizadas semanalmente observando a formagdo de

estruturas morfogénicas e a presenga de raizes.

5.5 Inducio de brotagdes em segmentos nodais de algumas espécies de
Annonaceae

Os explantes foram obtidos a partir de plantas, com trés anos de idade, das
espécies Annona glabra L., Annona cauliflora Mart., Annona coriacea Mart.,
Annona bahiensis St.Hill. e Rollinia silvatica St. Hill., mantidas em casa de
vegetagio sob radiagdo fotossintética ativa de 130-170 pumol.m™s™, obtida pela
combinagdo de lampadas gro-lux e branca fria, fotoperiodo de 16 h, sem
controle de temperatura.

SecgOes laterais de hastes caulinares semi-lignificadas foram utilizadas
como fonte de explante. Para a desinfestagdo, os segmentos foram mantidos em
agua corrente por 20 minutos e lavados com detergente neutro. Em seguida, em
cimara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram secionados (1,0-1,5cm) e
imersos em alcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de nova imersio em
hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) e gotas de detergente durante 15
minutos. Finalmente, os explantes foram lavados, por cinco vezes, em agua
destilada e autoclavada.

Os segmentos nodais foram inoculados em tubos (um por tubo) contendo
10 mL de meio WPM (Lloyd & McCown, 1980), solidificado com 0,7% de
agar, suplementado com 3% de sacarose, 8,87 pM BAP e 500 mgL"' de
benomyl.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento nas condigdes descritas

no item S5.1.

32



.!_ q

fikidam

Foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente casualizado, com seis
repetigdes por espécie, sendo cada parcela formada por 10 tubos. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey.

Apos 40 dias foi observado o niimero médio de brotagbes por explante e a

porcentagem de explantes responsivos.

5.6 Efeito do substrato na germinagio in vitro de Annona cauliflora Mart.

Sementes de Annona cauliflora Mart. foram lavadas em agua corrente por
10 minutos. Em seguida, foi feita a assepsia através de imersdo em alcool 70%
por 2 minutos, seguido de imersio em solugdo de NaOCI (agua sanitaria
comercial com 2-2,5% de cloro ativo) por 15 minutos e varias lavagens em agua
destilada estéril. Todo o procedimento de desinfestagdo foi realizado sob capela
de fluxo laminar.

Foram utilizados, neste experimento, quatro tipos de substrato para
germinagdo: 1) meio WPM, 2) meio MS, os dois meios com apenas metade da
concentragdo de sais e suplementados com 1% de sacarose, 3) Plantmax e 4)
areia lavada. Para os dois ultimos substratos, inicialmente determinou-se a
capacidade de campo (CC) e em seguida distribuiram-se 50cm® de cada
substrato em frascos grandes (300 mL), aos quais foi acrescentada agua destilada
até a CC e estes foram autoclavados por 20 minutos.

Foram inoculadas 4 sementes em cada frasco. Nos substratos plantmax e
areia lavada as sementes ficaram a uma profundidade aproximada de 5-10 mm.
Nos substratos WPM 50% e MS 50%, as sementes ficaram sobre o meio.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
seis repeticdes por tratamento, sendo cada parcela formada por 4 frascos. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

A porcentagem de germinagdo acumulada foi avaliada as 60, 90 e 120 dias

apos a inoculagio das sementes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Influéncia de diferentes concentragdes de benomyl e de ampicilina no
cultivo in vitro de segmentos foliares de Annona cauliflora Mart., Annona
bahiensis St. Hill. e Annona glabra L.

Os resultados revelam consideravel variagdo na taxa de contaminagio.
Diferengas significativas (P<0.05) foram observadas entre espécies (Tabelas 1 e
2, Figura 1). O experimento mostrou que a ampicilina nas concentragdes
testadas ndo foi eficiente para eliminar bactérias enddgenas de cultivos in vitro

(Tabela 3).

TABELA 1- Resumo da anélise de varidncia para porcentagem de explantes
sadios e porcentagem de contaminagdo bacteriana e fiingica em
segmentos foliares de Annona glabra L, Annona bahiensis St.
Hill. e Annona cauliflora Mart., em diferentes concentragdes de
ampicilina e benomyl. Lavras — MG, 2001.

Fontes de GL Quadrados médios
Variagao Explantes Contaminagdo Contaminagao
sadios (%) bacteriana (%) fingica (%) *
Espécie (E) 2 48.289 5%* 47972 3%% 0,205 ns
Ampicilina (A) 3 43 0ns 90,7 ns 0,173 ns
Benomyl (B) 3 13.316,6** 0.585,2%* 21,832 **
ExA 6 188,8** 202.2%% 0,307 ns
ExB 6 4,952, 0%** 4.679,0%* 0,205 ns
AxB 9 333, 7%+ 315, 7% 0,173 ns
ExAxB 18 242, 1** 252 %% 0,307 ns
Residuo 144 36,8 46,3 0,777
C.V.(%) 10,1 17,4 65,9

ns - Ndo-significative ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
**_ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

“_ Dados originais transformados em +/x +1 .
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A agdo combinada do fungicida e do antibidtico ndo foi significativa na
reducgdo da contaminagdo dos explantes. O efeito isolado do benomyl foi efetivo
sobre os explantes tratados e todos os tratamentos diferiram estatisticamente do
controle, mas ndo diferiram entre si (Tabela 1). A introdugdo de ampicilina no

meto de cultura nio foi eficiente para eliminar contaminantes bacterianos.

Annona glabra
Y= 75,27+19,114x-3,8636x"
R%= 99,67% **

| mA. glabra AA. bahiensis ®A. caulifiora

Annona bahiensis
Y= 9,47+66,324x-13,1390x’
R%= 85,15% **

Annona cauliflora
Y= 29,25+7,806x-1,7468x>
R%= 52,22% **

Explantes sadios (%)

0 500 1000 1500 2000
Concentragio de benomil (mg/L)

FIGURA 1. Porcentagem média estimada para explantes sadios em segmentos
foliares de Annona glabra L, Annona bahiensis St. Hill. e Annona
caulifora Mart. em fungdo de diferentes concentragdes de
benomyl. Lavras — MG, 2001.

A porcentagem de material asséptico variou fortemente com a espécie
(Tabela 2) e mudangas fisiologicas do material vegetal parecem ser um fator
decisivo na descontaminagdo. Devido ao rapido crescimento, a parte superior
das brotagdes é menos colonizada por microrganismos, fomecendo explantes

com melhores condigdes assépticas (dados ndo mostrados).
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TABELA 2- Porcentagem de explantes sadios em segmentos foliares de
Annona glabra L, Annona bahiensis St. Hill. e Annona cauliflora
Mart., em diferentes concentragdes de benomyl. Lavras — MG,

Espécie o Concentragio de benomyl (g L) Média
0,0 0,5 1,0 2,0

A. glabra 75,00 a* 91,25a 97,50 a 90,00 a 88,43 a

A. bahiensis 2,50¢ 81,25b 75,62 b 66,87b 56,56 b

A. cauliflora  27500b 40,00 ¢ 3437¢ 33,12¢  33,37¢

* — Mddias scguidas pcla mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, ao nivel de
5 % dc probabilidade, pelo teste de Tukey.

Estudos realizados em fumo (Shields et al., 1984) com os compostos
cabendazime, fendedazole e imazalil forneceram um amplo espectro de
atividade antifingica, sem ser toxico para o material vegetal (protoplastos,
raizes, calos e sementes em germinagdo). Meristemas de Camellia sinensis e C.
Jjaponica tratados com benomyl e o antibiético rifampicina por 24 h, apés a
assepsia inicial em hipoclorito, reduziram a taxa de contaminagio e ndo foram
observados efeitos fitotoxicos (Haldeman et al., 1987). Resultados similares
foram encontrados por Viana et al. (1997) com rifampicina (50 mg.L™") em
meristemas de mamédo. Os autores concluiram que esse antibidtico nio modifica
o desenvolvimento dos explantes e nenhum efeito tdxico foi observado.
Kritzinger et al. (1998) pré-trataram rizomas de Zantedeschia aethiopica com
uma mistura de fungicidas comerciais de amplo espectro, captab 500 WP (5
gL") e dithane (5 gL, pertencentes ao mesmo grupo de benomyl, e os
resultados mostraram que um pré-tratamento com fungicida por pelos menos 24
h é necessario para se obter o controle maximo da contaminagéo.

O benomyl na concentragdo de 500 mg.L" é capaz de eliminar totalmente a
contaminagio fingica (Figura 2). Os fungos endogenos ndo sio eliminados pela

desinfestagdo superficial do material vegetal. O fungicida benomyl, que é do
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grupo dos carbomatos, inibe o crescimento de varias espécies de fungos, sem ter

efeito inibitorio sobre a cultura de tecidos (Shields et al., 1994).
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FIGURA 2 - Porcentagem média estimada para explantes com contaminagido
fingica em segmentos foliares de Annona glabra L, Annona
bahiensis St. Hill. e Annona cauliflora Mart. em fungao de
diferentes concentragdes de benomyl. Lavras — MG, 2001.

A idade do tecido foi acompanhada por um incremento na infecgdo
microbial, frequentemente agravada por ferimentos superficiais. Explantes
obtidos de folhas do tltimo surto de crescimento originou mais espécimes sadios
do que explantes obtidos de folhas abaixo daquelas do 1ltimo surto de
crescimento (dados nd3o mostrados). Esses resultados confirmam a deterioragao
do estado sanitario do material vegetal com a idade.

Provavelmente, a concentragdo maxima de antibidtico usada (4,0 mg. L")
(Tabela 3) ndo foi suficiente para desinfectar os explantes. Scortichini &
Chiariotti (1988) empregaram trés antibicticos, sulfato de estreptomicina,
piperacilina e rifampicina (de 25 a 200 mg L"), para testar os efeitos
antibacteriais e fitotoxicos desse compostos sobre meristemas de Prunus

persica. Todos os antibidticos apresentaram amplo espectro de a¢do, eliminando

37



parcialmente os contaminantes (30% dos explantes sadios), e piperacilina e
estreptomicina claramente mostraram fitotoxidade. Reed et al. (1998) reportaram
que bactérias endogenas em cultura de tecidos de aveld foram eliminadas por
tratamentos com antibiéticos. O uso de um unico antibiético foi ineficiente, mas
a combinagio de dois ou mais eliminou a maioria dos contaminantes.
Streptomicina misturada com timentina ou gentamicina eliminaram todas as
bactérias em testes com isolados. Os autores também reportam que, em tecidos
vegetais, a concentragdo de antibidtico necessiria para eliminar bactéria

endogena € 3-4 vezes mais alta do que aquela efetiva sobre a bactéria isolada.

TABELA 3- Porcentagem de explantes com contaminagio bacteriana em
segmentos foliares de Annona glabra L, Annona bahiensis St.
Hill. e Annona cauliflora Mart., em diferentes concentragdes de
ampicilina. Lavras — MG, 2001.

Espécie Concentragdo de ampicilina (mg.L™) Meédia
0,0 1,0 2,0 4,0

A. cauliflora 60,00 a 71,37 a 64,37 a 63,75a 64,84 a

A. bahiensis 45,00 b 4250 b 40,00 b 40,00b 41,870

A. glabra 11,87 ¢ 875¢ 11,87 ¢ 875¢ 1031 ¢

* — Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, nio diferem entre si ao nivel de
5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Muitos autores tém considerado a origem endofitica da contaminago.
Entretanto, o uso de antibidtico para desinfectar as culturas in vitro de
microorganismos € muito controversa. Alguns autores, tais como, Brown et al.
(1982), usaram antibidticos para desinfectar suas culturas; outros autores como
Knauss & Knauss (1979), usaram antibiético mas apresentam certas davidas
quanto a sua eficacia e observaram fitotoxidade de algumas substéncias usadas.
Por outro lado, Pollock et al. (1983) reportaram que antibidticos n3o sio muito

efetivos contra contaminantes e sio definitivamente fitotéxicos.
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Os resultados deste estudo indicam que € possivel atingir a
descontaminagdo fungica total dos segmentos foliares de Annonaceae
adicionado 500 mg.L™! de benomyl no meio de cultura.

Novos estudos para avaliar os efeitos de diferentes concentragbes e
combinagdes de antibiéticos sobre a regeneragdo in vitro em Annonaceae sao
necessarios para esclarecer a relagio entre concentragio e efeito fitotoxico dos

quimicos.

6.2 Influéncia do Acido ascérbico e do PVP no controle da oxidagio de
explantes foliares de Annona cauliflora Mart.

Os resultados observados mostram que houve efeito significativo de
tratamentos (Tabela 4). Diferencas na redugdo da oxidagdo foram observadas
quando se utilizaram concentragdes de PVP iguais ou superiores a 200 mgL’.
Entretanto, a maior concentragio de PVP ainda foi incapaz de adsorver os
compostos exudados pelo explante. O acido ascorbico em sua maior
concentragdo s6 foi capaz de reduzir levemente o processo de oxidagdo (Tabela
5) e, segundo Fridborg et al. (1975), é incapaz de evitar os efeitos toxicos dos
exudatos do explante.

TABELA 4- Resumo da analise de varidncia de efeito de diferentes
concentragdes de PVP e acido ascobico no controle ou redugio
da oxidagdo de segmentos foliares de Annona cauliflora Mart.
Lavras — MG, 2001.

Fontes de variagdo GL Quadrado médio
Tratamentos 10 8,9969 **
Residuo 121 0,2789

CV. (%) 25,17

**. Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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O tunico tratamento capaz de controlar o processo de oxidagio foi o escuro
(Tabela 5). Possivelmente a atividade das enzimas ligadas a biossintese e
oxidagdo de fenois foi reduzida pela auséncia da luz , o que ja foi constatado por
Adams et al. (1979).

TABELA 5- Intensidade média de oxidagdo de segmentos foliares de Annona
cauliflora Mart., em fungdo de diferentes concentragcdes de PVP e
acido ascorbico. Lavras — MG, 2001.

Tratamento Intensidade de oxidagdo
T1 (controle) 3,00 a°
T2 (50 mg.L"' PVP) 2,83a
T6 (50 mg.L" Acido ascorbico) 2,75a
T7 (100 mg.L" Acido ascorbico) 2,75a
T8 (200 mg.L"' Acido ascérbico) 2,50 a
T3 (100 mg.L"' PVP) 2,50a
T9 (400 mg.L"' Acido ascorbico) 2,33ab
T10 (800 mg.L" Acido ascorbico) 1,67bc
T4 (200 mg.L" PVP) 1,33 ¢
T5 (400 mg.L" PVP) 1,08 cd
T11 (ESCURO) 033e

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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6.3 Inducio de calogénese em segmentos foliares de Annona bahiensis St.

Hill., Annona glabra L e Rollinia silvatica St. Hill.

6.3.1 Influéncia de 2,4-D e TDZ na calogénese de Annona bahiensis e Annona
glabra.

A calogénese nas duas espécies estudadas foi induzida com sucesso. O
teste F mostra que existe variabilidade dentro de espécie para a calogénese
(Tabela 6). Os dados obtidos revelam variagdo consideravel entre as duas
espécies (Tabela 7), com porcentagem de calos de 65,31 e 41,56 para A.
bahiensis e A. glabra, respectivamente (P<0,01).

TABELA 6- Resumos da analise de variancia para a indugdo de calos a partir
de segmentos foliares de Annona bahiensis St. Hill. e Annona
glabra L. Lavras — MG, 2001.

Fonte de Variagao GL QM
Espécie 1 22.652,50 **
TDZ 3 6.421,87 **
2,4-D 3 6.807,29 **
Espécie x TDZ 3 2.572,91 **
Espécie x 2,4-D 3 7.875,00 **
TDZ x 2,4-D 3 2.380,20 **
Espécie x TDZ x 2,4-D 9 954,86 **
Erro 128 376,95
C.V.(%) 36,33

**. Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Em varias espécies, tem sido sugerido que diferengas nas respostas in vitro
entre gendtipos podem ser relacionadas a diferengas no conteudo endogeno de

fitorreguladores (Looney et al., 1988; Alvarez et al., 1989; Gronroos et al., 1989;
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Péros et al., 1998). A mesma sugestdo pode ser aplicada a variabilidade entre as

espécies de Annona.

TABELA 7- Valores médios para a formagio de calos a partir de segmentos
foliares de Annona bahiensis St. Hill. e Annona glabra L., na
presenga de TDZ e 2,4-D, 60 dias apds a inoculagdo. Lavras —

MG, 2001.
Espécie % de calos formados
Annona bahiensis 65,31 a*
Annona glabra 41,56 b

% Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P<0,01.

A calogénese foi inexpressiva na auséncia de 2,4-D e TDZ, para as duas
espécies (Figura 3 A,B). Esses resultados corroboram estudos realizados por
Deccetti (2000), que reportam a auséncia de calos na espécie 4. glabra, quando
os reguladores 2,4-D e TDZ estavam ausentes. A calogénese na espécie A.
glabra parece ser mais dependente da adigio externa de reguladores de
crescimento capazes de promover um balango intemo auxina / citocinina
favoravel a indugdo de calos.

Em concentragdes altas de TDZ (9,04 uM) e na auséncia de auxina, a
calogénese foi alta nas duas espécies (80 e 75% para A. bahiensis e A. glabra,
respectivamente) (Figura 4 A, B), indicando que o efeito isolado do TDZ é
capaz de induzir a formagdo de calos nas duas espécies. O efeito isolado do 2,4-
D s foi capaz de estimular a calogénese na espécie 4. bahiensis.

O melhor resultado para a espécie A. bahiensis foi obtido quando se utilizou
a combinagio 2,26 M TDZ + 9,04 uM 2,4-D, produzindo 100% de calogénese.
A interagdo entre auxina e citocinina para a indugio de calos também tem sido
reportado para outras espécies lenhosas, como Lithospermum erythrorhizon
(Hee-Ju et al.,1997), Jatrapha curcas (Sujatha & Mukta, 1996) e amoreira
(Gomes, 1999).
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Y( A )= 73,68+6,017X-1,3893X?
R%= 94,57 **

Y(A)= 68,09+29,900X-11,8181X?
R’=79,74 ns

Y( * )= 87,59+3,173X-0,3308X?
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R’= 51,76 ns
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R’*=98,61 **

Y( * )= 15,31451,681X-21,3636X?
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FIGURA 3- Porcentagem estimada de explantes com calo para as espécies
Annona bahiensis St. Hill.(A) e Annona glabra L (B) em fungdo
de diferentes concentragdes de TDZ e 2,4-D. Lavras — MG, 2001.
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FIGURA 4- Porcentagem estimada de explantes com calo para as espécies
Annona bahiensis St. Hill. (A) e Annona glabra L (B) ) em funggo
de diferentes concentragdes de 2,4-D e TDZ. Lavras — MG, 2001.
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6.3.2.Indugiio de calos e regeneragio de brotagdes adventicias de segmentos
foliares de Rollinia silvatica St. Hill.

A indugdo de calogénese em segmentos foliares de Rollinia silvatica foi
obtida facilmente utilizando 4,52 uM TDZ + 1,13 uM 2,4-D. Apos 3 semanas a
massa de calo friavel foi subdividida e aumentou seu volume rapidamente.
Entretanto, apos trés sucessivas repicagens, os calos tomaram-se compactos e de
coloragdo escura sendo que o processo de regeneragdo de brotagdes via
organogénese indireta ndo foi observado em combinagdo alguma de TDZ e AIA.

O declinio gradual do potencial morfogénico do calo pode ser devido a
acumulagdo de substincias inibidoras, ao declinio no metabolismo, transporte e
interagdo entre reguladores de crescimento (Hansen et al., 1987; Van Staden &
Moony, 1987; Palni et al., 1988) ou ao aumento no numero de células
polipléides e aneupléides no calos devido ao prolongamento das subculturas
(Nehra et al., 1990).

Aspectos da calogénese em segmentos foliares de Rollinia silvatica sao

apresentados na Figura 5.
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FIGURA 5-

Inducéo de calogénese em Rollinia sylvatica St. Hill. a partir de
folhas de brotagdes cultivadas in vitro. A, B, C calos formados 21
dias apos inoculagdo. D,E,F,G calos 30 dias apos a primeira
repicagem. H, I calos 30 apos a segunda repicagem. J, L, M calos

em processo de faléncia, 45 dias apos a terceira repicagem. Lavras
— MG, 2001. Barra = 10 mm.
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6.4 Inducio de brotacdes em segmentos nodais algumas espécies de

Annonaceae

De acordo com a analise de variancia, foi observado efeito altamente
significativo para espécie sobre o nimero médio de brotagdes por explante e a

porcentagem de explantes responsivos (Tabela 8).

TABELA 8- Resumos da analise de varidncia para a indugio de brotagdes e
porcentagem de explantes responsivos em segmentos nodais em
fungdo das espécie Annona glabra L, Annona cauliflora Mart,
Annona coriacea Mart, Annona bahiensis St.Hill e Rollinia
sylvatica St. Hill. Lavras — MG, 2001.

Fontes de variagdo GL Quadrado médio
Numero de Porcentagem de explantes
Brotagdes responsivos

Espécie 4 2,4238 ** 7.139,54 **

Residuo 25 0,1122 488,58

C.V.(%) 41,36 39,80

**_ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

As espécies Annona glabra e Annona cauliflora produziram,
respectivamente, 1,50 e 1,49 brotagSes por segmento nodal (T: abela 9). Esses
valores corroboram aqueles reportados por Deccetti (2000) para a espécie
Annona glcabra (1,5) e por Encina et al. (1994) para Annona cherimola cv.
‘Fino de Jete’ (1,4-1,7). Entretanto, estio muito abaixo dos valores encontrados
por Nair et al. (1984a) para atemdia (6-7) e por Lemos & Blake (1996b) para
Annona muricata (3,8 brotagdes por segmento nodal).

As espécies Annona coriacea, Annona bahiensis e Rollinia silvatica
mostraram-se bastante recalcitrantes in vitro. A porcentagem de segmentos

nodais responsivos nessas trés espécies foi muito baixa (Tabela 9). Diferentes
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concentragoes e tipos de reguladores de crescimento devem ser testados visando
obter uma combinagdo que aumente o numero de brotagdes em segmentos
nodais em Annona coriacéa, Annona bahiensis e Rollinia silvatica. A utilizagio
de outras fontes de explante, como segmento internodal, peciolo, gema apical,

hipocétilo e epicoétilo, devem ser igualmente testados para essas espécies.

TABELA 9- Resultados médios para numero de brotagdes por explante e
porcentagem de explante responsivos para as espécies Annona
glabra L, Annona cauliflora Mart, Annona coriacea Mart,
Annona bahiensis St.Hill e Rollinia sylvatica St. Hill.Lavras —

MG, 2001.
Espécie Numero médio de Porcentagem de explante
Brotagdes / explante Tesponsivo
Annona glabra 1,50 a* 100,00 a
Annona cauliflora 1,49 a 83,35a
Annona coriacea 0,49b 44,43 b
Annona bahiensis 0,27b 22,15b
Rollinia silvatica 0,27b 27,76 b

“ Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de
Tukey, P<0.01.

Aspectos gerais da indugdo de brotagdes em segmentos nodais de Annona
glabra, Annona cauliflora, Annona babhiensis e Rollinia silvatica podem ser

observados na Figura 7.
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FIGURA 7- Brotagdes em segmentos nodais de Annona glabra L (A), Rollinia
silvatica St.Hill. (B), Annona cauliflora Mart. (C) e Annona
bahiensis St.Hill. (D) 40 dias apos a inoculagdo. Lavras — MG,
2001.
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6.5 Efeito do substrato na germinacio in vitro Annona cauliflora Mart.

A analise de variancia detectou efeito significativo para substrato na
éerminagéo de A. cauliflora (P<0,01) (Tabela 10). O substrato plantmax
promoveu maior porcentagem de germinagdo aos 120 dias (65%), bem superior
aos 22% de germinagdo do substrato areia lavada. Os meios de cultura WPM e

MS, mesmo com 50% da sua concentragio de sais e 1% de sacarose, mostraram

TABELA 10- Resumo da anilise de varincia porcentagem de acumulada em
sementes de Annona cauliflora Mart. apés 60, 90 e 120 dias, sob
diferentes substratos in vitro. Lavras — MG, 2001.

Fonte de variagdo @ GL Quadrados médios (Germinagdo acumulada)
60 dias 90 dias 120 dias
Substrato 3 124,58 ** 231791 %% 4,623,33 **
Residuo 19 18,75 51,25 118,75
C.V. (%) 91,16 48,53 49,53

**- Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

germinagdo baixa ou nula (Tabela 11). Esses resultados concordam com
Deccetti (2000), que obteve maiores porcentagem de germinagdo em sementes
de Annona glabra na auséncia de sacarose no meio de cultura. Essa autora
reportou que o aumento na concentragdo de secarose no meio de cultura diminui
a porcentagem de germinagdo. A elevada taxa de contaminagdo, quando as
sementes foram inoculadas nos meios de cultura WPM e MS, pode ter
contribuido para uma menor emergéncia de plantulas.

A pressdo osmética é um fator a ser considerado, uma vez que elevadas
pressdes reduzem a absor¢io de agua das sementes e afetam o metabolismo
celular. Além do mais, é possivel que a exposicdo das sementes de Annona
cauliflora a sacarose exdgena tenha afetado o processo de quebra de lipidios, o

que pode ter resultado numa germinago baixa ou nula (To et al., 2001).

50



TABELA 11- Porcentagem de germinagdo acumulada em sementes de Annona
cauliflora Mart. apos 60, 90 e 120 dias, sob diferentes substratos
in vitro. Lavras — MG, 2001,

Substrato Germinagdo acumulada (%)
60 dias 90 dias 120 dias

Plantmax 10 a* 46 a 65a

Areia lavada 8b 12b 22b

WPM 50% + 1% sacarose 1c¢ lc lc

MS 50% + 1% sacarose Oc Oc Oc

“ Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, P<0,01.

A germina¢dio em plantmax proporcionou a emissdo de um sistema
radicular desenvolvidlo e bem ramificado com muitos pelos absorventes.
Provavelmente, a maior aeragdo promovida por esse substrato favoreceu a

germinagdo e o desenvolvimento das plantulas.
6.6 Problemas encontrados no cultive in vitro de Annonaceae

Durante o estabelecimento in vitro, observaram-se anormalidades como
necrose no apice das brotagdes, abscisdo foliar, com maior ou menor severidade,
em todas as espécies estudadas e hiper-hidricidade em Rollinia silvatica (Figura
8).

As Annoanceae sdo plantas tropicais com mecanismos fisiologicos de
resisténcia a seca, o que inclui a absciséo foliar. No cultivo in vitro, em fungdo
do ambiente peculiar, esse fenémeno ocorre rapidamente, o que reduz o
crescimento e o vigor do explante e pode até impossibilitar a continuagio do

processo de micropropagagdo (Lemos & Blake, 1996a).
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FIGURA 8- Anormalidade observadas durante a indugdo de brotagdes em
segmentos nodais de Annonaceae 40 dias apés a inoculagdo:
morte da gema apical em Annona cauliflora Mart (A), Rollinia
silvatica St.Hill. com hiper-hidricidade em tubos completamente
vedados (B) e planta normal (C) em tubos com tampa sem a
pelicula de PVC, abscisdo foliar em Annona bahiensis St. Hill.
(D) e em Annona glabra L (E) em tubos totalmente selados e
planta normal de Annona glabra L (F) em tubos com tampa e sem
a pelicula de PVC.Lavras - MG, 2001.
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O etileno esta envolvido no processo que regula o fenomeno da abscisao
foliar. Nas condigdes do cultivo in vitro, dada a natureza do selamento dos
frascos para evitar contaminagdes e a reduzida evapotranspira¢do, o etileno
produzido pelos tecidos pode se acumular em niveis fisiologicamente ativos
(Lemos & Blake, 1996a). Esses autores sugerem que a abscisdo foliar pode ser
controlado de trés maneiras: a) por compostos absorventes do etileno produzidos
pelas plantas (permanganato de potassio), b) por compostos inibidores da
biossintese de etileno (cloreto de cobalto, L-a-aminoetoxivinil glicina e acido
amino-oxiacético) e c) por compostos inibidores da agdo do etileno (nitrato de
prata e tiosulfato de prata). Os autores ainda reportam que compostos & base de
nitrato de prata e tiosulfato de prata foram efetivos no controle da abscisédo foliar
de Annona squamosa e produziram efeitos mais duraveis (30 dias).

A necrose de gema apical parece ser uma desordem fisiologica normal
encontrada em condi¢des de cultivo in vitro (Sha et al., 1985). Varias hipéteses
tém sido reportadas, mas a deficiéncia de boro, e particularmente de calcio, sdo
as causas mais provaveis. As plantas translocam nutrientes minerais via fluxo de
massa através do xilema (Biddulph et al., 1961). Quando a taxa de transpiragdo é
alta, o fluxo de nutriente é grande. A reducéo no fluxo transpiratorio acarreta a
deficiéncia de calcio, ¢ a morte da gema apical é um sintoma caracteristico.
Assim, a melhora nas trocas gasosas, para facilitar a transpiragdo, pode ser mais
efetiva que o aumento nos niveis de calcio no meio de cultura sugerido por Sha
et al.(1985) e Abousalim & Mantell (1994) para resolver o problema.

As caracteristicas anatomicas e fisiologicas de uma espécie propagada in
vitro podem refletir a troca gasosa entre o frasco de cultura e o meio (Majada et
al., 1998). O grau com que essas plantas se diferem daquelas cultivadas no
campo ou em casa de vegetacdo depende de muitos fatores, incluindo genétipo e
variaveis restritas ao ambiente de cultura, como troca gasosa por unidade de

tempo e disponibilidade de agua (Ziv, 1991). Com base numa faixa de
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severidade da anormalidade pode se ter plantas com aparéncia claramente
malformadas, vitrificadas ou, mais apropriadamente, hiper-hidratadas (Debergh
etal., 1992).

Plantas hiper-hidricas, quando transferidas para condigdes ex vitro, sdo
mais susceptiveis a dessecagdo. Essas plantas requerem nebulizagdes adicionais
para reduzir as perdas, o que aumenta o ataque de fungos.

Um possivel mecanismo para melhorar as trocas gasosas e o fluxo de vapor
de agua € a ventilagdo forgada (Amstrong et al., 1997) ou natural através de
selamento dos frascos com membranas (Talavera et al., 2001).

Novos sistemas para controle ambiental dentro do frasco de cultura
implicardo em melhorias na qualidade da planta, autotrofia e automagdo (Kozai
e Smith, 1995) e também facilitardo a aclimatizagdo (Majada et al., 2001).
Entretanto, poucas informagdes est3o disponiveis sobre o controle do ambiente
de cultivo durante a micropropagagdo e também sdo bastante escassas as
informagdes sobre as caracteristicas fisiologicas de plantas produzidas in vitro

onde o ambiente intemo é modificado (Majeda et al., 2001)

7 CONCLUSOES

a) O benomyl, inoculado no meio de cultura, controla 100% das
contaminagdes fingicas em explantes foliares de Annona bahiensis e Annona
glabra.

b) A manutengdo das culturas inicialmente no escuro é o tratamento mais
efetivo no controle da oxidagdo em explantes foliares de Annona cauliflora. O
PVP em concentragdes elevadas (superior a 200 mg.L") reduz parcialmente a

oxidagdo das culturas.
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c) A calogénese, na espécie Rollinia sylvatica, é estimulada utilizando
como indutor o0 TDZ; nas espécies Annona bahiensis e Annona glabra quando
sdo usados TDZ e 2,4-D combinados ou isoladamente.

d) Segmentos nodais das espécies Annona glabra e Annona cauliflora sio
mais responsivos a indug¢do com BAP do que aqueles das espécies Annona
coriacea, Annona bahiensis e Rollinia sylvatica.

e) A maior taxa de germinagdo em Annona cauliflora (65%) é obtida

utilizando o substrato plantmax.
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CAPITULO 111

INDUCAO DE BROTACOES ADVENTICIAS EM FOLHAS
DE ANNONA GLABRA L, ANNONA BAHIENSIS ST. HILL. E
ANNONA SQUAMOSA L E EM SEGMENTOS DE
HIPOCOTILO E EPICOTILO DE ANNONA SQUAMOSA L.



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Inducdo de brotagGes adventicias em
folhas de Annona glabra L, Annona bahiensis St. Hill. e Annona squamosa L e
em segmentos de hipocotilo e epicdtilo de Annona squamosa L. In:
Controle da morfogénese in vitro em algumas espécies de Annonaceae. 2003.
p. 63-85 Tese. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras - MG*.

O trabalho teve como objetivos avaliar, sob condigdes in vitro, o potencial
regenerativo de folhas das espécies Annona squamosa L, Annona glabra L e
Annona bahiensis St. Hill. e de segmentos de hipocdtilo e epicétilo de A.
squamosa. No primeiro estudo, a organogénese foi induzida através da
inoculagao de folhas de A. squamosa, A. bahiensis e A. glabra em meio WPM
suplementado com diferentes concentragdes de BAP (2,22; 4,44; 8,88 ¢ 17,76
uM) e ANA (0,00; 1,34; 2,68 e 5,37 uM). No segundo estudo, segmentos de
hipocétilo e epicétilo de A. squamosa foram inoculados em meio WPM
5uplementado com BAP (0,00; 2,22; 8,87; 17,74 e 35,48 uM) e solidificado com
7 gL de agar. Apds a mocula;;ao 0s tubos contendo os explantes foram
mantndos sala de crescimento sob radiagdo fotossintética ativa de 45-56
pmol.s".m? a 25+ 3 °C. A analise dos resultados mostrou que a organogénese
em folhas de Annona é dependente do tipo de explante utilizado e do balango
auxina-citocinina. As folhas cotiledonares apresentaram maior potencial
organogénico para a micropropagagio de A. squamosa. A indugdo de multiplas
brotagdes adventicias em hipocétilos e epicétilos de A. squamosa foi induzida
apenas com 0 uso do BAP como indutor. O potencial regenerativo do hipocétilo
foi maior que o do epicétilo. As maiores brotagdes em segmentos de hipocétilo

(26,4 mm) e epicétilo (14,0 mm) foram obtidas com a menor concentragio de
BAP (2,22 pM).
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Induction of adventitious shoots in leaves
of Annona glabra L., Annona bahiensis St. Hill. and Annona squamosa L. and in
hypocotyl and epicotyl segments of Annona squamosa L. In: Control of the in
vitro morphogenesis in some Annonaceae species. 2003, p.63-85. Thesis.
(Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG*,

The regeneration potential of leaf explants of the species Annona squamosa
L., Annona glabra L. and Annona bahiensis St. Hill. and in hypocotyl and
epicotyl segments of A. squamosa was evaluated under in vitro conditions. In
the first study, the organogenesis was induced through the inoculation of leaf
explants of A. squamosa, A. bahiensis and A. glabra in WPM medium
supplemented with different concentrations of the growth regulators BAP (2.22;
4.44; 8.88 or 17.76 uM) and NAA (0.00; 1.34; 2.68 or 5.37 uM). In the second
study, 4. squamosa hypocotyl and epicotyl segments were inoculated in WPM
medium containing different concentrations of BAP (0.00; 2.22; 8.87; 17.74 or
35.48 uM). After inoculation, the vessel with explants were maintained in a
growth room under photosynthetic active radiation of 45-56 umol.s’.m” and
temperature of 25 + 3 °C. Results showed that the organogenesis in leaves of
Annona was dependent of explant type and auxin-cytokinin ratio. The
cotyledonary leaf explants presented the best organogenic potential for the
micropropagation of A. squamosa. The induction of adventitious multiple shoot
in hypocotyl and epicotyl segments of A. squamosa was successfully using BAP
as inductor. The regenerative potential of the hypocotyl was larger than epicotyl.
The largest shoots in hypocotyl (26.4 mm) and epicotyl (14.0 mm) segments
were obtained with the smallest concentration of BAP (2.22 pM).
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3 INTRODUCAO

Atualmente, muitas espécies da familia Annonaceae apresentam riscos
consideraveis de extingdo devido, principalmente, a destruicdo das vegetagdes
nativas.

O conhecimento da morfogénese in vitro pode facilitar os processos de
melhoramento (ainda inexistentes) através da multiplicagdo de plantas elite ou
espécies com sério risco de extingdo, além de facilitar a troca de material entre
centros de pesquisa.

A conservagdo in vitro de espécies ameagadas, pela regeneragdo a partir de
folhas derivadas de seedlings germinados in vitro, apresenta vantagens quando
comparada aos métodos que envolvem a cultura de meristema apical ou gemas
laterais. A utilizagdo de seedlings, como fonte de tecidos, propicia a
representacdo de maior variabilidade genética, especialmente de espécies como a
Annona squamosa, que tem base genética estreita. A desinfestagdo do explante
nao € requerida e, finalmente, o uso de tecidos jovens pode reduzir a frequéncia
de variagdo somaclonal (Mercier & Kerbauy, 1993).

O trabalho teve como objetivos avaliar, sob condigdes in vitro, o potencial
de regeneragdo de folhas das espécies Annona squamosa L, Annona glabra L e

Annona bahiensis St. Hill. e de segmentos de hipocétilo e epicotilo de Annona

squamosa L.

4 REFERENCIAL TEORICO

O emprego das técnicas de cultura de tecidos, especialmente na
micropropagacao, tem sido amplamente utilizado, principalmente quando a
propagagdo generativa ¢ insatisfatoria, quando a progénie obtida é heterogénea,

devido & heretorigose, ou em casos em que a propagagdo por sementes nio
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ocorre naturalmente. Por outro lado, é importante ressaltar sua grande utilidade
em programas de conservagdo e /ou melhoramento, dada a economia de tempo
na multiplicagdo de variedades, assim como na produgdo de clones promissores
e livres de patogenos.

Varias pesquisas utilizando meristemas, gemas ou segmentos nodais tém
sido realizadas objetivando a propagacgio de frutiferas (Jordan, 1988). De acordo
com esse autor, os processos de organogénese e embriogénense tém sido
induzidos diretamente em muitas espécies herbaceas. Entretanto, trabalhos
visando induzir a regeneragdo de brotagdes em folhas em espécies lenhosas, em
especial as Anonaceas, ainda sdo raros (Nair et al., 1984; Rasai et al., 1994).
Estudos mostram que a adi¢gdo de BAP e ANA ¢é essencial na indugdo de
organogénese. Por exemplo, Jordan (1988) induziu brotagdes em 100% de
explantes foliares de A. cherimola cv. ‘Concha Lisa’ em meio MS suplementado
com 8,87 uM BAP, 2,68 uM ANA e 200 mg.L" de caseina hidrolizada.

O sucesso da cultura de tecidos e a morfogénese dependem do tipo, do
tamanho, da idade do explante e das condigdes in vitro. As taxas de
sobrevivéncia, de crescimento e de multiplicagio nos mais variados tipos de
explantes dependem do tamanho do explante inicial (Murashige, 1977; Tisserat,
1985). Explantes muito pequenos apresentam baixa sobrevivéncia em cultura e
os maiores sio de dificil descontaminag¢do (Murashige, 1977).

Explantes de tecidos novos, ainda sob divisdo celular, em geral formam
calo mais prontamente do que as partes mais velhas da planta, havendo maior
probabilidade de que este seja organogénico. Explantes retirados de orgdos
novos também possuem maior capacidade de induzir organogénese direta
(George, 1993).

Em plantas lenhosas, os tecidos jovens sdo usados predominantemente

como fonte de explantes devido a seu grande potencial regenerativo. A
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organogénese a partir de explantes oriundos de plantulas tem sido reportado em
Citrus spp (Barlass & Skene, 1982) e carambola (Litz & Conover, 1980).

A organogénese em Annonaceae tem recebido pouca atengdo e somente um
limitado sucesso tem sido reportado na literatura. Rasai et al. (1994) reportaram
a indugdo de brotagdes multiplas de hipocdtilo excisado de plantulas de atemoéia
cv “African Pride”. O numero maximo de brotag3es por explante foi obtido
quando se utilizaram secgdes da parte distal (proximo a raiz) do hipocétilo. Em
Annona cherimola cv *“Concha Lisa”, Jordan (1988) também reportou a
formagdo de brotagdes multiplas a partir de segmentos do hipocétilo. As
brotagdes adventicias ocorrem sem a passagem pela fase de calos. A espécie
Annona muricata foi micropropagada com sucesso por Lemos & Blake (1996),
utilizando como fonte de explante segmentos nodais e hipocétilo de plantulas

obtidas através de sementes germinadas in vitro.
5 MATERIAL E METODOS

5.1 Organogénese direta em folhas de Annona glabra L, Annona squamosa
L e Annona bahiensis St. Hill.
3.1.1 Assepsia e obtengdo dos explantes.

As sementes de Annona squamosa foram descontaminadas, conforme
procedimento descrito no item 5.6 do capitulo Il e a assepsia dos segmentos
nodais de A. bahiensis e A. glabra seguiram o procedimento descrito no item 5.5
do referido capitulo.

Sementes de Annona squamosa foram germinadas in vitro em meio WPM
suplementado com 10 g.L”! de sacarose, 7 gL de agar e pH ajustado para 5,7
antes da autoclavagem. Apés a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura de 25° + 3 °C sob baixa radiagdo fotossintética

ativa (2-5 pmol. m”s™) por um periodo de 15 dias ap6s a germinacgio. Foram
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utilizados como explantes folhas definitivas e folhas cotiledonares. Cada folha
constituiu um explante.

Os explantes das espécies A. bahiensis e A. glabra foram obtidos a partir
de brotagdes in vitro de segmentos nodais, mantidos em tubos de ensaio
completamente vedados durante 5 semanas, em meio WPM suplementado com
30 gL' de sacarose e 8,88 uM BAP, solidificado com 7 g.L"' de agar e pH
ajustado para 5,7 antes da autoclavagem. Apos a inoculagdo, 0s segmentos
nodais foram mantidos sob radiagdo fotossintética ativa de 45-56 umol.m?s
fornecidos por lampadas florescentes frias, fotoperiodo de 16h e temperatura de
25°+3°C.

5.1.2 Meio basico e condigdes de incubagao.

Os explantes, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL do
meio WPM enriquecido com 30 g.L" de sacarose e diferentes combinacdes de
BAP e ANA e solidificado com 7 g.L”' de agar. O pH do meio foi ajustado para
5,7 antes da autoclavagem. Apos a inoculagdo, as culturas foram mantidas em
sala de crescimento sob radiagio fotossintética ativa de 45-56 pmol.m?s’
fornecidos por lampadas florescentes frias, fotoperiodo de 16h e temperatura de
25°+3°C.

A organogénese foi induzida através do efeito de diferentes combinagdes de
BAP (2,22; 4,44, 8,88 e 17,76 uM) x ANA (0,00; 1,34; 2,68; 5,37 uM) em
folhas definitivas de A. squamosa, A. bahiensis e A. glabra, totalizando 36
tratamentos com 8 repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida de um tubo (um
explante / tubo).

Foi avaliado também o efeito do tipo de explante sobre a organogénese,
inoculando-se folhas definitivas e cotiledonares de A. squamosa em diferentes
combinagdes de BAP (2,22; 4,44, 8,88 ¢ 17,76 pM) e ANA (0,00; 1,34; 2,68,
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5,37 pM). Cada tratamento era formado por 8 repeti¢des, cada uma constituida
por um tubo (um explante / tubo).

Foram avaliadas as percentagens de calos e brotagdes induzidas. A
calogénese foi avaliada aos 30 dias apés a inoculagdo e as brotagdes adventicias,

aos 30 e 60 dias apos a inoculagao.

5.2 Indugdo de miltiplas brotagdes adventicias em hipocétilo e epicétilo de
Annona squamosa L.
5.2.1 Assepsia e obtengdo dos explantes.

As sementes de Annona squamosa foram descontaminadas e inoculadas no
substrato Plantmax® da Eucatex, conforme procedimentos descritos no item 5.6
do capitulo I1.

Apos a germinagdo, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento
sob baixa radiagdo fotossintética ativa (2-5 pmol. m>s?) durante 15 dias. O
hipocétilo foi decapitado exatamente abaixo do primeiro par de folhas
cotiledonares e acima da radicula e dividido em segmentos com comprimento
entre 15 ¢ 20 mm. O epicétilo foi excisado acima das folhas cotiledonares e
exatamente abaixo do primeiro par de folhas definitivas e dividido em

segmentos com comprimento entre 10 e 15 mm.

5.2.2 Meio basico e condigbes de incubagdo.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL do
meio WPM enriquecido com 30 g L' de sacarose e diferentes concentragdes de
BAP (0,00; 2,22; 8,87; 17,74; 35,48 uM) e solidificado com 7 gL' de agar. O
pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem. Apos.a inoculagdo dos
explantes, as culturas foram mantidas sob radiagdo fotossintética ativa de 45-56
pmol.m™.s™ fornecidos por lampadas florescentes frias, fotoperiodo de 16h e

temperatura de 25 ° + 3°C.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
arranjo em fatorial 2 x 5 (em que 2 representa os tipos de explantes utilizados e 5
as concentragdes de BAP), com 5 repeti¢Oes, sendo cada repetigdo formada por
4 tubos (um explante / tubo).

Foram avaliados a porcentagem de calos e brotagdes formadas, o numero
médio de brotagdes, o tamanhos € o niumero de entrends da maior brotagdo, aos

30, 45 e 60 dias ap0s a inoculagio.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Organogénese direta em folhas de Annona glabra L, Annona squamosa
L e Annona bahiensis St. Hill.

Os explantes de Annona squamosa e Annona bahiensis apresentaram
organogénese direta sem formagdo de calos e em algumas combinagdes de BAP
e ANA houve formagdo de calos na base do explante. Em todas as combinagdes,
observou-se que o fator genétipo teve a maior contribuigdo na indugio de
brotagdes adventicias. Nenhuma combinagdo entre BAP e ANA foi capaz de
induzir brotagdes em folhas definitivas de A. glabra (Tabela 1).

A proliferagdo de gemas adventicias foi evidente na base dos explantes
foliares 20-30 dias apds a inoculagdo. Brotagdes originaram-se diretamente das
protuberdncias formadas na base da folha e ndo foi observada a fase
intermediaria de calo (Figura 1).

As folhas de Annona glabra apresentaram incapacidade para a produgdo de
brotagdes adventicias e trinta dias apds a inoculagdo os explantes estavam
completamente amarelados. Os explantes utilizados eram provenientes de
brotagdes com cinco semanas de idade, mantidas em tubos totalmente vedados.
Nessas condigdes, provavelmente, para essa espécie, 0 processo de senescéncia

ja estava desencadeado e as células ja ndo estavam mais competentes.
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TABELA 1- Efeito de interagdo BAP ¢ ANA sobre a porcentagem de calos aos
30 dias (C), porcentagem de brotagdes, 30 (B1) e 60 dias (B2)
apos a inoculagdo, em folhas intactas de Annona squamosa L @,
Annona bahiensis St. Hill.® e Annona glabra L ™. Lavras - MG,

2002.
Espécie BAP (uM)
2,22 4,44 8,88 17,76
C Bl B2 C Bl B2 C Bl B2 C Bl B2

0,00 uM ANA

A . squamosa 100 50 50 50 - - 50 - - 100 - -

A . bahiensis - - - - - . . . - - - -

A . glabra e
1,34 uM ANA

A.squamosa 50 50 50 87 - - 50 - - 100 - -

A . bahiensis - - 50 - - - . . 50 - . 50

A . glabra - - - - - - - - e ...
2,68 pM ANA

A.squamosa 37 50 50 50 - - 50 - - 100 - -

A . bahiensis - - - - - - - - 100 - - 100

A . glabra - - - - - - . - - - - -
5,37 uM ANA

A.squamosa 50 62 100 62 - - 100 100 - -

A . bahiensis - - 50 - - 50 - - 50 - - 100

A . glabra - - - - - - - ...

* Explanics provenientes de plantas germinadas in vitro,

(y)c(z
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FIGURA 1- Aspectos da indugdo de brotagdes adventicias em folhas definitivas
de Annona bahiensis St. Hill. (A, B) e Annona squamosa L (C, D)
120 dias apos a inoculagdo. Lavras — MG, 2002. Barra = 10mm.

A citocinina e a auxina agem sinergisticamente para produzir brotagdes
vigoras em A. squamosa e A. bahiensis in vitro. A resposta morfogénica de

explantes foliares, para diversas combinagdes de BAP e ANA, tem sido descrita
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em Annona squamosa por Nair et al. (1984) e Lemos & Blake (1996) em meio
MS, que obtiveram miltiplas brotagdes em explantes foliares estimulados por
BAP e cinetina.

O tipo de explante usado é um fator importante na indugdo de brotagdes. As
folhas cotiledonares apresentaram maior potencial organogénico, sendo,
portanto, uma excelente fonte de explantes para a micropropagagio de Annona
(Tabela 2). Em baixas concentragdes de BAP observou-se maior indugdo de
brotagdes, independentemente da concentragdo de ANA. Os maiores nimeros de
gemas (dados ndo mostrados) e brotagdes foram observados em explantes
oriundas de folhas cotiledonares, as quais apresentavam também maior

capacidade organogénica em relagdo as folhas definitivas de Annona squamosa

TABELA 2- Efeito de interagdo BAP e ANA sobre a porcentagem brotagdes
(60 dias apds a inoculagdo) em dois tipos de explantes de Annona
squamosa L. Lavras — MG, 2002.

Tipo de explante BAP (uM)
2,22 4,44 8,88 17,76
0,00 uM ANA
Primeiras folhas definitivas 37,5 0,0 0,0 0,0
Folhas cotiledonares 100,0 87,5 0,0 0,0
1,34 uM ANA
Primeiras folhas definitivas 50,0 0,0 0,0 0,0
Folhas cotiledonares 100,0 100,0 100,0 0,0
2,68 uM ANA
Primeiras folhas definitivas 37,5 50,0 0,0 0,0
Folhas cotiledonares 100,0 100,0 100,0 87,5
5,37 uM ANA
Primeiras folhas definitivas  100,0 0,0 0,0 0,0
Folhas cotiledonares 100,0 100,0 100,0 100,0
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(Tabela 2). Entretanto, na auséncia ou em baixas concentragdes de ANA (1,34
uM), a capacidade organogénica das folhas cotiledonares foi fortemente
influenciada pelo BAP. As folhas definitivas ndo apresentaram um padrdo de
resposta 4 combinagdes entre ANA e BAP (Tabela 2), indicando a necessidade
de repeticio do experimento para que sejam feitas melhores inferéncias. As
condigdes de cultivo das plantulas doadoras de explantes devem ser mais
estudas.

Os resultados aqui obtidos sdo relevantes, considerando que algumas
espécies de Annona apresentam dificuldade de regeneragdo in vitro. A indugdo
de organogénese foi conseguida com sucesso em folhas de Annona squamosa e
Annona bahiensis.

Com o processo de regeneragdo descrito nesse trabalho, dependendo do
balango entre 0 BAP e ANA, a produgdo de gemas e brotagoes adventicias na
regido do peciolo das folhas de A. squamosa atingiu 100%. Esses resultados
corroboram aqueles reportados por Nair et al. (1984) para a espécie 4.
squamosa. De acordo com esses autores, a porgdo da folha utilizada como
explante é um fator muito importante na formagéo de brotagdes, sendo a base da
folha com o peciolo a regido mais responsiva na indugio de brotagdes. Os
valores encontrados aqui sdo maiores quando comparados com outras espécies.
Hervé et al. (2001) reportam que apenas 10% das folhas de um clone elite de
Eucaliptus gunnii produziram gemas adventicias.

O processo de organogénese nas espécies A. squamosa e A. bahiensis ocorre de
maneira semelhante (Figura 2). Inicialmente, uma protuberdncia ¢ formada
proximo ao peciolo da folha, seguida de iniciagdo das gemas na
superficie da mesma. Os tipos de células presentes nessas protuberdncias ndo

foram identificadas nesse estudo.
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FIGURA 2- Aspectos da indugdo de brotagdes adventicias em folhas
cotiledonares de Annona squamosa L. 120 dias apos a inoculagio.
Lavras — MG, 2002. Barra = 10mm.

A perspectiva fisiologica dos processos celulares associados a morfogénese
ndo foi tema de estudo neste trabalho mas, diante de respostas pouco

homogéneas observadas para as trés especies, toma-se relevante reportar a
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literatura sobre estes processos, para melhor entendimento das variagdes
observadas.

O aparecimento de gemas adventicias é explicado por Van Amold &
Hawes (1989) como decorrente de meristemoides originados pela diferenciagdo
de tecidos epidérmicos e sub-epidérmicos, ocasionado pela a¢do de citocininas.

Somente células com receptores especificos sio capazes de ligar-se ao BAP
recebendo, assim, o estimulo para disparar o processo de morfogénese (Osbome,
1984). Estas células existem em diferentes niveis de competéncia, requerendo
periodos variados de exposigdo para que o agente regulador possa ser
reconhecido.

Componentes de meio de cultura, tipos, tamanho e idade dos explantes ou
da cultura podem contribuir para alteragdes do material genético. O processo de
regeneracdo de organogénese direta em folhas de A. squamosa e A. bahiensis
descrito nesse trabalho € o primeiro passo para estudos posteriores de analise da

integridade genética e molecular dessas espécies.

6.2 Indugiio de maltiplas brotagdes adventicias em hipocétilo e epicétilo de
Annona squamosa L.

Brotagdes adventicias formaram-se diretamente em toda a extensdo do
hipocétilo, enquanto no epicotilo, as brotagdes ocorreram somente na
extremidade apical do explante. Houve formagdo de 100% de calos na base de
ambos os tipos de explantes, em todas as concentragdes de BAP utilizadas.
Embora néo tenha sido observado formagio de calos na auséncia de BAP, este
afetou diretamente o tamanho e numero de entrenos das brota¢des. O aumento
na concentragio de BAP reduziu o tamanho ¢ o numero de entrends das
brotagbes, sendo que as maiores brotagdes (28,5mm) foram obtidas com a menor
concentragdo de BAP (Tabela 3).
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TABELA 3-  Porcentagem de calos, comprimento e nimero de entrends da
maior brotagdo em hipocdtilo (H) e epicétilo (E) de Annona
squamosa L em fungio da concentragio de BAP utilizada.
Lavras — MG, 2002.

BAP Calos na base Comprimento da N® de entrends
(uM) do explante (%) maior brotagdo (mm) da maior brotagdo
H E H E H E
2,22 100,0 100,0 284 140 46 3.0
8,87 100,0  100,0 250 134 36 3,0
17,74 100,0 100,0 214 9,8 3,2 2,4
35,48 160,0 100,0 8,0 8,6 20 2,0
0,00 0,0 0,0 8,0 2,4 1,8 0,8

Verificou-se, para os dois tipos de explantes, uma correlagio direta entre
concentragio de BAP e o tamanho do calo formado (dados nio mostrados),
sendo detectado um aumento do tamanho do calo com o incremento na dose do
regulador.

O numero de brotagdes formadas no hipocétilo foi sempre menor que o
numero de gemas induzidas e em muitos explantes as gemas n3o desenvolveram.
A produgdo de gemas que originaram brota¢des foi mais alta nas concentragdes
mais baixas de BAP (dados nio apresentados).

O numero de brotagdes formadas no epicétilo aumentou com o incremento
na concentragio de BAP. Para a regeneragdo a partir do hipocétilo, a
concentracdo de 8,87 uM BAP induziu o maior numero de brotagdes (4,47) e
diferiu significativamente do controle e da concentragdo 2,22 pM BAP (Tabela
4).

A comparagio dos dois tipos de explantes mostra que o potencial
regenerativo do hipocétilo é maior que o do epicétilo. Quando induzidos com

8,87 tM BAP, os segmentos de hipocétilo produziram 4,47 brotagoes por
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TABELA 4- Dados cumulativos do numero de brotagdes em hipocdtilo e
epicotilo de Annona squamosa L em fungio da concentragdo de
BAP utilizada e da fonte de explante. Lavras — MG, 2002.

Dias apos a inoculagdo

BAP (uM) 30 45 60 Média
Hipocatilo
8,87 4,20 4,20 5,00 4,47 a*
17,74 3,40 3,40 3,40 3,40 ab
35,48 2,40 2,80 3,40 2,87 abc
2,22 2,40 2,40 2,20 2,33 be
0,00 1,60 1,60 1,60 1,60 ¢
Epicdtilo
35,48 2,00 2,40 3,20 2,53 a*
17,74 2,00 2,40 3,00 247 a
8,87 1,80 1,80 2,40 2,002
2,22 1,40 1,60 1,60 1,53 a
0,00 0,80 0,80 0,80 0,80 a

“ Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, para cada tipo de explante, nio
difere entre si pelo teste de Tukey. P< 0,05.

explante contra 2,0 do epicctilo, diferenciando de maneira significativa (P<
0,05) (Tabela 5).

Pelo menos para os segmentos de hipocdtilo, observou-se uma tendéncia a
redugdo no numero de brotagdes por explantes quando a concentragio de BAP
foi superior a 8,87 pM.

A obtengdo de multiplas brotagdes adventicias, via organogénese direta,
através da utilizagdo de segmentos de hipocétilo e epicdtilo de A. squamosa,
pode ser facilmente induzida com o BAP (Figura 3). Os resultados encontrados

corroboram Rasai et al. (1994), que reportaram a indugdo de multiplas brotagdes
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em hipocdtilos excisados de ateméia cv. ‘African Pride’. O niimero maximo de
gemas verificadas nessa cultivar foi de 12,6 por explante na parte distal do
hipocétilo inoculado em meio MS suplementado com 8,87 uM BAP e 0,46 uM
cinetina e o incremento do nivel de BAP acima 8,87 pM decresceu o niimero de
gemas, o comprimento das brotagdes e o peso fresco das brotagdes. A formacio

de multiplas brotagdes em segmentos de hipocétilo sem passar pela fase de calo

TABELA 5- Dados cumulativos do niumero de brotagdes em hipocétilo e
epicdtilo de Annona squamosa L em fungdo da fonte de explante
e das concentragdes de BAP utilizadas. Lavras — MG, 2002.

Dias apds a inoculagdo

Tipo de explante 30 45 60 . Média
0.00 yM BAP
Hipocdtilo 1,60 1,60 1,60 1,60 a*
Epicdtilo 0,80 0,80 0,80 0,80 a
2,22 yM BAP
Hipocétilo 2,40 2,40 2,20 233a
Epicétilo 1,40 1,60 1,60 1,53 a
8,87 uM BAP
Hipocétilo 4,20 4,20 5,00 4,47 a
Epicétilo 1,80 1,80 2,40 2,00b
17,74 uM BAP
Hipocétilo 3,40 2,60 3,80 3,60a
Epicatilo 2,00 2,40 3,00 247a
35,58 yM BAP
Hipocétilo 2,40 2,80 3,40 2,87 a
Epicatilo 2,00 2,60 3,20 2,60 a

“ Médias seguidas pcla mesma letra, em cada coluna, para cada concentragdo de BAP,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. P< 0,05.
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Figura 3. Aspectos morfologicos de brotagdes adventicias em segmentos de
hipocotlio (A) e epicétilo (B) de Annona sguamosa L. 45 dias apos a
moculagdo. Barra = 10 mm.

também foi reportada por Jordan (1988) e as maiores percentagens de brotagoes
adventicias foram obtidas em meio MS suplementado com os reguladores BAP e
ANA (8,87 e 2,68 uM, respectivamente).

A formagdo de brotagdes na extremidade apical dos segmentos de epicotilo
esta diretamente relacionada com a concentragdo de BAP. Houve beneficio de

altas concentragdes desse fitorregulador sobre o numero de brotagoes em
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segmentos de epicdtilos de Citrus, para os quais a concentragdo proxima do
nivel 6timo para a regeneragdo de brotagdes adventicias esta entre 4,44 ¢ 17,76
#M (Duran Vila et al., 1989; Maggon & Singh, 1995; Moreira-Dias et al., 2000,
2001). A melhor condigdo para regeneragdo de brotagdes de Citrus foi obtida
nas concentragbes mais elevadas de BAP, mas entre os tratamentos, as
diferengas, embora aparentemente expressivas, ndo foram significativas quando
comparadas pelo teste de Tukey (Tabela 4). Entretanto, Lemos & Blake (1996)
reportaram que em segmentos € hipocétilo de A. squamosa, quando inoculados
em meio de cultura com concentragdes superiores a 35 uM BAP, esse regulador
inibiu a formacdo de gemas. O nimero de gemas reduziu significativamente com
o incremento da concentragdo de BAP, sugerindo que a citocinina ndo era
necessaria para a iniciagdo das gemas adventicias. Entretanto, Lemos & Blake
(1996) destacam que, devido ao grande nimero de gemas adventicias produzidas
nos explantes, o crescimento posterior é muito lento. Portanto, os autores
concluiram que o BAP pode aumentar a porcentagem de conversdo de gemas em
brotagdes, favorecendo o crescimento.

A capacidade de produzir brotagdes regeneradas que enraizam quando
excisadas € um fator primario para a micropropagagdo. O tamanho das brotagdes
em segmentos de hipocétilo e epicdtilo foi inversamente proporcional a
concentragdo de BAP utilizada. As maiores brotagdes em hipocétilo (26,4 mm) e
epicotilo (14,0 mm) foram obtidas com o menor nivel de BAP (2,22 uM )
(Tabela 3). Em Citrus, o tamanho das brotagdes formadas é um fator limitante
na micropropagagido (Duran Vila et al, 1989). Em adigdo ao efeito do BAP
(Tabelas 3 e 4), o comprimento das brotagdes adventicias nas se¢des de
hipocétilo parece ser limitado pelo suplemento nutricional, ja que esse

parametro ¢ inversamente relacionado com o niimero de brotagdes.
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Futuros trabalhos devem ser conduzidos para determinar o comprimento
ideal das brotagdes a serem utilizadas com sucesso para a indugdo do

enraizamento.

7 CONCLUSOES

a) As folhas cotiledonares apresentam maior potencial organogénico para a
micropropagacao de Annona squamosa.

b) O uso de folhas jovens intactas mostrou-se promissor com fonte de
explante para proliferagio de brotagdes adventicias, sem a passagem pela fase de
calo, para as espécies Annona squamosa e Annona bahiensis, embora haja
necessidade de aprimoramento da técnica.

c) O potencial regenerativo do hipocdtilo é maior que o do epicdtilo e as
brotagdes formadas nos hipocatilo sdo mais vigorosas.

d) Brotagdes adventicias formam-se diretamente em toda a extensdo dos
segmentos de hipocdtilo, enquanto, nos segmentos de epicétilo, ocorrem
somente na extremidade apical, quando esses sdo induzidos com uma pequena
concentracdo de BAP (2,22 uM).
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DA POLARIDADE DO EXPLANTE NA
RESPOSTA MORFOGENICA DE SEGMENTOS DE
HIPOCOTILO E EPICOTILOS DE ANNONA SQUAMOSA L.



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Influéncia da polaridade do explante na
resposta morfogénica de segmentos de hipocdtilo e epicdtilos de Annona
squamosa L. In: . Controle da morfogénese in vitro em algumas
espécies de Annonaceae. 2003. p. 86-99. Tese. (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O trabalho teve como objetivos avaliar, sob condigdes in vitro, a nfluéncia
da polaridade de explantes na resposta morfogénica. Segmentos de hipocétilo e
epicctilo de Annona squamosa L. foram inoculados em meio de cultura WPM
acrescido de 8,87 pM BAP e 250 mg.L"' de benomyl nas seguintes orientagdes:
horizontalmente sobre a superficie do meio de cultura, verticalmente no meio na
posi¢do normal ou na posi¢do invertida (somente hipocétilo), em tubos de ensaio
fechados com tampa plastica (selada ou ndo com a pelicula de PVC) e tampéo de
algoddo. Apés a inoculagiio, os tubos contendo os explantes foram mantidos
sala de crescimento sob radiagdio fotossintética ativa de 45-56 pmol.s".m? a 25
+ 3 °C. A analise dos resultados mostrou que polaridade dos explantes afetou a
organogénese e o maior namero de brotagdes (8,30 por explante) foi obtido em
hipocétilos inoculados na posigdo vertical normal. Néo houve influéncia
significativa da forma de fechamento dos tubos na resposta morfogénica dos
explantes. A inoculagdo de segmentos de hipocdtilos e epicétilos na orientagdo
vertical constituiu um método eficiente para a regeneragdo de plantas de A.
squamosa.

87



2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Influence of the explant orientation on
morphogenic response of hypocotyl and epicotyl segments of Annona squamosa
L. In: ____. Control of the in vitro morphogenesis in some Annonaceae
species. 2003. p. 86-99. Thesis. (Doctorate in Plant Physiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

In this work, the influence of explant orientation on the in vitro
morphogenic response of Annona squamosa L was evaluated. Hypocotyl and
epicotyl segments were inoculated in WPM medium supplemented with 8.87
pM BAP and 250 mg.L™ benomyl in three orientations: placed horizontally on
the medium surface, inserted vertically in the nommal position and planted
vertically in the inverted position (hypocotyl segments only) into test tubes
closed with normal transparent plastic cap (sealed or not with PVC film) or
cotton tampon. After inoculation, the tubes with explants were maintained in a
growth room under photosynthetic active radiation of 45-56 pmol.s”.m? and
temperature of 25 + 3 °C. Results showed that the explant polarity affected
organogenesis and the largest hypocotyls shoot number (8.3 per explant) was
found in explants inserted vertically in the normal position. No influence was
observed of different vessel sealing on morphogenic response of explants. The
incubation of hypocotyl and epicotyl segments in the vertical orientation
constituted an efficient system for regenerating plants of A. squamosa.
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3 INTRODUCAO

A posigdo do explante sobre o meio de cultura parece desempenhar fungdo
importante na calogénese e organogénese. Os explantes inoculados in vitro
normalmente exibem uma acentuada polaridade na proliferagdo celular e na
morfogénese. Isso pode estd relacionado com a posi¢do e/ ou orientagdo que
6rgio ou pedago de tecido tem na planta intacta e também com sua orientagéo
dentro do recipiente de cultivo. A polaridade de regeneragdo varia com o
gen6tipo (até entre variedades dentro de uma mesma espécie) e pode, as vezes,
ser revertido pelo tratamento com reguladores de crescimento (George, 1993).

Uma explicagio geral para a polaridade é que quando um segmento de
tecido é cortado, a unidade fisiologica é perdida. Isso pode causar a
redistribuigio de algumas substancias, provavelmente auxinas, o que explica as
respostas diferentes no crescimento (Hartmann et al., 1997).

O trabalho teve como objetivos avaliar, sob condigdes in vitro, a influéncia
da polaridade de explantes de hipoctilo e epicétilo de Annona squamosa L na

resposta morfogenética.
4 REFERENCIAL TEORICO

Quando um érgdo completo é secionado em pedagos, os varios segmentos
diferem na sua capacidade morfogénica. Existe, freqiientemente, um gradiente
na morfogénese nas segmentos progressivas. Por exemplo, segmentos de 5 mm
do meio do hipocétilo de Helianthus annuus s3o os melhores explantes para se
obter calo capaz de regenerar brotagdes adventicias (Grecco et al., 1984). Em
Citrus sinensis “Valencia’, a capacidade morfogénica do epicétilo decresce &

medida que se afasta do cotilédone (Burger & Hackett, 1986).
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Em macieira cv. “Delicious”, maior produgdo de brotagbes axilares foi
verificada quando os explantes foram posicionados na forma invertida, no meio
de cultura, do que na posig¢do correta (Zimmerman & Fordhan, 1989). Segundo
Byeong et al. (1987), o posicionamento horizontal do explante no meio de
cultura aumentou significativamente o numero total de brotagées. A regeneragio
in vitro a partir de hipocétilo tem sido reportado em algumas espécie de Annona
(Rasai et al., 1995) e em outras frutiferas, como os Citrus (Garcia-Luiz et al.,
1999).

A polaridade natural de eventos regenerativos ¢ normalmente atribuida ao
movimento de substincias reguladoras do crescimento no interior da planta,
principalmente o transporte polar da auxina AIA. A adigdo de auxinas e
citocininas no meio de cultura pode reforgar a polaridade normalmente
observada no explante, induzindo regeneragdo de partes ndo responsivas de
orgdo ou conduzindo ao desaparecimento ou reversdo da tendéncia polar
(George, 1993).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Assepsia e obtengdo dos explantes.

As sementes de Annona squamosa foram descontaminadas e inoculadas no
substrato Plantmax® da Eucatex, conforme procedimentos descritos no item 5.6
do capitulo I1.

Apos a germinagdo, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento
sob baixa radiagdo fotossintética ativa (2-5 pmol. m>s?) durante 15 dias. O
hipocotilo foi decapitado exatamente abaixo do primeiro par de folhas
cotiledonares e acima da radicula e dividido em segmentos com comprimento

entre 15 e 20 mm. O epicétilo foi excisado acima das folhas cotiledonares e
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exatamente abaixo do primeiro par de folhas definitivas e dividido em

segmentos com comprimento entre 10 e 15 mm.

5.2 Meio basico e condigdes de incubagdo.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
WPM, enriquecido com 30 g.L" de sacarose, 8,87 uM BAP, 250 mg.L" de
benomyl e solidificado com 7 gL agar. O pH foi ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem. Apés a inoculagdo dos explantes, as culturas foram mantidas sob
radiagdo fotossintética ativa de 45-56 pmol.m?s™, fornecidos por lampadas
florescentes frias, fotoperiodo de 16h e temperatura de 25 ° +3°C.

Em um primeiro experimento, segmentos de hipocétilo com comprimento
entre 10 e 15 mm foram inoculados no meio de cultura em trés orientagbes: 1)
horizontalmente sobre a superficie do meio de cultura, 2) verticalmente na
posigdo normal, com a extremidade basal do segmento inserido no meio de
cultura a uma profundidade de 2-3 mm e a extremidade apical protrundindo 7-12
mm e 3) introduzido verticalmente no meio na posigdo invertida, com a
extremidade apical inserida no meio de cultura a uma profundidade de 2-3 mm
com a extremidade basal protrundindo 7-12 mm.

No segundo experimento foram comparados segmentos de hipocétilo e
epicotilo com comprimento entre 10 e 15 mm, os quais foram inseridos no meio
nas seguintes posigdes: 1) horizontalmente sobre a superficie do meio de cultura
e 2) verticalmente na posi¢do normal, com a extremidade basal do segmento
inserido no meio de cultura a uma de profundidade 2-3 mm de e a extremidade
apical protrundindo 7-12 mm.

Para os dois experimentos, avaliaram-se também trés tipos de fechamento
dos tubos de ensaio: tampa plastica com a pelicula de PVC, tampa plastica sem a

pelicula de PVC e tampdo de algodéo.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. No
primeiro experimento foi utilizado um esquema fatorial 3x3 (em que 3
representa os tipos de orientagdes e de selamento dos tubos) com 4 repetigdes,
sendo cada parcela formada por quatro tubos (um explante/ tubo). No segundo, o
arranjo fatorial 2x2x3 (em que 2 representa os tipos de explante e de orientagdes
e 3, os tipos de selamento) com 2 repetigdes, sendo cada parcela formada por 4
tubos (um explante/ tubo).

Foram avaliados o numero de brotagdes por explante e a percentagem de

explantes resposivos, 45 dias apos a inoculagao.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A interagdo “orientagdo dos explantes x tipos de selamento” foi
significativa para a percentagem de explantes responsivos (P< 0,05). O efeito
isolado da orientagio dos explantes foi altamente significativo para o numero de
brotagdes (P< 0,01) e percentagem de explantes responsivos (P< 0,01) (Tabela
1). Os segmentos de hipocétilo inseridos verticalmente no meio na orientagdo
normal emitiram maior numero de brotagdes adventicias (8,30 por explante) e a
maior  percentagem de explantes responsivos  (72,25), diferindo
significativamente dos segmentos inoculados na posi¢do horizontal (Tabela 2).
Observou-se que, em qualquer orientagdo dos segmentos, a formagdo das gemas
e brotagdes adventicias ocorreu ao longo do segmento.

Nos segmentos inseridos verticalmente no meio na orientagdo invertida,
verificou-se que a extremidade apical, em contato com o meio, formou um calo
ndo friavel e vigoroso, embora o numero de gemas tenha sido menor (dados nio
mostrados). Todavia, o numero de brotagdes ndo diferiu estatisticamente de

segmentos inoculado verticalmente na orientagdo normal. O menor numero de
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brotagdes (4,49 por explante) e a menor percentagem de explantes responsivos

(44,44) foram verificados em explantes inoculados horizontalmente (Tabela 2).

TABELA 1- Resumo da analise de variancia para nimero médio de brotages e
percentagem de explantes responsivos provenientes hipdcotilos de
Annona squamosa L., em diferentes tipos de orientagGes e
selamentos. Lavras - MG, 2002.

Fonte de variagado GL Quadrados médios
Numero de Explantes
brotagdes’ responsivos”

Orientagdo explante (A) 2 1, 5104 ** 14,3114 **

Tipo de selamento (B) 2 0,1479 ns 0,9852 ns

AxB 4 0,0954 ns 5,3171 %

Residuo 27 0,1452 1,2988

C.V. (%) 14,31 14,86

ns -Nio-significativo ao nivel de 5% de probabilidade pclo tesic F.
* _ Significativo ao nivel de 5% dc probabilidade pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

z _ Dados originais transformados cm /x +1.

TABELA 2- Numero médio de brotagdes e percentagem de explantes
responsivos provenientes de hipocotilos de Annona squamosa
L., em diferentes tipos de orientagdes . Lavras - MG, 2002.

Tipo de orientagio ~ Numero médio brotagdes ~ Explantes responsivos (%)

Vertical 8,30 a” 72,25 a
Horizontal 449b 44441
Invertido 6,11a 6391 a

7 _Médias scguidas pela mesma lctra, cm cada coluna, ndo difcrem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pclo tesie de Tukey.
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Néo houve diferenga significativa entre os trés tipos de selamentos no
namero de brotagdes e na percentagem de explantes responsivos (Tabela 3).
Entretanto, o tampdo de algoddo promoveu maior evaporagdo do meio de
cultura, o que ocasionou redugdio no potencial hidrico do substrato e,
conseqilentemente, diminuigdo no tamanho das brotagdes (dados ndo

mostrados).

TABELA 3- Numero médio de brotagdes e percentagem de explantes
responsivos provenientes de hipocotilos de Annona squamosa
L., em diferentes tipos de selamentos . Lavras - MG, 2002.

Tipo de selamento Nimero médio de Explantes responsivos
brotagdes (%)

Tampa plastica sem PVC 6,80 a* 61,13 a

Tampa plastica com PVC 6,44 a 58,34 a

Tampéao de algodao 5,66 a 61,13 a

z — Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Com relag@o a origem do explante, a interagio dupla “origem do explante x
orientagdo do explante” foi altamente significativa para nimero de brotagdes por
explante (P< 0,01). A interagdo tripla “origem do explante x orientagdo do
explante x tipos de selamentos™ foi significativa para percentagem de explantes
responsivos (P< 0,05). Para os dois pardmetros avaliados (numero de brotagdes
por explante e percentagem de explantes resposivos) ndo foi verificado efeito
isolado de tipos selamento, enquanto os fatores origem e orientagdo dos
explantes isoladamente foram altamente significativos (Tabela 4).

Os segmentos de hipocdtilo mostraram-se com maior capacidade
organogénica, independentemente do tipo de orientagdo, do que aqueles de

epicdtilo. O maior valor para hipocétilo (8,30) foi superior a seis vezes aquele
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TABELA 4- Resumo da analise de varidncia para nimero médio de brotagdes e
da percentagem de explantes responsivos hipécotilos e epicotilos
provenientes de Annona squamosa L., em diferentes tipos de
orientacdes e selamentos. Lavras - MG, 2002.

Fonte de variagdo GL Quadrados médios
Numero de Explantes responsivos
brotagdes” (%)”

Origem do explante (A) 1 16,8695 ** 27,7063 **

Orientagdo explante (B) 1 1, 4138 ** 56,6411 **

Tipo de selamento (C) 2 0,0367 ns 0,1351 ns

AxB 1 1,6019 ** 0,0785 ns

AxC 2 0.1300 ns 35173 ns

BxC 2 0,1134 ns 23,8401 **

AxBxC 2 0,0559 ns 11,1168 *

Residuo 36 0,1353 3,1871

C.V. (%) 17,68 26,54

ns -Ndo-significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
* . Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pclo teste F.

= _ Dados originais transformados em vx +1.

encontrado para os segmentos de epicétilo (1,27), quando inoculados na posi¢do
vertical (Tabela 5). A percentagem de explantes responsivos de hipocétilos ndo
diferiu entre os tipos de selamento, dentro de cada tipo de orientagdo. Na
comparagdo de tipos de explantes, os resultados mostram que os segmentos de
hipocétilo sdo mais responsivos que os de epicétilo, independentemente da
orienta¢do do explante ou do tipo de selamento dos tubos (Tabela 6).

Tecidos oriundos de seedlings de A. cherimola mostram grande potencial

regenerativo (Tazzari et al., 1990). A regeneragio de brotagdes de hipocétilo tem
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TABELA 5- Numero médio de brotagdes provenientes de hipdcotilos e
epicotilos de Annona squamosa L., em diferentes tipos de
orientagdes do explante . Lavras - MG, 2002.

Origem de explante Orientagdo do explante
Vertical Horizontal

Hipocotilo 8,30 A%’ 449Ba

Epicotilo 1,27AD0 136 Ab

% . Médias scguidas pela mesma letra maiuscula, cm cada linha, niio diferem entre si ao
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

¥ _ M¢ddias seguidas pela mesma letra miniiscula, em cada coluna, ndo diferem entre si
ao nivel de 5 % dc probabilidade pelo teste de Tukey.

TABELA 6- Percentagem de explantes responsivos provenientes de hipocotilos
e epicdtilos de Annona squamosa L., em fun¢do da origem e da
orientagdo do explante e dos tipos de selamento . Lavras - MG,

2002.
Origem Orientagado do explante
de Vertical Horizontal
explante Tampa Tampa  Tampido Tampa Tampa  Tampdo
com sem de com scm de
PVC PVC algoddo PVC PVC algoddo

Hipocotilo  83,352°A" 75,00 aA 66,70 aA 41,62aA 50,00aA 5835aA
Epicotilo  66,67aA 66,70 aA 24,97bB 2497aA 16,65aB 24,97aB

* — Médias seguidas pela mesma letra mintiscula, em cada coluna, ndo diferem entre si,
ao nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

¥ - Médias seguidas pela mesma letra maitiscula, em cada linha, dentro de cada tipo de
orientagdo, ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

sido reportado para espécies de Annona. Rasai et al. (1994) mostraram que a
formagdo de multiplas brotagGes, sem a passagem pela fase de calo, foi possivel
em segmentos de hipocétilo de A. cherimola cv. ‘Concha Lisa’ (Jordan, 1988) e
A. squamosa (Lemos & Blake, 1996), A. muricata (Bejoy & Hariharan, 1992) e
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atemodia cv. ‘African Pride’ (Rasai et al., (1994). O nimero médio de brotagdes
por explante (6,80) é superior aquele encontrado por Bejoy & Hariharan (1992).
Esses autores reportaram que uma média de 4,8 brotagbes por explante foi
alcangada em meio MS suplementado com 8,87 pM BAP e 0,54 uM ANA. Em
concentragdes superiores, de acordo com os mesmos autores, houve indugdo de
poucas brotagdes.

Nos segmentos de epicétilos, observou-se que quanto mais proximo do no
cotiledonar, maior o mimero de gemas e brotagdes (dados ndo mostrados). Essa
correlagdo inversa entre distincia do n6 cotiledonar e nimero de gemas também
foi verificado em “Troyer citrange” por Moreira-Dias et al. (2001). A razio para
essa perda na regeneragdo a medida que se distancia do né cotiledonar até o
momento nio foi determinada. Gunkel et al. (1972) demonstraram a importancia
do transporte de fitorreguladores no tecido vascular ao anular a polaridade com a
adigdo de reguladores de crescimento no meio. Com base nessas informagdes,
pode-se inferir que a influéncia da polaridade no potencial morfogenético € um
fenémeno provavelmente ligado ao transporte de fitorreguladores.

Até o momento, os estudos aqui reportados referem-se ao primeiro trabalho
que descreve a regeneragdo de brotagdes adventicias a partir de segmentos de
epicotilos de Annona. Em outras espécies, principalmente em Citrus, a
regeneragdo de brotagdes em epicdtilos, sem a passagem pela fase de calo, ja foi
reportado (Garcia-Luis, et al., 1999).

Em resumo, esse trabalho demonstra que a inoculagdo de segmentos de
hipocétilos e epicétilos na orientagdo vertical, constituindo um método eficiente
para a obtengdo de brotagdes adventicias em segmentos de hipocdtilos de
A.squamosa. Adicionalmente, esse procedimento de regeneragdo de brotagdes a
partir de segmentos de hipocétilos e epicdtilos constitui mais uma fonte para a
micropropagacdo de espécies de Annona, principalmente aquelas com base

genética estreita.
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7 CONCLUSOES

A melhor resposta morfogénica € obtida quando os segmentos de
hipocdtilos de Annona squamosa sio inoculados na orientagio vertical normal,
independentemente do tipo de selamento dos tubos de ensaio. A inoculagio dos
explantes na posi¢do horizontal reduz & metade a expressdo do potencial

organogénico.
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CAPITULO V

FATORES QUE AFETAM A MORFOGENESE IN VITRO EM
SEGMENTOS NODAIS DE ANNONACEAE



1. RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Fatores que afetam a morfogénese in vitro
em segmentos nodais de Annonaceae. In: . Controle da morfogénese in
vitro em algumas espécies de Annonaceae. 2003. p. 100-150. Tese.
(Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG*.

O trabalho teve por objetivo determinar os fatores que afetam a indugéo,
crescimento e desenvolvimento de brotagdes em segmentos nodais de
Annonaceae. No primeiro experimento, segmentos nodais de Annona glabra L.
foram inoculados em meio de cultura WPM suplementado com diferentes
concentragoes (17,76 e 36,52 uM) e tipos (BAP, TDZ e cinetina) de citocininas.
No segundo, segmentos nodais de Annona bahiensis St. Hill., Annona glabra L.,
Annona cauliflora Mart., Annona coriacea Mart., e Rollinia sylvatica St. Hill.
foram inoculados em meio WPM acrescido de 8,87 uM de BAP, 250 mg.L" de
benomyl e 87,64 mM de diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose, frutose,
galactose, sorbitol e maltose). No ultimo experimento, segmentos nodais de A.
glabra foram inoculados em meio WPM suplementado com diferentes
concentracdes de sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) e carvdo ativado
(0,0 € 2,0 gL™") e 250 mg.L" de benomyl e foram avaliados também dois tipos
de fechamento dos tubos de ensaio (tampa com pelicula de PVC e tampio de
algoddo). Apos a inoculagio, os tubos contendo os explantes foram mantidos
sala de crescimento sob radiagdo fotossintética ativa de 45-56 pmol.s” . m? a 25
1+ 3 °C. Os resultados mostraram que entre as citocininas testadas, o BAP € o
que promoveu as melhores respostas na indugdo de brotagbes em segmentos
nodais de A. glabra. O TDZ induziu brotagdes em forma de roseta, sendo
inadequado para a espécie em questdo. O aumento na concentragio de citocinina
de 17,76 para 35,62 pM no meio de cultura teve um efeito negativo sobre o
comprimento das brotagdes e sobre a porcentagem de explantes responsivos. A
fonte de agucar influenciou as variaveis: numero de folhas, comprimento e
matéria seca das brotagdes das espécies 4. bahiensis, A. cauliflora, A. coriacea,
A. glabra e R. sylvatica. A aeragio dos recipientes de cultura foi um dos fatores
que mais contribuiu na morfogénese in vitro na indugdo e crescimento de
brotagdes de A. glabra. A mudanga do modo tradicional de fechamento dos
tubos para o selamento altemativo contribuiu com acréscimos significativos no
crescimento das brotagdes, além de controlar a processo de abscisdo foliar. A
aeragdo das culturas, combinada com uma redugdo no conteudo de sacarose no
meio de cultura para 58,42 ou 29,21 mM, trouxe ganhos de 17 e 23 vezes na
matéria seca das brotagdes, respectivamente. Os beneficios encontrados com o
uso do tampdo de algoddo no fechamento dos recipientes de cultura foram
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similares aqueles obtidos com o uso de ventilagdo for¢ada ou com a adigio no
meio de cultura de compostos inibidores da agdo do etileno. Esse trabalho
forneceu uma contribui¢do original para a micropropagagio de Annonaceae com
importancia econdmica; foi apresentada uma altemativa acessivel e
economicamente viavel para resolver o problema da abscisdo foliar precoce,
principal problema ligado a propagagio in vitro de varias espécies dessa
importante familia.
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Factors affecting in vitro morphogenesis
in Annonaceae nodal segments. In: . Control of the in vitro
morphogenesis in some Annonaceae species. 2003. p. 100-150. Thesis.
(Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

This study was performed in order to determine the factors that influence
shoot induction, growth and development from nodal segments of Annonaceae.
In a first experiment, Annona glabra L. nodal segments were inoculated in
WPM medium supplemented with different concentrations (17.76 or 36.52 M)
and types (BAP, TDZ, kinetin) of cytokinins. In the second experiment, Annona
bahiensis St. Hill., Annona glabra L., Annona cauliflora Mart., Annona coriacea
Mart. and Rollinia sylvatica St. Hill. nodal segments were inoculated in WPM
enriched with 8.87 yM BAP, 250 mg.L"' benomyl and 87.64 mM of different
carbon sources (glucose, sucrose, fructose, galactose, sorbitol and maltose). In
the last experiment, A. glabra nodal segments were inoculated in WPM medium
supplemented with different sucrose concentrations (0.00; 29.21; 58.63 or
116.84 mM), activated charcoal (0.0 or 2.0 g.L"") and 250 mg.L" benomyl into
test tubes sealed with plastic cap, PVC film or cotton tampon. After inoculation,
the tubes with explants were maintained in a growth room under photosynthetic
active radiation of 45-56 pmol.s’.m? and temperature of 25 + 3 °C. The results
showed that the cytokinin BAP produced the largest number of shoots in 4.
glabra nodal segments. TDZ induced shoots with a rosette shape shown to be
inadequate for shoot induction in nodal segments of A. glabra. The increase of
cytokinin concentrations from 17.76 to 35.62 pM in culture medium had a
negative effect on shoot and percentage of responsive explants. The source of
carbon influenced all the evaluated variables (length of the shoots, number of
expanded leaves, length of the leaf more developed and the dry weight of the
shoots) of A. bahiensis, A. cauliflora, A. coriacea, A. glabra e R. sylvatica
species. Among the factors activated charcoal, sucrose and the form of sealing
the vessel, in vitro morphogenesis was markedly affected by the latter factor.
The change from traditional way (plastic cap with PVC film) of sealing test
tubes to the use of cotton tampon, contributes with significant increments in
shoot growth, besides the control of the leaf abscission process. Aeration of
cultures combined with the reduction of sucrose concentration in culture
medium to 58.42 or 29.21 mM, allowed increments of 17 and 23 fold in the dry
weight of the shoots, respectively. The benefits found with the use of the cotton
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tampon in sealing culture vessels were similar to those obtained with the use of
forced ventilation or with the addition of ethylene action inhibitors in the culture
medium. This work contributed to the micropropagation of Annonaceae with
economical importance. It was presented an accessible and economically viable
alternative to solve the problem of precocious leaf abscission, a main problem to
in vitro culture of several species of the Annonaceae family.
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3 INTRODUCAO

A micropropaga¢do ¢ uma ferramenta tecnicamente viavel para a
propaga¢do de Annonaceae com importancia economica. Contudo, a
multiplicagdo em forma massiva necessita de um melhor conhecimento dos
fatores que controlam a morfogénese in vitro, principalmente a abscisdo precoce
das folhas em algumas espécies importantes, o que limita a taxa de multiplicagdo
e 0 enraizamento.

Sistemas convencionais de indugdo de respostas morfogenéticas podem ser
melhorados manipulando in vitro os fatores que as determinam. Comumente, os
niveis de reguladores de crescimento tém sido bastante estudados em plantas
lenhosas e a variagdo somaclonal decorrente do uso desses quimicos tem sido
reportado com frenquéncia. Entretanto, outros fatores como fontes e
concentragdes de carbono no meio, presenga de carvdo ativado e o tipo de
fechamento dos recipientes de cultivo sdo igualmente importantes. Esses fatores
sdo mais faceis e seguros de serem manipulados, contudo em Annonaceae tém
recebido pouca atengdo.

O presente trabalho teve por objetivo determinar os fatores que afetam a
indugdo, crescimento e desenvolvimento de brotagdes em segmentos nodais de
Annonaceae. Os efeitos de tipos de citocininas, fontes de carbono, aeragdo das
culturas, sacarose e carvdo ativado na morfogénese in vitro foram avaliados
através do estudo do efeito de diferentes concentragdes de BAP, TDZ e cinetina
na indugdo e regeneragdo de plantas em segmentos nodais, do efeito de
diferentes fontes de carbono na indugdo de brotagdes em segmentos nodais de
Annonaceae e da influéncia da forma de fechamento dos tubos, das
concentragbes de sacarose e de carvdo ativado na indugdo, crescimento e

desenvolvimento de brotagdes in vitro de segmentos nodais de Annona glabra.
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4 REFERENCIAL TEORICO

A composigdo e a concentragdo dos reguladores de crescimento no meio de
cultura sd3o fatores determinantes no crescimento e no padrio de
desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Entretanto, a

'necessidade dessas substéncias varia consideravelmente com o tecido e o nivel
enddgeno do regulador no explante. Entre as principais classes de reguladores de
crescimento utilizados in vitro estdo as citocininas.

Existem diferengas entre as diversas citocininas; porém, na regenerag¢io das
Annonaceae, o BAP (benzilaminopurina) tem sido o mais empregado (Rasai et
al., 1995). Individualmente ou combinado com pequenas concentragdes de
outras citocininas, tais como cinetina, o BAP tem induzido a proliferagao de
brotagdes em segmentos nodais de Annona cherimola cv. ‘Concha Lisa’ (Nair et
al., 1984). O BAP isoladamente dentro da faixa de 1,0-8,8 uM é comumente
usado na maioria dos sistemas de micropropagagio sem levar em conta o tipo de
explante e meio de cultura. O TDZ (thidiazuron), uma fenil-uréia, é uma das
mais ativas fontes de citocininas para a cultura de tecidos de plantas,
especialmente para espécies lenhosas recalcitrantes (Huetteman & Preece, 1993;
Lu, 1993; Murthy et al.,, 1998) Entretanto, ndo ha relato do seu uso em
Annonaceae.

Tradicionalmente, na cultura de tecidos utilizam-se recipientes de cultivo
fechados com plantas crescendo heterotroficamente em meio de cultura
acrescido de uma fonte de carbono. Entretanto, é reconhecido que uma melhora
na performance das plantas é alcangada quando o ambiente in vitro é o mais
proximo daquele em que as plantas crescem in vivo. Uma possibilidade ¢ a
estimulagdo da fotoautotrofia, através da reducdo de carboidrato no meio de
cultura, aumentando a intensidade luminosa e elevando a concentragdo de CO,

(Kozai, 1991). Uma outra possibilidade é normalizar o ambiente gasoso, em que
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os frascos fechados utilizados na cultura in vitro diferem acentuadamente do
ambiente natural.

A cultura in vitro depende da fonte de carbono que fomece energia
metabdlica e esqueletos de carbono para a sintese de polissacarideos estruturais,
assim como qualquer composto orgdnico necessario ao crescimento das células
(Caldas et al., 1998). Entre as diversas fontes de carbono, a sacarose é a mais
utilizada em plantas cultivadas in vitro e é considerada a melhor fonte para o
crescimento e diferenciagdo.

Estudos sugerem que carboidratos podem atuar diferentemente em relagio a
morfogénese de tecidos in vitro. Lemos & Baker (1998) compararam o efeito de
nove fontes de carbono (sacarose, glicose, frutose, maltose, galactose, sorbitol,
manitol e polietileno glicol) na organogénese em segmentos intemodais de A.
muricata, em meio Nitsch suplementado com BAP e ANA. Brotagoes
adventicias foram desenvolvidas apenas quando os explantes foram transferidos
para um meio sem regulador de crescimento contendo sacarose, galactose ou
glicose.

Em outras espécies frutiferas como a aveld (Corylus avelana L.), Yu &
Reed (1993) estudaram o efeito de cinco fontes de carbono (frutose, galactose,
lactose, glicose e sacarose) na indugdo de brotagdes em segmentos nodais e os
melhores resultados foram obtidos em meio contendo 87,64 mM de glicose.
Segundo Welander et al. (1989), em macieira (Malus domestica) o uso do
sorbitol como fonte de carbono possibilita um melhor desenvolvimento in vitro
dos tecidos.

As principais caracteristicas do ambiente gasoso in vitro nos sistemas
convencionais de cultura de tecidos sio a alta umidade relativa, a grande
flutuagdo diuma na concentragdo de CO, e o acamulo de etileno e outras
substancias toxicas (Kozai et al., 1992), que ocorrem principalmente devido a

restrigdo das trocas de ar entre o recipiente de cultura e o ambiente externo.
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Plantas cultivadas in vitro apresentam problemas em adaptar a condigdes ex
vitro e a taxa de sobrevivéncia no campo € baixa devido, principalmente, a uma
perda da fungdo dos estomatos e a pouca capacidade das folhas de controlar a
perda de agua. Alguns autores atribuem a deficiéncia no controle da perda de
agua a alta umidade ou ao acumulo de gases, tais como etileno e CO,, dentro do
recipiente de cultivo (De Pruft et al., 1985; Buddendorf-Jooten & Woltering,
1996). Um possivel mecanismo para aumentar as trocas gasosas € aumentar o
fluxo transpiratorio € a ventilagdo dos frascos de cultura através de perfuragdes
nas tampas ou vedando os mesmos com membranas (Buddendorf-Jooten &
Woltering, 1996) ou algoddo. A aeragio dos frascos de cultura reduz a
acumulagdo de gases, facilitando a aclimatizagdo por produzir plantas com
melhor controle da transpiragio (Santamaria et al.,2000).

A literatura sobre aeragdo de culturas in vitro de Annonaceae é rarissima.
Apenas A. squamosa e A. muricata foram estudas e estas espécies, bem como as
outras espécies dessa familia, apresentam dificuldades propagadagdo in vitro,
devido a caducifolia, estimulada pela produgio e acimulo de etileno nos tecidos
confinados no ambiente in vitro. De acordo com Lemos (2000), em 4. squamosa
o vigor das brotagdes e o crescimento dos explantes obtidos in vitro sio
prejudicados pela abscisdo das folhas ainda jovens produzidas nos explantes.
Lemos & Blake (1996a) estudaram o controle da agdo do etileno e, por
conseguinte, a abscisdo foliar em explante de 4. squamosa cultivados in vitro
através do uso de compostos absorventes do etileno (carvdo ativado e
permanganato de potassio), compostos inibidores da sintese de etileno (Cloreto
de cobalto, L-a.aminoetoxivinil glicina — AVG e acido amionooxiacético) e
compostos inibidores da agdo do etileno (nitrato de prata e tiosulfato de prata).
Embora os resultados obtidos tenham mostrado redugdo significativa da abscisdo
foliar, principalmente utilizando os compostos inibidores da agio do etileno, os

efeitos produzidos nao sio duraveis. Ultrapassar esta dificuldade foi e tem sido o
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grande desafio na obtengdo de um protocolo consistente para a micropropagagao
de A. squamosa (Lemos, 2000).

Amstrong et al. (1997) estudaram os beneficios da ventilagdo forgada na
cultura in vitro de A. squamosa e encontraram resultados estimuladores na
emissao de folhas das brota¢des e na redugdo dos efeitos do etileno. Zobayed et
al. (2002) estudaram o efeito da aerag¢do dos frascos na indugio de brotagdes em
segmentos nodais de A. squamosa e A. muricaia de cultura sob trés tipos de
ventilagdo. Os autores reportaram que em ambas as espécies o numero de folhas,
a area foliar e 0 numero de nés por brotagdo aumentaram com a melhora na
aeracdo dos frascos. A ventilagio forgada inibiu a abscisdo foliar precoce.
Entretanto, esse método requer uma aparelhagem consideravel para gerar uma
ventilagdo pressurizada nos recipientes de cultura de tecidos vegetais.

A inclusdo de carvido ativado ao meio de cultura tem sido relatada como
uma condigdo indispensavel na indugdo dos processos de morfogénese e
rizogénese em muitas espécies (Fridborg et al., 1978; George, 1993).

O carvio ativado tem uma rede muito fina de poros com grande area
superficial intema, na qual substincias podem ser adsorvidas (Mohamed-
Yasseen, 2001). De acordo com esse autor o carvdo ativado pode promover
embriogénese somatica, androgénese, enraizamento, alongamento do caule,
formagdo de bulbos e ainda inibir o escurecimento do explante. Pode também
adsorver reguladores de crescimento, metabolitos toxicos e exudatos fendlicos
(Fridborg et al.,, 1978).

O mecanismo exato pelo qual o carvdo ativado estimula o crescimento
ainda é desconhecido (George, 1993). Entretanto, segundo alguns autores seu
efeito estimulador sobre a morfogénese pode ser devido a adsorgao irreversivel
de compostos inibidores e metabdlitos toxicos (notavelmente fendis) produzidos
pelo explante in vitro, ao escurecimento e aeragdo do meio de cultura, a

liberacio de substancias naturalmente presentes no carvdo ativado, que
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promovem o crescimento e a diminuigdo dos efeitos toxicos da intera¢do de altas
concentragoes de reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura,
com substancias secretadas pelo explante (Fidborg et al..1978; Stein & Stephens,
1981, George, 1993; Mohamed-Yasseen, 2001).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material vegetal, assepsia e condi¢des experimentais

Os explantes foram obtidos a partir de plantas, com trés anos de idade, das
espécies Annona glabra L, Annona cauliflora Mart., Annona coriacea Mart.,
Annona bahiensis St. Hill. e Rollinia silvatica St. Hill., mantidas em casa de
vegetagdo sob radiagdo fotossintética ativa de 130-170 umol.m™s™, obtida pela
combinagdo de lampadas gro-lux e branca fria, fotoperiodo de 16 h, sem
controle de temperatura.

Secgdes laterais de hastes caulinares semi-lignificadas foram utilizadas
como fonte de explante. Para a desinfestagdo, as folhas foram retiradas e os
segmentos foram mantidos em agua corrente por 20 minutos e lavados com
detergente neutro. Em seguida, em cdmara de fluxo laminar, os segmentos
nodais foram secionados em segmentos com comprimento de 10-15 mm,
contendo uma Unica gema, e imersos em alcool 70% (v/v) por 1 minuto,
seguido de nova imersdo em hipoclorito de sodio (1% de cloro ativo) e gotas de
detergente durante 15 minutos. Finalmente, os explantes foram lavados, por
cinco vezes, em agua destilada e autoclavada.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a
temperatura de 121°C, durante 15 minutos; posteriormente a autoclavagem, os

tubos foram esfriados com inclinagio de 30 a 45°.
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Foi inoculado um segmento por tubo, os quais foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 3°C, fotoperiodo de 16 h sob, radiacdo

fotossintética ativa de 45-56 umol m™.s”, foecidos por lampadas florescentes.

5.2 Efeito comparativo de diferentes tipos e concentragdes de citocinina na

indug¢fo de brotacdes em segmentos nodais de Annona glabra L.

Segmentos nodais de Annona glabra foram inoculados em tubos de ensaio
(25%150 mm) contendo 10 mL do meio de cultura WPM (Lloyd & McCown,
1980), solidificado com 6 g.L"' de agar, suplementado com 30 g.L"' de sacarose
e duas concentragdes ( 17,76 e 36,52 uM) de BAP, TDZ e cinetina.

Os tubos de ensaio contendo o meio e o explante foram fechados com
tampa plastica e pelicula de PVC.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 3x2 (sendo que 3 representa os tipos de citocininas e 2 as
concentragdes) com 5 repetigdes, sendo cada uma formada por 12 tubos.

Foram avaliados o numero brotagdes, a porcentagem de explantes

responsivos e 0 comprimento da maior brotagdo 42 dias ap6s a inoculaggo.

5.3 Efeito da fonte de carbono na indugio de brotagdes em segmentos
nodais de Annonaceae

Segmentos nodais de Annona bahiensis St. Hill., Annona cauliflora Mart.,
Annona coriacea Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill. foram
inoculados em tubos de ensaio (25x150mm) contendo 10 mL do meio de
cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980), solidificado com 7 gL' de agar,
suplementado com 8,87 pM de BAP, 250 mg.L"' de benomyl e 87,64 mM das
seguintes fontes de carbono: glicose, sacarose, frutose, galactose, sorbitol e

maltose.
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Os tubos de ensaio contendo o meio e o explante foram fechados com
tampa plastica sem pelicula de PVC.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 5x6 (em que 5 representa as espécies e 6, as fontes de carbono)
com 4 repetigdes, sendo cada uma formada por 4 tubos.

Foi avaliado o nimero brota¢des aos 21 dias e 42 dias apds a inoculagdo. O
comprimento da maior brotagio, o numero de folhas expandidas por brotagio e

o comprimento da maior folhas foram avaliados 42 dias apos a inoculagio.

5.4 Efeito do tipo de selamento do recipiente de cultura e de diferentes
concentracdes de carvio ativado e sacarose na indugio e crescimento de

brotacées in vitro de segmentos nodais de Annona glabra 1.

Segmentos nodais de Annona glabra foram inoculados em tubos de ensaio
(25x150mm) contendo meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980),
solidificado com 7 g.L" de agar, suplementado com quatro concentragdes de
sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) combinado com dois niveis de
carvio ativado (0,0 € 2,0 g.L") e 250 mg.L" de benomyl.

Foram avaliados dois tipos de selamento nos tubos de ensaio: tampa com
pelicula de PVC (tampa com PVC ou selamento tradicional) e tampio de
algodido (selamento alternativo).

Foram usados 10 mL de meio de cultura nos tubos de ensaio com tampa e
pelicula de PVC e 20 mL de meio nos tubos fechados com o tampio de algodio
(experimentos preliminares mostraram que a evapotranspiragio é maior em
tubos com esse tipo de fechamento, por isso foi utilizado um maior volume).

Para esse experimento, antes de ferver o agar foi adicionado o carvio
ativado e, em seguida, o pH foi ajustado para 5,7. Todos os tubos foram

fechados com tampa plastica e o algoddo foi autoclavado & parte. Apés a
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inoculagdo dos segmentos nodais, as tampas plasticas foram substituidas pelo
tampao de algoddo previamente esterilizado.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 4x2x2 (em que 4 representa as fontes de carbono e 2, as
concentragdes de carvdo ativado e os tipos de selamentos) com 4 repetigdes.
Cada repeticao foi formada por 5 tubos.

Foram avaliadas as seguintes variaveis: numero brotagdes, porcentagem de
explantes responsivos, nimero de folhas expandidas por brotagdo, comprimento
da maior folha, abscisdo foliar (nimero de folhas caidas por brotagéo),

comprimento e matéria seca das brotagdes, 42 dias ap6s a inoculagao.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito comparativo de diferentes tipos e concentragées de citocinina na

inducéo de brotacdes em segmentos nodais de Annona glabra L.

A interagdo “tipos de citocininas x concentragdo” foi altamente significativa
para o comprimento das brotagdes (P< 0,01). Nado foi observado interagao
significativa para o numero de explantes e a porcentagem de explantes
responsivos (P>0,05). Houve efeito significativo de tipos de citocininas para o
nimero de brotagdes (P< 0,01) e porcentagem de explantes responsivos (P<
0,01). A concentragio das citocininas influenciou o numero de brotagdes (P<
0,01) (Tabela 1).

O BAP promoveu o maior nimero médio de brotagdes (1,61 por explante) e
a maior porcentagem de explantes responsivos (68,3%) quando comparado com
o TDZ e a cinetina (Tabela 2). O BAP ¢é uma das citocininas mais utilizadas em

estudos de indugio de brotagdes em segmentos nodais (Nair et al., 1984; Jordan
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TABELA 1- Resumo da analise de varidncia para nimero médio de brotagdes,
porcentagem de explantes responsivos € comprimento das
brotagdes em segmentos nodais de Annona glabra L em fungio de
tipos e concentragdo de citocininas. Lavras - MG, 2002.

Fonte de Variagdo GL Quadrados médios*

Numerode Explantes Comprimento

brotagoes responsivos (%) das brotagdes

Tipo de Citocinina (A) 20,1533 48731%* 10,9440%*
Concentragoes (B) 1 0,1200* 3,7475ns 0,1171ns
AxB 2 0,0058ns 0,5336ns 2,5603**
Residuo 24 10,0184 1,3889 0,3935
C.V.(%) 9,26 4,78 20,68

ns - Ndo-Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pclo teste F.
** - Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

* _ Dados originais transformados em v/x +1.

TABELA 2- Resultados médios para numero de brotagdes e porcentagem de
explantes responsivos em segmentos nodais de Annona glabra em
fun¢ao de citocininas. Lavras - MG, 2002.

Tipo de citocinina ~ Numero médio de brotagdes  Explantes responsivos (%)

Cinetina 0,92 v* 62,48 ab
TDZ 0,990 47,49 b
BAP 1,61a 68,31 a

* — Médias scguidas pcla mesma letra minuscula, em cada coluna. ndo diferem entre si
ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

et al. 1991, Encina et al., 1994; Rasai et al., 1995; Lemos & Blake, 1996b). Em
outras espécies frutiferas, como Prunus armenica L, Marino et al. (1993)
reportaram aumento no numero de brotagdes por explante utilizando o BAP em

niveis superiores a 8,88 uM. Pérez-Tomero et al. (2000) estudando a mesma

espécie, reportam que o BAP na concentragio de 4,44 pM estimulou a formagio
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de brota¢des na forma de roseta em segmentos nodais de plantas mantidas in
vitro. Essa caracteristica de brotagdes no formato de roseta também foi
verificada no presente estudo, quando se utilizou o TDZ na maior concentragao
(35,52 uM).

O aumento na concentragdo de citocinina teve um efeito negativo sobre o
numero de brotagoes e a porcentagem de explantes responsivos (Tabela 3).
Entretanto, a maior concentragio de TDZ e cinetina favoreceu o comprimento
das brotagdes. O BAP e a cinetina promoveram maior crescimento das brotagoes
nas concentragdes de 17,76 e 35,52 uM, respectivamente. No entanto, o TDZ na
concentragdo de 35,52 uM induziu brotagbes com um comprimento médio de
4,03 mm, quatro vezes menor quando comparado com as brota¢des induzidas

com a mesma concentracao de cinetina (Tabela 4).

TABELA 3- Valores médios para numero de brotagdes e porcentagem de
explantes responsivos em segmentos nodais de Annona glabra L,
em fungdo da concentragdo de citocinina. Lavras - MG, 2002.

Citocinina (uM) Numero de brotagdes Explantes responsivos (%)
17,76 1,36 a” 64,43 ab
35,52 0,99b 54,43 b

* — Médias scguidas pcla mesma Ictra mindscula, em cada coluna, ndo difcrem entre si
a0 nivel dc 5 % dc probabilidade pclo teste de Tukey.

Foi observado um grande nimero de segmentos nodais com raizes,
principalmente quando esses foram inoculados em meio contendo cinetina
(Tabela 4).

O BAP foi mais efetivo para a indugdo de brotagdes em segmentos nodais
de A. glabra quando se utilizou a menor concentragdo (17,76 pM), obtendo-se
1,61 brotagdes por explante (Tabela 4). Esses resultados sdo semelhantes aqueles
reportados por Deccetti (2000), que obteve 1,5 brota¢des por explante em meio

WPM sem o uso de reguladores.



TABELA 4- Valores médios para comprimento das brotagdes (mm) e
porcentagem de segmentos nodais com raiz em Annona glabra
L em fungdo de tipos e concentragdes de citocininas. Lavras -

MG, 2002.

Tipo de Concentragoes de citocininas (uM) Meédia
citocinina 17,76 35,52

Comprimento das brotagdes (mm)
TDZ 1,13 B*a’ 4,03 Ba 2,58 B
Cinetina 11,15 Ab 16,28 Aa 13,71 A
BAP 15,31 Aa 8,63 Ba 11,97 A

Segmentos nodais com raiz (%)
TDZ 0,00 Ba 11,66 Ba 5,83 B
Cinetina 28,33 Aa 36,66 Aa 3249 A
BAP 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 B

* - Médias scguidas pela mesma letra maidscula, em cada coluna, ndo diferem entre si ao
nivel de 5 % dc probabilidade pelo teste de Tukey.
¥ — Médias scguidas pcla mesma letra mindscula, em cada linha, ndo diferem entre si ao
nivel de 5 % dc probabilidade pelo teste de Tukey.

Em A. muricata, Encina et al. (1994) reportam 1,4 e 1,7 brotagdes por
explante em meio MS suplementado com 1,1 pM BAP ou 1,36 uM zeatina,
respectivamente. Entretanto, o nimero de brotagdes por explante ¢ muito baixo
quando comparado a 3,8 brotos obtidos por Nair et al. (1984) em atemoia,
utlizando meio MS suplementado com 8,87 uM de BAP e 2,32 uM de cinetina,
ou ainda as 3,8 brotagdes por explantes reportados por Lemos & Blake (1996b)
em A. muricata. em meio WPM enriquecido com 8,87 uM de BAP e 0,54 uM de
ANA.

A eficiéncia da cinetina e TDZ sobre a indugio de brota¢des em
comparagdo com BAP mostrou-se inferior. Paudyal & Haq (2000) obtiveram

mais brotagdes por explantes (média de 5,2) quando apices caulinares de
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seedlings de pomelo (Citrus grandis L. Osbeck) foram cultivados em meio MS
suplementado com 1,8 uM de BAP.

As respostas dos segmentos nodais ao TDZ foram as mais baixas (47% de
explantes responsivos) em compara¢ao com BAP e cinetina. O TDZ € uma fenil-
uréia com alta atividade citocininica, sendo mais ativa em baixas concentragoes
do que citocininas derivadas da purina. O TDZ € muito efetivo na indugdo de
brotagdes em espécies lenhosas (Huettman & Preece, 1993; Mok et al., 1982).
Entretanto, os resultados do presente estudo indicaram que o TDZ em
concentragdo elevada (35,52 puM) produziu brotagdes pouco desenvolvidas em
forma de roseta, sendo entio inadequado na propagagdo in vilro para a espécie
de A. glabra. Paudyal & Haq (2000) também reportam uma redugdo no
crescimento de brotagdes de pomelo usando o TDZ.

Em um clone hibrido de castanha (Castanea sativa x Castanea crenata) foi
reportado que o TDZ induziu brotacdes adventicias a partir do no cotiledonar
(San-José et al., 2001). Esses autores reportam que a produgdo de brotagdes foi
alta na presenga de 4,54-9,08 uM de TDZ, mas a proporgao de explantes com
brotagdes alongadas foi reduzida. Ja é sabido que brotagdes induzidas em
respostas ao uso do TDZ sdo geralmente aglomeradas, com dificuldade de
alongamento e incapacidade para enraizamento. Para superar essas dificuldades,
os explantes devem ser transferidos para um meio contendo um nivel mais baixo
de TDZ ou que possua outro regulador de crescimento vegetal (Huettman &
Preece, 1993; Lu, 1993). Bhagwat et al. (1996) reportam que a formagao de
multiplas brotagdes ndo ocorre em segmentos nodais de mandioca cultivados
continuamente em meio contendo TDZ, provavelmente devido ao efeito inibidor
desse composto sobre o alongamento das brotagoes.

A morfogénese, tanto in vive quanto in vilro, requer uma constante
regulagdo da divisdo e diferenciagido celulares, estando ambos os processos sob o

controle dos fitorreguladores auxinas e citocininas. A aplicagao do TDZ resulta
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em uma variedade de respostas em tecidos cultivados in vitro, mas as bases
bioquimicas e fisiologicas da modulagio da resposta morfogenética induzida

pelo TDZ sdo ainda pouco compreendidas (Murthy et al., 1998).

6.2 Efeito da fonte de carbono na indugiio de brotacdes em segmentos
nodais de Annonaceae

A analise de variancia mostrou efeito altamente significativo do genétipo
para numero de brotos, comprimento das brotagdes e numero de folhas
expandidas (P<0,01). A fonte de carbono e a interagio “espécie x fonte de
carbono” ndo foram significativas para as variaveis avaliadas (P>0,05) (Tabela

5).

TABELA 5. Resumo da analise de varidncia para niimero brotagdes por explante
em segmentos nodais de Annona bahiensis St. Hill., Annona
cauliflora Mart., Annona coriacea Mart., Annona glabra L. e
Rollinia silvatica St. Hill. em fungéo de fontes de carbono. Lavras -

MG, 2002.

Fonte de variagio GL Quadrados médios”

Numero de brotagoes 21 Numero de brotagoes 42

dias apos a inoculagio dias apos a inoculagio

Espécie (A) 4 0,8802** 2,1858%*
Fonte carbono (B) 5 0,0415ns 0,1402ns
AxB 20 0,0243ns 0,0812ns
Residuo 90 0,0451 0,1137
CV.(%) 15,93 22,16

ns - Nao-Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

* - Dados originais transformados em v/ x +1 .

O numero de brotagdes por explante mostrou-se genotipo-dependente. Na

primeira avaliagdo, 21 dias apos a inoculagdo, o nimero de brotagdes (1,77 por
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explante) de A. cauliflora superou significativamente as demais espécies. O
menor numero de brotagdes por explante (0,51) foi encontrado na espécie
A.bahiensis. Apos 42 dias de inoculagdo, os maiores valores para nimero de
brotagdes foram observados nas espécies A. bahiensis (3 por explante) e A.

cauliflora (2,23 por explante), superando significativamente as outras espécie
(Tabela 6).

TABELA 6- Valores médios para niimero de brotagdes acumuladas 21 e 42 dias
apos a inoculagdo em segmentos nodais das espécies Annona
bahiensis St. Hill., Annona cauliflora Mart., Annona coriacea
Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill.. Lavras -

MG, 2002.
Espécie Numero de brotagoes 21 Numero de brotagoes 42
dias ap0s a inoculagio dias ap0s a inoculagdo
A. bahiensis 0,51 b* 3,00 a
A. coriacea 0,54 b 0,79b
R. silvatica 0,55b 0,58 b
A. glabra 0,84 b 0,87 b
A. cauliflora 1,77 a 223 a

* — Médias seguidas pela mesma letra miniscula, em cada coluna, nfio difcrem entre si
ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Observou-se efeito altamente significativo de espécie e fonte de carbono
para nimero de comprimento das brotagdes e numero de folhas expandidas
(P<0,01). A interagdo “espécie x fonte de carbono™ foi significativa (P<0,01)
para comprimento da maior folhas e matéria seca das brotagdes (Tabela 7).

Os resultados também indicam que o tamanho das brotagoes correlaciou-se
com o numero de brotagdes por explante. As maiores brotagdes foram obtidas
nas espécies A. coriacea e A.glabra (25,3 e 23,0 mm, respectivamente),

diferindo significativamente das outras espécies (Tabela 8).
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TABELA 7- Resumo da analise de varidncia para comprimento das brotagdes,
numero de folhas expandidas por brotagdo, comprimento da maior
folha e matéria seca das brotagoes em segmentos nodais de
Annona bahiensis St. Hill, Annona cauliflora Mart., Annona
coriacea Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill.em
fungio de fontes de carbono. Lavras - MG, 2002.

Fonte de variagdo GL Quadrados médios”

Comprimento Numero Comprimento Matéria seca

das brotagdes folhas da maior das brotagtes

(mm) expandidas folha (mm)  (mg)
Espécie (A) 4 9,0283**  ],3547** 4,0015**  16,3122%+
Fonte carbono (B) 5 11,4762**  1,3790**  ]3,7008** 25,0997**
AxB 20 1,2373ns  0,2124ns 2,4972%* 4,4093**
Residuo 90 1,0788 0,1353 1,0797 1,3682
C.V.(%) 25,30 18,08 27,91 24 47

ns - Nao-Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

* - Dados originais transformados em Jx+1.

TABELA 8- Valores médios para comprimento das brotagdes (mm) e numero
de folhas expandidas em de segmentos nodais de espécies de
Annona bahiensis St. Hill, Annona cauliflora Mart., Annona
coriacea Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill..
Lavras - MG, 2002,

Espécie Comprimento das brotagdes  Numero de folhas expandidas
A. bahiensis 13,3 b* 2,54b
A. coriacea 253 a 533a
R. silvatica 13,9b 2,81b
A. glabra 230a 292b
A. cauliflora 149b 3,280

* _ Médias scguidas pcla mesma letra miniscula. em cada coluna, ndo diferem entre si
ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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O maior niumero de folhas expandidas foi encontrado na espécie A.
coriacea (5,33 por brotagdo), diferindo estatisticamente das outras espécies
(Tabela 8).

A fonte de carbono, com exce¢do do sorbitol, ndo interferiu no
comprimento das brotagdes e no numero de folhas expandidas. As brotagoes
obtidas em meio de cultura suplementado com sorbitol foram trés vezes menores
que aquelas obtidas em meio suplementado com glicose, sacarose, frutose,
maltose ou galactose (Tabela 9). De acordo com Lemos & Baker (1998), ndo ha
evidéncia do transporte de sorbitol em Annonaceae e o tecido de Annona nio

consegue metabolizar e converter em outras fontes de carbonos, permitindo

TABELA 9- Valores médios para comprimento das brotagdes (mm) e niimero
de folhas expandidas por brotagdo de segmentos nodais de
Annona bahiensis St. Hill, Annona cauliflora Mart., Annona
coriacea Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill. em
funcdo de fontes de carbono. Lavras - MG, 2002.

Fonte de carbono  Comprimento das brotagbes Numero de folhas
(mm) expandidas
Glicose 22,1a" 392a
Frutose 20,3 a 3,97 a
Sacarose 19,7 a 3,92a
Maltose 18,6 a 3,64a
Galactose 184 a 3,30 a
Sorbitol 6,8b 1,50 b

* — Médias scguidas pela mesma letra minascula, em cada coluna, nio diferem entre si,
ao nivel de 5 % dc probabilidade, pelo teste de Tukey.

acomulo e, conseqilentemente, aumento no potencial osmatico dentro dos
tecidos. Esses resultados corroboram Yu & Reed (1993), que btiveram respostas
similares na indugdo de brotagdes em segmentos nodais de aveld (Corylus

avellana L.) quando a glicose foi utilizada como fonte de carbono.
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Na comparagdo entre as espécies, a A. glabra foi a que apresentou o valor
mais elevado para comprimento da maior folha (22,1 mm), diferindo
significativamente das demais espécies (Tabela 10). Entre as fontes de carbono
glicose, sacarose, frutose, galactose e maltose niio houve diferen¢a significativa,
mas todas superam ao nivel de 5% de probabilidade o sorbitol, que apresentou o

menor valor (4,5 mm) para o comprimento da maior folha (Tabela 10).

TABELA 10- Comprimento médio da maior folha (mm) em brotagdes de
segmentos nodais de de Annona bahiensis St. Hill, Annona
cauliflora Mart.,, Annona coriacea Mart., Annona glabra L. e
Rollinia silvatica St. Hill. em fungdo de espécies e fontes de
carbono. Lavras - MG, 2002.

Fontes Comprimento médio da maior folha Média

de Annona  Annona Rollinia Annona  Annona

carbono  glabra  coriacea _silvatica _bahiensis cauliflora

Glicose  23,5A%a" 25,7 Aa 13,7Aa 18,5Aa 17,7 Aa 19,8 A

Sacarose 23,5Aa 245 Aa 13,7Aa 12,5Aa 16,5 Aa 18,1 A
Frutose  32,0Aa 13,5ABb 10,0Ab 11,7Ab 132 Ab 16,1 A
Galactose 29,2 Aa 3,7Bb 12,7Ab  145Ab 112 Ab 143 A
Maltose 24,2 Aa  14,5ABab 12,5Aab 9,7Ab 225Aab 16,7 A
Sorbitol 0,0Ba 5,5Ba 50Aa 40Aa 8,2Aa 45B
Média 22,1a 14,6 b 11,3b 11,8b 1490

“ — Médias scguidas pcla mesma letra maitiscula, em cada coluna, ndo diferem entre si a0
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
¥ — Médias seguidas pcla mesma letra mindscula, em cada linha, ndo difcrem entre si ao
nivel de 5 % de probabilidade pcelo teste de Tukey.

A matéria seca das brotagdes foi influenciada pela fonte de carbono. Com
excegdo da espécie A. coriacea, ndo houve diferenga significativa na matéria
seca entre as fontes de carbono glicose, sacarose, frutose, galactose e maltose
(Tabela 11). Todas as fontes de carbono diferiram significativamente do sorbitol.

Os maiores valores médios de matéria seca foram encontrados na espécie A.
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coriacea, que diferiu estatisticamente das demais espécies. Com excecdo da
espécie Annona cauliflora, ndo houve ganho significativo de matéria seca com o
uso das fontes de carbono glicose, frutose, galactose, maltose e sorbitol em
comparagdo com a sacarose, para as outras espécies. A conversdo de substncias
inorganicas do meio de cultura em compostos organicos foi influenciada pela
fonte de carbono. Os maiores valores de matéria seca foram obtidos em meio
enriquecido com sacarose ou maltose (33,8 mg / brotagdo) e a menor em meio
de cultura suplementado com sorbitol, indicando claramente que esse agicar ndo
é metabolizado pelo tecido de Annona. Esses resultados divergem daqueles
encontrados por Welander et al. (1989), que reportaram maior crescimento das
brotagdes in vitro de macieira utilizando o sorbitol como fonte de carbono.
Aspectos das brotagdes de A. bahiensis, A. coriacea, A. cauliflora, A.

glabra e Rollinia silvatica sdo mostrados na Figura 1.

TABELA 11- Matéria seca de brotagio (mg) de segmentos nodais de de
Annona bahiensis St. Hill,, Annona cauliflora Mart., Annona
coriacea Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill.
em funcio de espécies e fontes de carbono. Lavras - MG, 2002.

Fontes Matéria seca de brotagio Meédia
de Annona Annona  Rollinia Annona Annona
carbono  glabra coriacea silvatica bahiensis _ cauliflora

Glicose  14,4AB®’ 55,0Ba 229ABb 21,7ABb  28,6Bb 28,6AB
Sacarose 14,3ABb  90,6Aa  20,6ABb 22,5ABb  20,8Bb 33,8A
Frutose = 20,5ABa  39,0BCa 29,0Aa 32,9Aa 17,1Ba 27,7AB
Galactose 23,0Aa 23,3CDa 19,9ABa 20,3ABa  13,1Ba 19,9B
Maltose  10,2ABb  45,8BCa 35,0Aa  40,1Aa 37,8Aa 33,8A
Sorbitol 3,4Ba 7,7Da 7,1Ba 4,6Ba 13,2Ba 7,2C
Média 14,4b 43,6a 22,5b 23,7b 21,8b

* — Médias seguidas pcla mesma lctra maidscula, em cada coluna, néo diferem entre si a0
nivel de 5% dc probabilidade pelo teste de Tukey.
¥ — Médias seguidas pcla mesma letra mindscula, em cada linha, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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FIGURA 1- Aspectos das brotagdes em segmentos nodais Annona bahiensis
St.Hill. (A), Annona coriacea Mart. (B), Annona cauliflora Mart.
(C), Annona glabra L. (D) e Rollinia silvatica St. Hill. (E) 43 dias
apos a inoculagdo. Lavras — MG, 2002.
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6.3 Efeito do tipo de selamento do recipiente de cultura e de diferentes
concentracoes de carvio ativado e sacarose na indugio e crescimento de

brotagdes in vitro de segmentos nodais de Annona glabra L.

A interagdo “concentra¢do de sacarose x tipo de selamento” foi altamente
significativa para numero de brotagdes, porcentagem de explantes responsivos,
numero de folhas e comprimento da maior folha (P<0,01). A interagao
“concentra¢do de carvio ativado x tipo de selamento” foi significativa para
numero de brotagdes (P<0,01) e porcentagem de explantes responsivos
(P<0,05). O carvao ativado isoladamente nio apresenta efeito sobre o numero de
folhas e o comprimento da maior folha (P>0,05) (Tabela 12).

O tipo de selamento influenciou significativamente a organogénese em
segmentos nodais de 4.glabra. O maior nimero de brotagdes (0,57 por explante)
e a maior porcentagem de explante responsivos (56,25%) foram obtidos quando
os tubos foram fechados com tampao de algoddo. Esses valores, quando
comparados com o selamento com tampa plastica e pelicula PVC (selamento
tradicional), representaram um acréscimo de aproximadamente 40% no numero
de brotagdes por explante (Tabela 13). Ao provocar uma vedagdo total do
frasco, o selamento tradicional, com tampa plastica e pelicula PVC, causa um
acumulo de gases liberados pelas culturas e uma saturagdo de vapor de agua.
induzindo a uma redugdo da transpiragio capaz de causar deficiéncias minerais
como o calcio e, conseqiientemente, ocasionando a necrose de gemas apicais
(Grattapagha & Machado, 1988). Em cultura de batata, frascos vedados com
parafilme (filme parafinado impermeavel a agua) mostraram maior incidéncia de
necrose apical (Sha et al., 1985). Segundo esses autores, a vedagdo total do
frasco de cultura pode também acarretar acumulo de alguns metabdlitos
liberados pela cultura, os quais, ao se complexarem com o calcio, tornam este

indisponivel, intensificando os sintomas de deficiéncia.



TABELA 12- Resumo da andlise de varidncia para nimero de brotagdes por
explante, porcentagem de explantes responsivos, numero de
folhas e comprimento maior folha provenientes de segmentos
nodais de Annona glabra L., em fungio de diferentes

concentragoes de sacarose, carvdo ativado e tipos de selamentos.
Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios”
Variagéo Numecrode  Explantes  Numerode Comprimento
Brotagoes  responsivos folhas maior folha

Conc. sacarose (A) 3 0,4161** 246,1383**  32114**  33,4188**
Conc. Carvao (B) 0,0366**  13,1804**  0,0505ns 0,7033ns

—

Tipo selamento (C) 1 0,0150**  21,9768**  0,5009** 18 5153*+
AxB 3 0,0771%* 4,2637 *  0,0714ns 0,5089ns
AxC 3 0,0263%* 8,0690**  0,3865**  10,1195%*
BxC 1 0,0066ns 2,3122ns  0,1155ns 0,1384ns
AxBxC 3 0,0007ns 0,4525ns  0,0451ns 0,5688ns
Residuo 64 0,0042 1,3574 0,0508 0,4975

C.V. (%) 5,40 18,78 14,77 24,31

ns -Ndo-Significativo ao nivel dc 5% dc probabilidade pclo testc F.
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
** - Significativo ao nivcl de 1% dc probabilidade pelo testc F.

* - Dados originais transformados em w/x +1.

Na auséncia de sacarose ndo houve indugio de brotagdes nos segmentos
nodais. Entretanto, alta concentragio de sacarose (116,86 mM) combinado com
carvao ativado (2 g.L'") inibiu a organogénese de brotagdes. Para todas as
concentragdes de sacarose, a indugdo de brotagdes foi superior na auséncia de

carvao ativado no meio de cultura (Tabela 14).
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TABELA 13- Valores médios para numero de brotagdes por explante e
porcentagem de explantes responsivos provenientes de
segmentos nodais de Annona glabra L., em fungdo de tipos de
selamentos. Lavras - MG, 2002.

Tipo de selamento Numero de brotagdes  Explantes responsivos (%)
Tampao de algodado 0,57 a" 56,25 a
Tampa plastica com PVC 041b 41,25b

7 _ Médias scguidas pcla mesma lctra. cm cada coluna. ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A concentragio de sacarose influencia na indugdo de brotagbes em
segmentos in vitro. Reduzindo-se a concentragio de sacarose no meio de cultura,
as plantulas mudam do crescimento heterotréfico para autotréfico, aumentando
sua capacidade fotossintética (Wainwright & Scarce, 1987).

Bhatt & Dhar (2000) reportam que o pré-condicionamento do explante do
né cotiledonar de Bauhinia vahlii em concentragdes de sacarose entre 58,43-
87,64 mM produziu plantas com melhor qualidade em termos de comprimento
das brotagdes, matéria fresca e seca das brotagdes, mas ndo foram encontradas
diferengas significativas no niimero de raizes e pesos fresco e seco de raizes. Em
concentragdes de sacarose superiores a 87,64 mM, o crescimento das brotagdes
foi reduzido. Silvente & Trippi (1986) também reportaram o efeito inibidor de
concentragdes de sacarose superiores a 87,64 mM na indugdo e crescimento de
brotag¢des de Anagalis arvensis.

A analise de regressio mostra um comportamento quadratico das
concentragdes de sacarose para as variaveis nimero de brotagdes por explante e
porcentagem de explantes responsivos, tanto na presenga (P<0,01) quanto na

auseéncia (P<0,01) de carvao ativado (Figura 2 A, B).
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TABELA 14- Resultados médios para numero de brotagdes por explante e
‘ porcentagem de explantes responsivos em segmentos nodais de

Annona glabra L., em fungdo de sacarose e carvio ativado.
Lavras - MG, 2002.

Carvao Sacarose (mM) Média
ativado (g.L™) 0,00 29,21 58,42 116,86
Nimero de brotagdes por explante
0,0 0,00 a* 0,65 a 0,70 a 0,82 a 0,54 a
2,0 0,00 a 0,45a 0,72 a 0,57 b 0,43 b
Explantes responsivos (%)

0,0 0,0 a 65,0 a 70,0 a 825a 54,37 a
2,0 0,0a 45,0 a 72,0 a 575b 43,12b

“ — Médias scguidas pela mesma em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de
probabilidade pclo teste de Tukey.

Y(a)= 0.0497+0,01917X-0,00010X* R=9262%**  Y(A)- 4,977+191740X-0,01085X7 R’=92,62% **
Y(w)= -0.0047+0.01968X-0.00012X> R*=9991%**  Y(m)= -0,067+1,90106X-0.01205X? R?*=100 % **
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FIGURA 2- Valores médios estimados para niimero de brotagdes por explante
(A) e porcentagem de explantes responsivos (B) em ﬁmcao de
concentracoes de sacarose e carvio ativado (--A-- 0,0 gL"; —w—

2,0 g.L") em segmentos nodais de Annona glabra L. Lavras - MG,
2002.
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A combinagio de concentragdo de sacarose e tipo de selamento produziu
efeitos positivos na indugdo de brotagdes. Quando os tubos foram fechados com
tampdo de algoddo, nas concentragdes de 29,21 e 58,42 mM de sacarose, este
superou significativamente o selamento tradicional em aproximadamente 95% e
50%, respectivamente. Por outro lado, houve um efeito inibidor da concentragdo
mais alta de sacarose (116,86 mM) na indu¢do de brotagdes no selamento
tamp3o de algoddo. Foi observado um nimero de brotagdes por explante 36,58%
maior quando se utilizou o tampio de algodio como selamento (Tabela 15).

A porcentagem de explantes responsivos seguiu a mesmo padrio do
numero de brotagdes. A analise de regressio desses dados mostra tendéncias
diferente da concentragdo de sacarose para as variaveis numero de brotagdes por
explante e porcentagem de explantes responsivos em fungdo do tipo de
selamento. Quando se utilizou o selamento tradicional, o comportamento foi
linear (P<0,01) e o maior nimero de brotagdes (0,7 / explante) foi obtido quando
se utilizou a maior concentragdo de sacarose, enquanto, para o selamento
altemativo, o modelo matematico mais representativo foi o quadratico (P<0,01)
e o maior nimero de brotagdes (0,85 / explante) foi observado com a 58,42 mM
de sacarose no meio de cultura (Figura 3 A, B). Possivelmente a alta
concentragdo de sacarose levou a um aumento no potencial osmoético e com
menos agua disponivel, a transpiragdo foi reduzida e, conseqiilentemente, o
crescimento das brotagées foi afetado. ‘

O maior nimero de folhas expandidas (3,22 por brotagdo) foi obtido
quando se utilizou 58,42 mM de sacarose em tubos selados com tampdo de
algoddo. Em tubos com tampdo de algoddo, o numero de folhas expandidas
superou em aproximadamente 40% aquele obtido com o método tradicional de
selamento (Tabela 16). O modelo de regressdo quadratico das concentragdes de
sacarose apresentou melhor ajuste para a variavel numero de folhas expandidas

por brotagdo tanto para o selamento tampa com pelicula PVC (P<0,05) quanto
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TABELA 15. Resultados médios para nimero de brotagdes por explante e
porcentagem de explantes responsivos em segmentos nodais de
Annona glabra L., em fungio de sacarose e selamento. Lavras -

MG, 2002.
Tipo de Sacarose (mM) Meédia
Selamento 0,00 29,21 58,42 116,86
Numero de brotagdes por explante
Tampao de algoddo 0,00 a* 0,72 a 0,85a 0,70 a 0,56 a
Tampacom PVC  0,00a 0,37b 0,57b 0,70 a 0,41b
Explantes responsivos (%)

Tampao de algoddo 0,0 a 72,5a 82,0a 70,0 a 56,25 a
Tampacom PVC  00a 37,5b 5750 70,0 a 41250

“ — Médias scguidas pcla mesma em cada coluna, nio difcrem entre si ao nivel de 5% dc
probabilidade pelo teste de Tukey.

Y(a)= 0.0068+0.01400X-0.00007X* R*=99,80%**  Y(A)= 0,6810+4,0909X-0,05901X% R?=99 80% *
Y(m)~ 0.0381+0.02484X-0.00016X> R*<95,89%**  Y(m)=4,22747,06363X-0,13636X> R’=04,93% *+
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FIGURA 3- Valores médios estimado para nimero de brotagdes por explante
(A) e porcentagem de explantes responsivos (B) em fungio de
concentragdes de sacarose e tipos de selamento (—m— tampdo de
algoddo, -- A-- tampa com PVC) em segmentos nodais de Annona
glabra L. Lavras - MG, 2002.

130



para o selamento tampdo de algoddo (P<0,01) (Figura 4, A). Os resultados
obtidos com o uso da aeragdo natural dos tubos sdo similares aqueles reportados
para A.squamosa (Armstrong et al., 1997; Zobayed et al., 2002) e A.muricata
(Zobayed et al.,2002) utilizando a ventilagdo forcada nos recipientes de cultivo.

O comprimento da maior fotha foi aproximadamente 92% maior quando os
tubos foram selados com o tampao de algoddo. Na concentragdo de 29,21 mM
de sacarose, o selamento com tampdo de algoddo produziu folhas com
comprimento seis vezes maior, quando comparado com o selamento tampa com
pelicula PVC (Tabela 16). Foi observado uma tendéncia quadritica das
concentragdes de sacarose para a variavel comprimento da maior folha quando
se utilizou o selamento tampao de algoddo (P<0,01) e um ajuste linear quando o
selamento foi tampa com pelicula PVC (P<0,05) (Figura 4, B).

Para as variaveis abscisdo foliar, comprimento da parte aérea e matéria seca
das brotagdes, a analise de variancia detectou efeitos significativos. A interagao
tripla “‘concentragio de sacarose x concentragdo de carvdo ativado x tipo de
selamento” foi altamente significativa para comprimento das brotagdes
(P<0,01). As interagdes duplas “concentragdo de sacarose x concentragdo de
carvdo ativado” e “concentragio de sacarose x tipo de selamento” foram
significativas para a abscisdo foliar (P<0,01) (Tabela 17).

O carvdo ativado reduziu 3 metade a abscisdo foliar, passando de 0,18
folhas caidas por brotagio para 0,09 '(T abela 18). Observaram-se
comportamentos diferenciados das concentragdes de sacarose para a variavel
abscisdo foliar, a qual na auséncia de carvdo ativado foi linear (P<0,01), e na
presenca de carvdo ativado, quadratico (P<0,05) (Figura 5, A).

A abscisdo foliar foi controlada com sucesso somente quando se utilizou o
selamento tampdo de algoddo nos recipientes de cultivo. O uso desse tipo de

selamento reduziu a abscisdo foliar em 12 vezes, quando comparado com o
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TABELA 16- Resultados médios para nimero de folhas expandidas por .
brotagido e comprimento da maior folha em segmentos nodais de
Annona glabra L., em fungdo de sacarose e selamento. Lavras -

MG, 2002.
Tipo de Sacarose (mM) Meédia
Selamento 0,00 29,21 58,42 116,86
Numero de folhas expandidas por brotagdo
Tampao de algoddo 0,0 a* 1,94 a 322a 1,90a 1,76 a
Tampa com PVC 0,0a 0,42b 2,27b 2,37 a 1,26 b
Comprimento da maior folha (mm)

Tampao de algodao 0,00 a 20,64 a 17,96 a 12,57a 12,79a
Tampa com PVC 0,00 a 3,01b 8,91b 14,78 a 6,670b

* — Médias scguidas pela mesma cm cada coluna, nio diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

Y(a)= -0,2147+0,04775X-0,000214X? R*=87,63%* Y(a)= 0,0305+0,12997X R*=98,04% **
Y(m)= -0,0504+0,09183X-0.000642X* R¥=99.41%**  Y(m)- 1,9075+0,5942X-0,004351X*> R?=94,93% **
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FIGURA 4- Niumero médio estimado de folhas expandidas por brotagio (A) e
comprimento da maior folha (B) em fungido de concentragdes de
sacarose € tipos de selamento (—w— tampdo de algoddo, — A-
tampa com PVC) em segmentos nodais de Annona glabra L.
Lavras - MG, 2002.
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TABELA 17- Resumo da analise de variancia para abscisao foliar (numero de
folhas por brotagdo), comprimento das brotagdes e peso de
brotagdes provenientes de segmentos nodais de Annona glabra
L., em fungdo de diferentes concentragdes de sacarose, carvao
ativado e tipos de selamentos. Lavras - MG, 2002,

Fonte GL Quadrados médios”

de Abscisdo Comprimento  Matéria seca
Variagdo foliar das brotagdes brotagoes
Conc. sacarose (A) 3 0,0364 ** 55,8081 ** 22,6174 **
Conc. carvao (B) 1 0,0312 ** 1,8698 * 2,67527 **
Tipo selamento (C) 1 0,2259 *#* 16,6871 ** 24 3699 **
AxB 3 0,0296 * 1,1947 * 1,0394 *
AxC 3 0,0255 * 8,4974 ** 6,4012 **
BxC 1 0,0099 ns 7,3598 ** 3,5963 **
AxBxC 3 0,0157 ns 1,6721 * 2,0714 **
Residuo 64 0,0075 0,4477 0,3443
C.V. (%) 8,17 20,19 2450

ns -Ndo-Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
* - Significativo ao nivel dc 5% de probabilidade pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

* - Dados originais transformados cm +/x +1 .

método tradicional de selamento (Tabela 19). A analise de regressdo das
concentragdes de sacarose mostra que o valor de R® ndo foi significativo
(P>0,05) para a variavel abscisao foliar quando se utilizou o tampao de algodao,
enquanto a tendéncia da resposta as diferentes concentragdes do carboidrato para
a mesma variavel foi quadratica (P<0,01) quando os recipiente de cultura in
vitro foram selados pelo método tradicional (Figura 5, B).

O controle da abscisdo durante o periodo de cultivo (42 dias) mostra
claramente que os resultados obtidos sdo duraveis (45 dias de cultivo), o que

permite passar para a outra etapa da micropropagacdo sem que ocorra perda de



TABELA 18- Resultados médios para abscisdo foliar (numero de folhas por
brotagdo) em segmentos nodais de Annona glabra L., em fungdo

de sacarose e carvdo ativado. Lavras - MG, 2002.

Carvao Sacarose (mM) Meédia
ativado (g.L™) 0,00 29,21 58,42 116,86

0,0 0,00 a’ 0,10a 0,28 a 0,38 a 0,18a
2,0 0,00 a 0,05a 0,12a 0,20b 0,09b

“ — Médias seguidas pcla mesma em cada coluna, nio diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

folhas e do vigor da brotagdo. Os resultados encontrados para abscisio foliar sdo
similares aqueles obtidos com a ventilagdo forcada dos recipientes de cultivo ja
utilizado nas espécies A.squamosa e A.muricata por Zobayed et al.(2002) ou
com o uso de compostos inibidores da ag¢do do etileno, capazes de que controlar
95% da abscisdo foliar de A. squamosa por um periodo de 30 dias de cultivo,

como reportado por Lemos & Blake (1996).

TABELA 19- Resultados médios de abscisdo foliar (nimero de folhas por
brotagao) em segmentos nodais de Annona glabra L., em fungio
de diferentes concentragdes de sacarose e tipos de selamento.
Lavras - MG, 2002.

Tipos de Sacarose (mM) Média
selamento 0,00 29,21 58,42 116,86

Tampio de algodio 0,00 a’ 0,00 b 0,03b 0,05b 0,02b
Tampa com PVC 0,00 a 0,30 a 0,38a 0,38 a 0,26 a

* — Mddias seguidas pcla mesma em cada coluna, niio diferem entre si ao nivel de 5% dc
probabilidade pclo teste de Tukey.
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Y(a)- 0.2000+0.00327X R~ 93.61%** Y(a)= 0,0143+0,01028X-0,00062X* R* 97,38% **
Y(m)= 0.024540.00497X-0.00004X° R’=6793%ns  Y(m)=-0.0049+0.000465X R?=93,77%ns
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FIGURA 5. Valores médios estimados para abscisio foliar (numero de folhas
por brotagdo) em fungdo de: A, concentragoes de sacarose e carvao
ativado (—A— 0,0 gL'; —m— 2,0 gL"). B, concentracdes de
sacarose e tipos de selamentos (—@— tampao de algodao, —X—
tampa com PVC) em segmentos nodais de Annona glabra L.
Lavras - MG, 2002,

O presente trabalho é pioneiro em abordar o controle da agdo do etileno
sem o uso de quimicos ou ventilagdo forgada em uma espécie de Annonaceae. O
selamento dos tubos, a concentragdo de sacarose e o carvdo ativado interagiram
no comprimento das brotagdes. O selamento tampdo de algoddo constitui um
sistema excelente para o crescimento de brota¢des in vitro de Annona glabra,
quando o conteudo de sacarose no meio de cultura € baixo (29,21 mM),
obtendo-se brotagdes com 17,35 e 20,25 mm de comprimento na presenga € na
auséncia de carvdo ativado, respectivamente. Em meio de cultura com o mesmo
nivel de sacarose, o tamanho das brotagdes foi reduzido em 303% em meio sem
carvdo ativado ¢ em 912% em meio suplementado com 2,0 m.r._ de carvao

ativado (Tabela 20). Essa diferenca indica o estimulo as trocas gasosas no tipo



de selamento tampdo de algoddo, o que aumentou a transpiracio e,
conseqilentemente, o crescimento das brotagdes. Entretanto, esse beneficio
advindo da melhor aeragdo dos recipientes de cultivo é perdido quando a
concentragio de sacarose no meio é elevada e sendo a perda mais acentuada na
auséncia de carvao ativado no meio de cultura (Tabela 20).

Com o selamento tradicional ocorreu o oposto, ou seja, a presenga do
carvao ativado no meio se tomou quase indcua e o crescimento das brotagdes foi
dependente do nivel de carboidrato no meio de cultura. As maiores brotagdes

foram com a concentragio mais elevada de sacarose (116,86 mM) (Tabela 20).

TABELA 20- Resultados médios para comprimento de brotagdes (mm) para
segmentos nodais de Annona glabra L., em fungdo de sacarose,
carvao ativado e selamento. Lavras - MG, 2002.

Tipos de Sacarose (mM) Média
Selamento 0,00 29,21 58,42 116,86
0 g.L" de carvio ativado
Tampa com PVC 0,00 a 430D 16,50 a 21,25a 10,51 a
Tampéo de algodio 0,00 a 17,35a 18,00 a 12,75b 12,02 a
2,0 g.L"' de carvio ativado

Tampacom PVC 0,00 a 2,00b 9,50b 23,75 a 8381b
Tampao de algoddo 0,00 a 20,25 a 38,50a 26,75a 21,37a

* — Mcdias seguidas pela mesma em cada coluna, nio difcrem cntre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Foi observado também um comportamento linear (P<0,01) das
concentragdes de sacarose para a variavel comprimento das brotagdes, tanto na
presen¢a quanto na auséncia de carvao ativado, quando se utilizou tampa com
PVC como selamento dos tubos (Figura 6 A, B), enquanto houve uma tendéncia
quadratica (P<0,01) das concentragdes para a mesma variavel,

independentemente da presenga ou auséncia de carvio ativado (Figura 6 A, B).
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Y(a)- 0,964010,18960X R}~ 91,06% ** Y(A)--2,4928+0,21246X R?*=96,97 %**
Y(w)= 1.1800+0,56120N-0.00398X> R*= 91.75% ** Y(m)=-1,1520+1,03642X-0,006798X> R*-98,11%**
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FIGURA 6- Valores médios estimados para comprimento de brotagbes (mm) em
segmentos nodais de Annona glabra L. em fungdo de sacarose e de
tipos de selamento (tampa com PVC --A--, tampdo de algoddo
—m—). A, na auséncia de carvdo ativado. B, na presenca de 2,0 gL’
de carvio ativado. Lavras - MG, 2002,

O efeito estimulador do carvéo ativado no crescimento sé foi verificado em
tubos com o selamento altemativo. Essa mudanga de tipo de selamento contribui
com um acréscimo médio de 142,56% no crescimento das brotagdes (de 8,81
mm no selamento tampa com pelicula PVC para 21,37 mm no selamento tampao
de algoddo) (Tabela 20). Segundo Fridborg et al. (1978), o carvéo ativado tem
sido utilizado como um coadjuvante util no crescimento das brotagoes pela sua
capacidade de reter concentragdes excessivas de fitorreguladores e compostos
toxicos que inibem a morfogénese.

O escurecimento do explante e subsequente morte, usualmente devido a
compostos fenolicos, ¢ dos maiores problemas na iniciagio de culturas de
plantas lenhosas. Os compostos fenolicos estao envolvidos na regulagdo dos
processos de crescimento e alguns sdo protetores de auxina. Os protetores de

auxina devem ser mantidos dentro do tecido para estimular o crescimento e sua



liberagdo para o meio de cultura deve ser reduzido para aliviar os efeitos
fitotoxicos (Debergh & Read, 1991).

A matéria seca das brotagdes variou em fungdo da concentragio de carvio
ativado, do tipo de selamento e da concentragdo de sacarose, seguindo a mesma
tendéncia descrita para comprimento das brotagdes.

Com o selamento alternativo, dentro do menor nivel do carboidrato
obtiveram-se brotagdes com 10,30 mg de matéria seca, correspondendo a 17
vezes mais biomassa seca que aquelas obtidas com o selamento tradicional.
Entretanto, o efeito positivo nas trocas gasosas, advindo do tampio de algodio,
foi neutralizado no nivel mais elevado de sacarose, principalmente na auséncia
de carvio ativado no meio de cultura (Tabela 21). As maiores brotagoes (38,50
mm) foram obtidas quando o meio de cultura com foi suplementado com carvio
ativado e 58,41 mM de sacarose € os recipientes de cultivo foram fechados com
o tampdo de algoddo. Na auséncia de carvdo ativado, observaram-se tendéncias
diferentes das concentragdes de sacarose para a variavel maténia seca nos dois
tipos de selamentos, observando-se comportamento linear em tampa com PVC
(P<0,01) e quadratico com o tampéao de algoddo (P<0,05) (Figura 7, A).

O efeito da combinagdo do selamento altemativo com o carvao ativado e o
nivel intermediario de sacarose (58,42 mM) resultou em brotagdes com maior
biomassa seca (23,12 mg). Esse valor ¢ 23 vezes maior que aquele obtido nas
mesmas condigdes com o selamento tampa e pelicula de PVC. Na média geral, o
ganho em biomassa com o tampao de algoddo em meio contendo carvdo ativado
foi de aproximadamente 234 % (Tabela 21). A analise de regressdao desses
dados mostra um comportamento linear das concentragoes de sacarose para a
variavel matéria seca das brotagdes quando se usou como selamento a tampa
com pelicula PVC (P<0,01). Entretanto, quando os tubos foram fechados com o
tampdo de algoddo, observou-se uma tendéncia quadratica (P<0,01) das

concentragdes de carboidrato para a mesma variavel (Figura 7, B).
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TABELA 21- Resultados médios para matéria seca das brotagbes (mg) em
segmentos nodais de Annona glabra L., em fungio de diferentes
concentragdes de sacarose, carvio ativado e tipos de selamento.
Lavras-MG, 2002,

Tipo de Sacarose (mM) Média
selamento 0,00 29,21 58,42 116,86
0,0 g.L"’ de carvio ativado
Tampa com PVC 0,00 a 0,56 b 3,80b 8,95a 3,32a
Tampao de algoddo 0,00 a 10,30 a 8,24 a 7,80 a 6,58 a
2,0 g.L"' de carvio ativado
Tampa com PVC 0,00 a 0,62b 0,96 b 13,60 a 3,80b
Tampzo de algodio 0,002 9,98 a 23,12 a 17,66a 1269a

Z_Médias scguidas pcla mesma em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

Y(a)- -0.8045+0,08085X R?=96,54%%*  Y(A)=-2,2797+0,11882X R3=96,97 %**
Y(m): 1.405140,26100X-0.00180X? R*= 70.39% * Y (m)=-1,1241+0.58900X-0,003637X* R*=98,11%"**
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FIGURA 7- Valores médios estimados para matéria seca das brotagdes (mg) em
segmentos nodais de Annona glabra L., em fungio de diferentes
concentragoes de sacarose e tipos de selamentos (tampa com --
A -, tampio de algoddo —m—) na auséncia (A) e na presenca (B)
de 2,0 g.L"' de carvdo ativado. Lavras — MG, 2002.
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O tipo de selamento foi o fator que mais contribuiu na composigao do
matéria seca das brotagdes. Em meio com carvdo ativado e independente da
concentragdo de sacarose, o selamento com tampdo de algoddo promoveu um
sistema superior ao método tradicionalmente utilizado em cultura de tecidos.

Os efeitos benéficos do tampao de algodido podem ser mascarados quando
a concentragdo de sacarose no meio cultura € elevada (116,86 mM) (Tabela 21),
possivelmente devido ao efeito osmético da sacarose. Concentragdes elevadas de
sacarose podeM reduzir o potencial hidrico do meio e a transpiragdo e,
conseqiientemente, a absor¢do de nutrientes do meio, principalmente o calcio e o
boro, que dependem da corrente transpiratoria. Quando a taxa de transpiragdo é
alta, o fluxo de nutrientes é grande. Assim, a redugdo no fluxo transpiratério
acarreta pode induzir uma deficiéncia de calcio, e a morte da gema apical é um
sintoma caracteristico (Sha et al., 1985; Abousalim & Mantell, 1994). Portanto,
uma melhora nas trocas gasosas facilita a transpiragdo e, conseqiientemente,
aumenta a absorgdo de nutrientes do meio de cultura.

A sacarose exerce uma fungao central no crescimento e no desenvolvimento
vegetal, como agucar e como molécula sinalizadora. De acordo com Farrar et al.
(2000), a sacarose tem um efeito regulatorio e uma fungio integrativa. Esses
autores afirmam que o excesso de sacarose pode regular, por feed-back, a
fotossintese. Assim, a redugdo no crescimento das brotagoes observadas em
meio de cultura com elevadas concentragdes de sacarose pode ter ocorrido
tipo de fechamento dos tubos ndo restringe as trocas gasosas.

A diferenga entre os dois sistemas é notéria e, nas condi¢gdes em que o
experimento foi conduzido, o método de selamento alternativo foi superior, em
todas as variaveis estudas, ao tipo de selamento padrao utilizado na maioria dos
estudos de propagagdo in vitro. Em adigdo, o tipo de selamento dos recipientes

de cultura in vitro potencializa o efeito estimulador do carvdo ativado na
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morfogénese in vitro. No selamento tampa com pelicula PVC, o beneficio do
carvao ativado no desenvolvimento ¢ insignificante.

Observagoes no final do experimento (dados ndo mostrados) revelam que o
sistema com o tampao de algodao proporcionou a conversdo da maior parte do
meio nutritivo em compostos orginicos. A matéria seca das brotagdes foi de
9,63 mg com este selamento, em comparagdo aos 3,35 mg obtidos com o
método tradicional de selamento, o que representa um ganho médio de 187% na

matéria seca das brotagdes (Tabela 22).

TABELA 22- Matéria seca de parte aérea (mg) em brotagdes de segmentos
nodais de Annona glabra L., em fungdo de diferentes
concentragdes de carvdo ativado e tipos de selamento. Lavras -
MG, 2002.

Carvao Tipo de selamento Média

ativado (g.L™) Tampdo de algoddo Tampa com pelicula PVC

0,0 6,58 A"b' 332Ba 4,95b
2,0 12,69 A a 379Ba 8,242
Média 9.63 A 3358

7 Médias scguidas pcla mesma letra maitscula, cm cada linha, ndo diferem entre si a0
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

¥ _ Médias scguidas pcla mesma letra minascula, cm cada coluna, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% dc probabilidade pclo teste de Tukey.

Resultados similares foram encontrados para outras espécies. Cournac et al.
(1991) reportaram um aumento na matéria seca (aproximadamente 400%) e
altura (77%) em batata devido a aeragdo dos recipientes de cultura, enquanto
Jackson et al. (1991) reportaram redugdo na altura das brotagdes na mesma
espécie em frascos com trocas gasosas reduzidas, o que resultou numa alta

concentragio de etileno.

141



O aumento na matéria seca das brotagdes em tubos com tampao de algodio
pode ser devido a uma melhor performance na transpiragdo, ja que nessas
condigdes os estomatos funcionam normalmente. E razoavel também sugerir que
plantas in vitro com estomatos operantes indicam um tipo fisiologico mais
proximo do normal, o que pode aumentar o crescimento e, posteriormente,
facilitar a aclimatizag3o.

De acordo com Murphy et al. (1998), a melhora na transpiragdo, capaz de
resultar em maior incorporagio de biomassa em frascos que possibilitam trocas
gasosas, pode ter trés possiveis razdes. Primeiro, a permeabilidade do algodio
causa uma redu¢do na umidade relativa, aumentando o gradiente de pressdo de
vapor da folha para a atmosfera do frasco, o que leva a um aumento na taxa de
transpiragio da folha. A segunda possibilidade é de que a redugio na resisténcia
a difusdo de gases permite que o vapor de 4gua difunda mais rapidamente para a
atmosfera extema e; finalmente, 0 aumento nas trocas gasosas entre o tubo e a
atmosfera evita o acimulo de gases, particularmente CO, e etileno, em
concentragoes potencialmente danosas.

Os resultados apresentados confirmam que a melhora na aeragio do
recipiente de cultivo reduz a umidade relativa e o acimulo de gases dentro dos
tubos. Ou seja, facilitando a difusio do vapor de agua, através da ventilagdo,
havera um aumento na difusdo de gases como etileno e gas carbonico no interior
dos tubos, resultando na regeneragio de plantas bem formadas e sem
anormalidades fisiologicas.

Esses resultados estdo de acordo com aqueles reportados pela literatura.
Thomas et al. (2000) e Murphy et al. (1988) reportam que a perfuragdo e o
fechamento de um orificio 1,25 cm com algodao ou filtro nas tampas de frascos
grandes melhoraram a aeragéo no interior dos recipientes, em culturas in vitro de

melancia tiploide e de Delohinium. A melhor provisdo para aeragdo também
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permite as trocas de gases, incluindo o etileno, que é conhecido por sua relagao
com a abscisdo e com a hiperhidricidade (Dillan & Buysens, 1989; Ziv, 1991).

O tratamento que ajuda a controlar a senescéncia também contribui para a
reducdo ou eliminagdo do problema do amarelecimento das culturas. A melhor
aeragdo das culturas acentuou a coloragdo verde das plantas e evitou a
senescéncia precoce das folhas.

Alguns aspectos das brotagoes de segmentos de A. glabra sao mostrados na
Figura 8. Observa-se que houve interagdo positiva entre o selamentos tampio de
algodio e o carvdo ativado sobre o crescimento das brotagdes, € essas
apresentavam aspectos morfologicos normais.

O tampio de algoddo fornece um sistema permeavel as trocas gasosas, que
permite a realizagio da fotossintese pelas brotagdes em uma escala suficiente
para induzir a passagem do modo de crescimento heterotréfico para
autototrofico em meio contendo baixa concentragdo de sacarose. O sistema
testado se mostra um método muito util para a conservagdo de clones, com uma
menor probabilidade de variagdo somaclonal, requeridos como estoques para
propagacio continua in vivo ou in vitro ou como pais em programas de
melhoramento genético.

Este trabalho fonece uma grande contribui¢io para a micropropagagio de
Annonaceae com valor econémico, uma vez que apresenta uma alternativa
acessivel e economicamente viavel para resolver o problema da abscisdo foliar
precoce, principal problema ligado ao cultivo in vitro de varias espécies dessa

importante familia.
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FIGURA 8- Aspectos das brotagdes em segmentos nodais de Annona glabra L

em fungdo do tipo de selamentos dos tubos e presenca (+CA) ena

auséncia de carvdo ativado (-CA) no meio de cultura, 42 dias apos
a inoculagdo. Lavras — MG, 2002.
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7 CONCLUSOES

a) Na comparagdo entre as trés citocininas (BAP, cinetina e TDZ), o BAP ¢é
o que promove as melhores respostas na indugdo de brotagbes em segmentos
nodais de Annona glabra. O TDZ induz brotagdes em forma de roseta, sendo
inadequado para a espécie em questdo.

b) O aumento na concentragdo de citocinina de 17,76 para 35,62 uM no
meio de cultura tem um efeito negativo sobre o comprimento das brotagdes e
sobre a porcentagem de explantes responsivos.

c) A fonte de agiicar influencia as variaveis nimero de folhas, comprimento
e matéria seca das brotagdes das espécies Annona bahiensis, Annona cauliflora,
Annona coriacea, Annona glabra e Rollinia silvatica.

d) A aeragdo dos recipientes de cultura ¢ um dos fatores que mais contribui
na indugdo e crescimento de brotagdes de Annona glabra. A mudanga do modo
tradicional de fechamento dos tubos para o selamento altemativo contribui com
acréscimos significativos no crescimento das brotagdes, além de controlar a
processo de abscisdo foliar.

e) A aeragio das culturas, combinada com uma redugdo no conteudo de
sacarose no meio de cultura para 58,42 ou 29,21 mM, traz ganhos de 17 e 23
vezes na matéria seca das brotagdes, respectivamente.

f) Os beneficios encontrados com o uso do tampao de algodio no
fechamento dos recipientes de cultura sdo similares aqueles obtidos com o uso
de ventilagio forgada ou com a adi¢gio no meio de cultura de compostos

inibidores da a¢do do etileno.
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CAPITULO VI

FATORES QUE AFETAM O ENRAIZAM ENTO IN VITRO
EM BROTACOES E ESTACAS DE ANNONA GLABRA L



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Fatores que afetam o enraizamento in
vitro em brotagbes e estacas de Annona glabra L In: . Controle da
morfogénese in vitro em algumas espécie de Annonaceae. 2003. p. 151-197.
Tese. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras - MG.*

O trabalho teve como objetivos determinar os fatores que afetam o
enraizamento in vitro em brotagoes de Annona glabra L. Foram conduzidos dois
experimentos para avaliar o enraizamento. No primeiro, brotagdes de A. glabra
(com e sem folhas expandidas) obtidas in vitro foram inoculadas em meio de
cultura WPM suplementado com 87,64 mM de sacarose, 2,0 g.L" de carvdo
ativado e diferentes concentragdes de AIB (0,0; 4,9 € 9,8 uM). Foram avaliadas
trés formas de fechamento dos tubos de ensaio: tampa plastica com e sem a
pelicula de PVC e tampdo de algoddo. No segundo, estacas (segmentos nodais)
de A. glabra foram inoculados em meio WPM contendo diferentes
concentragdes de sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) em combinagio
com dois niveis de carvio ativado (0,0 e 2,0 g.L™). Apés a inoculagdo, os tubos
contendo os explantes foram mantidos sala de crescimento sob radiagdo
fotossintética ativa de 45-56 pmol.s’.m?a 25 + 3 °C. Os resultados mostraram
que houve formagdo de raizes adventicias em brotagdo sem folhas, mesmo
quando estimuladas pelo AIB. O método de fechamento dos tubos com tampao
de algodio ou tampa plastica sem a pelicula de PVC, trouxe ganhos
significativos na porcentagem de enraizamento, na matéria seca das raizes e no
namero de raizes adventicias em brotagdes de 4. glabra. O efeito promotor do
carvao ativado na rizogénese foi maximizado quando o enraizamento das estacas
ocorreu em meio de cultura com baixa concentragio de sacarose (58,42 mM) e
em tubos com provisdo para trocas gasosas. Com a melhora na aeragio, a
rizogénese em estacas de A. glabra ocorreu em meio de cultura com baixo
conteudo de sacarose (29,21 mM) e nessas condigdes foi verificado um
expressivo incremento no namero de raizes adventicias e secundarias (laterais).
A aeracdo dos tubos estimulou o desenvolvimento de um sistema radicular
morfologicamente normal, com formagio de raizes adventicias e raizes
secundarias (laterais).
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Factors affecting in vitro rooting of
Annona glabra L. shoots and stem cuttings. In: . Control of the in vitro
morphogenesis in some Annonaceae species. 2003. p. 151-197. Thesis.
(Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The objective of the present work was to determine the factors that affect
the rhyzogenesis in Annona glabra L. shoots and stem cuttings. Two
experiments were performed. In the first experiment, shoots (with and without
leaves) obtained in vitro were inoculated in WPM medium supplemented with
87.64 mM sucrose, 2.0 g.L" activated charcoal and different IBA concentrations
(0.0; 4.9 or 9.8 uM) and the following vessel sealing were evaluated: cap with or
without PVC film and cotton tampon. In the second experiment, stem cuttings
(nodal segments) were inoculated in WPM medium supplemented with different
sucrose concentrations (0.00; 29.21; 58.63 or 116.84 mM) combined with two
concentrations of activated charcoal (0.0 or 2.0 g.L™"). After inoculation, the
tubes with explants were maintained in growth room under photosynthetic active
radiation of 45-56 umol.s”.m? and temperature of 25 + 3 °C. The results showed
that no adventitious root was induce in shoots without leaves even if stimulated
by IBA. The methods of sealing the vessel with cotton tampon or cap without
PVC film brought significant gain in percentage of rooting, length and dry
weight of roots formed in shoots. The promoter effect of activated charcoal was
maximized when the stem cuttings rooting occurred in culture medium with low
sucrose concentration (58.42 mM) and in vessel able to perform gas exchanges.
With the improvement in the aeration, the rhyzogenesis was induced in medium
with low sucrose content (29.21 mM) and there were expressive increments in
the number of adventitious and secondary (side) roots. Aeration of cultures
stimulated the development of normal morphological root system, with
adventitious and secondary (side) roots.
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3 INTRODUCAO

—~

O enraizamento € uma etapa decisiva da micropropagagdo e influencia
diretamente a sobrevivéncia durante o transplantio e aclimatizagdo. Quando
comparado com espécies herbaceas, o enraizamento de espécies lenhosas é mais
dificil de ser obtido, e a dificuldade se agrava a medida que se usa material
vegetal menos juvenil.

~a O processo de enraizamento tanto in vilro quanto ex vitro é fortemente

influenciado por fatores ligado a planta doadora de explantes (estresse hidrico,
substancias de reservas, nutrigdo mineral, condi¢des de crescimento da planta,
reguladores de crescimento, juvenilidade, sazonalidade, etc) e por fatores
externos (temperatura, umidade, substrato, pré-condicionamento), os quais
necessitam ser otimizados para favorecerem uma maior formagio de raizes.

O presente trabalho teve como objetivos: avaliar a influéncia da presenca de
folhas, AlB, carvio ativado, sacarose e do fechamento dos tubos sobre o

enraizamento de microbrotagdes de Annona glabra L.

4 REFERENCIAL TEORICO

\\Z\A rizogeénese apresenta as seguintes fases: indugio, iniciagdo e alongamento
das raizes. Enquanto as duas primeiras fases (as vezes consideradas como uma
s0) respondem ou dependem de auxinas, o crescimento das raizes é inibido na
sua presenga. A dificuldade em um sistema de micropropagagio esta em
determinar uma condi¢do in vitro na qual todas essas fases possam ocorrer
normalmente e, de preferéncia, sem demandar manipulagdo adicional de uma

fase para outra (Grattapaglia & Machado, 1998).
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A inducdo de raizes in vitro é um importante passo na micropropagacao e
em protocolos de transformagdo genética de plantas (George, 1993). A maioria
dos trabalhos de indugdo de enraizamento adventicio de espécies lenhosas
envolve tratamentos com auxinas exogenas, tais como AIB, ANA e AIA
(George, 1993).

Alguns pesquisadores tém atribuido as auxinas a capacidade de induzir as
mudangas intercelulares necessarias para a indugao do enraizamento. Para a
maioria das espécies, a indugio ao enraizamento ¢ feita com a presenca de uma
auxina no meio de cultura (De Klerk et al., 1995) e a quantidade a ser adicionada
depende das concentragdes endogenas de auxinas do explante utilizado (James
& Thurbon, 1981; Blakesley et al., 1991). No entanto, Druart et al. (1982),
sugerem que o processo pode ser induzido apenas pela auséncia de luz e que as
auxinas sdo necessarias principalmente nas fases subsequentes ao enraizamento
(iniciagdo e alongamento das raizes). Algumas espécies, no entanto, induzem o
enraizamento sem a necessidade da aplicagdo de reguladores de crescimento.
Por exemplo, brotagoes axilares de Acacia aldiba produzem raizes utilizando
meio diluido sem adigio de reguladores (George, 1993). Grattapaglia &
Machado (1998) reportam que diversas espécies, principalmente herbaceas,
enraizam na presenca de niveis muito reduzidos de auxinas no meio ou em meio
basico sem fitorregulador. Neste caso, as partes aéreas em rapido crescimento
sio fontes de intensa produgio de auxina, a qual ¢ translocada para a base,
estimulando a rizogénese.

O nivel das auxinas enddgenas ¢ o que determina a formacdo de raizes
adventicias, ou seja, é o acimulo de auxina endogeno que induz a formagdo de
raizes. Geralmente, o wuso de reguladores de crescimento acelera
consideravelmente o processo enraizamento. O nimero de raizes formadas no

explante normalmente aumenta com o incremento do conteado de auxina,



porém, quando concentragdes elevadas sdo utilizadas, a formagio de calo é
verificada (George, 1993).

Varias substancias de reagéo sinergistica com auxinas tém sido isoladas em
estacas de facil enraizamento (Assis & Teixeira, 1998). Para esses autores,
compostos fendlicos (polifendis) sdo, em geral, considerados co-fatores de
enraizamento, multiplicando o efeito indutor das auxinas, sendo que alguns deles
(catecol, floroglucinol e os acidos floréticos, caféicos, ferilico, p-cumarico e
clorogénico) podem atuar independentemente da presenca de auxinas. Os
produtos da oxidagdo de fendis (as quinonas) sdo, entretanto, inibidores.

O mecanismo de iniciagdo radicular em tecidos caulinares, principalmente
nos aspectos da fisiologia da diferenciagdo, é ainda pouco entendido, uma vez
que os reguladores de crescimento apresentam outros efeitos no metabolismo, no
crescimento e na diferenciagdo, afetando outros processos fisioldgicos (Hatney,
1980, citado por Assis & Teixeira, 1998).

Apesar de as auxinas promoverem consistentemente a formagio de
primérdios radiculares, pelo menos em tecidos que naturalmente apresentam
certa predisposi¢io ao enraizamento, sua adicdo no meio de cultura pode
promover a produgio de etileno por estimular a biossintese da ACC (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico) (Yang & Hoffman, 1984).

E bem conhecido que o etileno promove abscisdo de frutos e folhas de
muitas espécies. Algumas espécies de Annona, como, por exemplo, A.
squamosa, sdo conhecidas por sua sensibilidade ao etileno (Lemos & Blake,
1996). Conforme resultados mostrados nesse trabalho (capitulo 1), paréce
razoavel atribuir a outras espécies dos géneros Annona e Rollinia sensibilidade
ao etileno, manifestada através de abscisdo foliar ou hiperhidricidade. De
acordo com Zobayed et al. (2002), A. muricata é mais sensivel ao etileno do que
a A. squamosa e abscisdo ¢ o maior problema na micropropagagio de Annona

spp, além do mais, a adi¢do de ANA ao meio aumenta a abscisdo. De acordo
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com Hartmann et al. (1997), o etileno pode estimular, reduzir ou nao ter efeito
sobre a formac¢do de raizes adventicias. A promogdo do enraizamento ocorre
mais em plantas intactas do que em estacas e mais em espécies herbaceas do que
em plantas lenhosas, € em plantas que possuem raizes pré-formadas.

Além das auxinas, outros compostos podem ser utilizados para estimular o
enraizamento. O carvdo ativado em concentragdes de 0,1 a 2% (p/v) tem sido
relatado com benéfico em muitas espécies. Embora Mohamed-Yasseen (2001)
reporte que o exato mecanismo pelo qual o carvdo ativado estimula o
crescimento e o enraizamento ainda seja desconhecido, Grattapaglia & Machado
(1998) mencionam que fisicamente o carvdo ativado simula a condi¢do de
escuro no qual as raizes normalmente se desenvolvem. Quimicamente, ele tem
efeito diluidor, retendo parte de todos os elementos que compdem o meio de
cultura, fixando citocininas residuais dos tecidos das plantas e absorvendo
compostos toxicos inibidores do enraizamento.

A fixagdo de auxina pelo carvdo ativado, em geral, exerce uma agio
benéfica no alongamento de raizes (Drew, 1988, Mohamed-Yasseen, 2001). As
raizes crescem rapidamente, ramificando-se bastante e mantendo cor mais clara
do que quando expostas a luz.

O carvio ativado é usado também para evitar a luz exclusivamente na base
dos explantes, o que contribui para a diminuicdo no enraizamento.
Quimicamente, a luz contribui para a diminuiqéo nos teores endogenos de AlA,
assim como o acumulo de fendis e seus subprodutos que inibem o enraizamento
(Grattapaglia & Machado, 1998). A luz na base do explante pode estimular a
formagdo de uma camada de esclerénquima, células lignificadas que agem como
uma barreira fisica que dificulta a passagem das raizes. Segundo Rasai et al.
(1995), a utilizagdo de carvdo ativado aumentou o potencial de enraizamento de
espécies de Annona, principalmente porque reduz o problema da oxidagéo,

muito frequente nessas espécies.



Outros fatores determinantes do enraizamento dizem respeito as plantas
doadoras de explantes. O estresse hidrico, substancias de reservas como
carboidratos, nutricio mineral, condigdes de crescimento da planta, substancias
reguladoras de crescimento, juvenilidade e sazonalidade da planta matriz tém
sido apresentados como aqueles que apresentam efeitos mais relevantes no
enraizamento (Assis & Teixeira, 1998).

Além das caracteristicas ligadas as plantas doadoras de explantes, fatores
relacionados com o proprio explante podem exercer influéncia no seu
enraizamento in vitro.

E bem conhecido que a presenca de folhas nas estacas exerce um forte
estimulo sobre o enraizamento (Hartmann et al., 1997). O efeito estimulador das
folhas sobre o enraizamento de estacas foi demonstrado com muita clareza em
abacateiro (Reuveni & Raviv, 1981). Folhas ¢ gemas produzem auxinas, que
sdo transportadas para a base, o que é essencial para o enraizamento. Neste caso,
a sua auséncia ndo ¢ suprida por auxinas, sacarose ou compostos nitrogenados.
Esses compostos estimulam o enraizamento na presenga de folhas, onde sio
produzidas auxinas e outros fatores de crescimento (Assis & Teixeira, 1998).
Esses autores afirmam que o niimero de folhas tem influencia, principalmente,

na velocidade de enraizamento e no nimero de folhas formadas.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Enraizamento de brotacées de Annona glabra L. em fungio de presenca
de A1B, folhas e tipo de selamento dos tubos.

Foram utilizadas brotagdes de Annona glabra L. com aproximadamente 20
mm de comprimento, originadas de cultivos em tubos completamente vedados,
de onde foram coletadas brotagdes sem folhas expandidas, e de cultivos em

tubos fechados com tampa plastica e PVC ou tampio de algodo, de onde foram
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coletadas brotagées com pelo menos um par de folhas expandidas. Foram
avaliados trés tipos de selamento dos tubos: tampa plastica com PVC, tampa
plasticas sem PVC e tampao de algodao.

O meio utilizado foi WPM (Lloyd & McCown, 1980), suplementado com
87,64 mM de sacarose, 0,70% de agar, 2.g.L" de carvdo ativado € as seguintes
concentragdes de AIB (0.0; 4,9; 9.8 uM). O pH do meio de cultura foi ajustado
para 5,7 antes da autoclavagem e, em seguida, foram distribuidos 15 mL de meio
em tubos de ensaio (25 x 150 mm). Os tubos foram selados com tampas de
polietileno e autoclavados por 15 minutos a 121° C.

Foram usados 10 mL de meio de cultura nos tubos de ensaio com tampa
plastica com pelicula de PVC e 20 mL de meio nos tubos fechados com tampa
sem PVC ou em tubos com tampao de algoddo. Em cdmara de fluxo laminar, as
brotacc;)es foram inoculadas e os tubos de ensaio foram fechados com os trés
tipos de selamento. No caso do tampéo de algoddo, inicialmente os tubos foram
autoclavados com tampa plastica e somente apds a inoculagdo das brotagdes €
que esses foram fechados com algodao (autoclavado separadamente) e em
seguida mantidos em sala de crescimento sob radiagdo fotossintética ativa de 45-
55 pmol.s', a uma temperatura de 25 + 2°C, durante 60 dias, quando foram
avaliadas as seguintes varidveis: porcentagem de enraizamento, numero de
raizes adventicias, numero de raizes secundarias, comprimento da maior raiz
(mm), matéria seca da raiz e da parte aérea (mg).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 3x3x2 (3 representa as concentragdes de AIB e os tipos de
selamento dos tubos, 2 representa os tipos de brotagdes) com 4 repetigdes, sendo

cada uma formada por trés tubos.
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5.2 Microestaquia

Segmentos nodais de Annona glabra foram obtidos de plantas-estoque com
trés anos de idade, mantidas em casa de vegetagdo sob radiagdo fotossintética
ativa de 130-170 pmol.m™s”, obtida pela combinacio de lampadas gro-lux e
branca fria, fotoperiodo de 16 h, sem controle de temperatura.

Brotagdes laterais de hastes caulinares semi-lignificadas foram utilizadas
como fonte de explante. Para a desinfestagdo, as folhas foram retiradas e os
segmentos foram mantidos em agua corrente por 20 minutos e lavados com
detergente neutro. Em seguida, em camara de fluxo laminar, foram secionados
segmentos com comprimento de 20-30 mm, contendo uma unica gema, e
imersos em alcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de nova imersio em
hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) e gotas de detergente durante 15
minutos. Finalmente, os explantes foram lavados, por cinco vezes, em agua
destilada e autoclavada.

O segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio
WPM solidificado com 7 g.L™' de 4gar, suplementado com quatro concentragoes
de sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) em combinagio com dois niveis
de carvéo ativado (0,0 e 2,0 g.L™") e 250 mg.L" de benomyl. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem.

Foram avaliados dois tipos de selamento dos tubos: tampa plastica com
pelicula de PVC e tampio de algoddo. Foram usados 10 mL de meio de cultura
nos tubos de ensaio com tampa e pelicula de PVC e 20 mL nos tubos fechados
com tampao de algoddo. Apos a inoculagio, as culturas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura de 25 + 3°C, fotoperiodo de 16 horas com
radiagdo fotossintética ativa de 45-56 pmol m? s, durante 45 dias, quando
foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de enraizamento, nimero
de raizes adventicias, numero de raizes secundarias (laterais), comprimento

maior raiz (mm) e matéria seca da raiz (mg).
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 4x2x2 (4 representa as concentragdes de sacarose, 2 representa
os tipos de selamentos e as concentragdes de carvao ativado) com 5 repetigoes,

sendo cada uma formada por quatro tubos.

5.3 Anailises estatisticas.
Os dados de cada um dos trés experimentos foram analisados
separadamente. Os experimentos foram avaliados estatisticamente, mediante a

analise de varidncia usando arranjo fatorial, testando-se as médias pelo teste de

Tukey. Os dados de percentagens foram transformados em arco-seno v% e os

niumero de contagem, em +x+1. Os dados foram analisados usando o

programa SISVAR, v 4.3, desenvolvido pela UFLA.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Enraizamento de brotacdes de Annona glabra L. em fungao da presenca

de AIB, folhas e tipo de selamento dos frascos.

Porcentagem de enraizamento, niimero de raizes adventicias, numero de raizes

secundarias (laterais)

A interagdo tripla “concentragdo de AIB x folha x tipo de selamento” foi
altamente significativa para as variaveis porcentagem de enraizamento (P<0,01)
e numero de raizes adventicias (P<0,01). A interagdo “folha x tipo de selamento”

foi significativa (P<0,05) para a variavel nimero de raizes secundarias (laterais)
(Tabela 1).
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TABELA 1- Resumo da analise de varidncia para porcentagem de enraizamento,
numero de raizes adventicias e numero de raizes secundarias
(laterais) em brotagbes de Annona glabra L. com ou sem folha, em
fungdo de diferentes concentragdes de AlIB e tipos de selamento dos
tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios

Variagio Enraizamento®  N? raizes N® raizes
adventicias¥  secundarias ¥

Concentragdo AIB (A) 2 122,65ns 0,2326%* 0,0238 ns
Folha (B) 1 11.742,78** 6,4377** 0,6360**
Tipo selamento (C) 2 558,21%* 0,2714** 0,1210 *
AxB 2 122,65ns 0,2326** 0,0238 ns
AxC 4 383,79%* 0,2952%* 0,0646 ns
BxC 2 558,21*+ 0,2714** 0,1210 *
AxBxC 4 383,79%* 0,2952** 0,0646 ns
Residuo 54 49,37 0,04121 0,0383

CV.(%) 55,02 15,81 17,90

ns -Nao-Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pclo teste F.
* - Significativo ao nivel de 5% dc probabilidade pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

2 _ Dados originais transformados em arco-scno v% .

¥ — Dados originais transformados em vx +1.

Nédo houve formagdo de raizes adventicias em brotagdes sem folhas,
oriundas de cultivo em tubos completamente vedados e sob o efeito do etileno
(Tabela 2).

Na auséncia de AIB no meio de cultura, a maior porcentagem de
enraizamento (66,7%) foi obtido nos tubos com tampa sem PVC, enquanto na
presenca de 9,8 uM AIB, os melhores resultados foram verificados quando se
utilizou o tampdo de algoddo. Os selamentos tampa sem PVC e tampio de
algodao promoveram um acréscimo de 111 e de 89%, respectivamente, na

porcentagem de brotagdes enraizados, quando comparados com o método tampa
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com PVC (Tabela 2). Entretanto, o maior valor obtido (66,7%) difere dos
resultados reportado por Deccetti (2000) para essa espécie, nos quais, O

percentual de enraizamento chegou a 90% em meio sem adigdo de AlB.

TABELA 2- Resultados médios para porcentagem de enraizamento de brotagdes
de Annona glabra L., com e sem folhas, em fungio de AIB e tipo
de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Tipos de AIB (uM)

Selamento 0,0 4.9 9.8 Média
+ folha / - folha

Tampa com PVC 33,30b"/- 33,30b/- 8,32b/- 24970

Tampa sem PVC 66,70a /- 66,70 a/ - 2498b/- 52,79a

Tampao algodao 33,33b/- 41,63b/- 66,70a/- 472la

* — Médias scguidas pcla mesma ecm cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Observaram-se comportamentos quadraticos (P<0,01) das concentragdes de
AIB para a variavel porcentagem de enraizamento em tubos fechados com
tampa, com ou sem PVC, enquanto, quando os tubos foram fechados com o
tampdo de algoddo, a tendéncia de incremento na porcentagem de enraizamento
foi linear (P<0,01) em fung¢io do aumento na concentragio de AIB (Figura 1).

As curvas de respostas indicam que a utilizagdo de AIB, principalmente em
concentragdes superiores a 4,9 uM, reduz o nimero médio de raizes emitidas por
brotagdo de Annona glabra (Figura 2). Esses resultados concordam em parte
com os reportados para outras espécies. Em Rollinia mucosa, a formagido de
raizes foi dificultada quando as brotagdes alongadas oriundas de hipocétilo e
epicdtilo foram inoculadas diretamente em meio suplementado com AIB
(Figueiredo et al., 2001). Entretanto, as concentagdes de AIB utilizadas por esses
autores foram elevadas. Em meio WPM suplementado com 53,7 ou 107,4 pM

AIB, o enraizamento de R. mucosa foi de 33% e 20%, respectivamente
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(Figueiredo et al., 2001). Essa dificuldade pode estar ligada ao efeito residual de
citocininas requeridas para induzir a proliferagio de brotagdes e o pré-
condicionamento das brotagdes em meio contendo carvido ativado, durante 7 dias

no escuro, aumentou o enraizamento de A. cherimola (Encina et al., 1994).

y (@) = 33,300 + 2,5484 x — 0,52000 x> R%= 100**
y(A) = 66,700 + 4,2576 x — 0,86890 x* R%= 100**
y(X) = 30,529 + 3.4056 x R%= 92 23%*
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FIGURA 1- Valores médios estimados para porcentagem de enraizamento de
brotagdes de Annona glabra L., com folhas, em funcgdo de AIB e

tipo de selamento (—@—tampa com PVC, -- A- - tampa sem PVC,
—X—tampio de algoddo). Lavras - MG, 2002.

O percentual de enraizamento encontrado é superior aos resultados
encontrados por Nair et al. (1984). Esses autores reportaram 43% de
enraizamento quando as brotagdes obtidas de uma arvore de ateméia adulta
foram mantidas em meio MS semi-sélido (1/2 macronutrientes) contendo 50
mg.L" (245 pM) AIB por trés dias no escuro, seguidos por 13 dias na luz.

Resultados mais laboriosos foram reportados por Encina et al. (1994), que
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incubaram brotagdes de cherimola in vitro por 7 dias em meio MS suplementado
com 0,1 gL' carvdo ativado, seguidos de inoculagio em meio de cultura
contendo 500 uM AIB, 2,13% sacarose e 200 mg.L" de acido citrico por 10 dias
(7 dias no escuro, seguidos por 3 dias na luz), em meio solidificado com agar.
Os autores obtiveram 95% de enraizamento quando as brotagbes foram
transferidas para um mesmo meio sem AIB e com a metade dos
macronutrientes.

O maior numero de raizes adventicias (3,75 por brotagdo) foi induzido
quando se utilizou a tampa sem PVC, diferindo significativamente dos outros
tipos de selamento, tanto na auséncia quanto na presenga de pequenas
concentragdes de AlB (4,9 uM). No geral, foi observado um ganho de 124% no
numero de raizes adventicias efetuando a retirada da pelicula de PVC da tampa

dos tubos de ensaio (Tabela 3).

TABELA 3- Resultados médios para numero de raizes adventicias em brotagdes
de Annona glabra L., com e sem folhas, em fungdo de AIB e tipos
de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Tipos de AlIB (uM)

Selamento 0,0 4,9 9,8 Média
+ folha / - folha

Tampa com PVC 1,31b%/- 1,87b/- 0,25b/- 1,14b

Tampa sem PVC 375a/- 346a/- 0,50b/- 2562

Tampdo algodao 1,25b/- 1,00b/- 2,25a/- 1,50 b

* _ Médias seguidas pcla mesma em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% dc
probabilidade pelo teste de Tukey.

As concentragdes de AIB mostraam comportamentos quadraticos (P<0,01)
para a variavel numero de raizes adventicias em tubos fechados com tampa com
ou sem PVC e uma tendéncia quadratica ascendente (P<0,01) quando os tubos

foram fechados com o tampdo de algodio (Figura 2).
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Os resultados obtidos para numero de raizes adventicias sio superiores
aqueles reportados por Deccetti (2000), que obteve o maior nimero (2 por

explante) em meio WPM sem regulador de crescimento, em frascos

completamente vedados.
v (@) = 1,317 + 0,3364 x — 0,04540 x* RZ= 100**
y(A)=3,750 + 0,2122 x — 0,05540 x> R= 100%*
y(X) = 1,250 - 0,2030 x + 0,03118 x* R2= 100**
45 *I
4 “ —.-—-----..-
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FIGURA 2- Valores médios estimados para nimero de raizes adventicias em
brotagdes de Annona glabra L., com folhas, em fun¢io de AIB e
tipo de selamento (—@—tampa com PVC, - - A- - tampa sem
PVC, --X-- tampao de algodao). Lavras - MG, 2002.

O maior numero de raizes secundarias (0,72 por brotagio) foi observado
utlizando-se AIB na concentra¢do mais reduzida (Tabela 4). Observou-se um
comportamento quadratico das concentragdes de AIB para a variavel niimero de
raizes secundérias, embora o valor de R” ndo tenha sido significativo (P>0,05)
(Figura 3). A presenga das raizes secundarias (laterais) aumenta a superficie

radicular e o volume de substrato explorado. A curva de regressdo para niimero
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de raizes secundarias (laterais) apresentou um comportamento quadratico para as

concentra¢oes de AIB (Figura 3).

TABELA 4- Resultados médios para niimero de raizes secundarias (laterais) em
brotagdes de Annona glabra L., com e sem folhas, em fungdo de
diferentes concentrag¢des de AIB. Lavras - MG, 2002.

Tipos de AIB (uM)

brotagio 0,0 4.9 9.8 Média
Com folha 0,30 0,72 0,47 0,50 a
Sem folha 0,00 0,00 0,00 0,00 b

* _ Mcddias scguidas pcla mesma cm cada coluna, ndo difcrem cntre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

v (@) = 0,304 +0,1533 x - 0,01390 x° R’= 100 ns
y(A)=0

08 -
07 -‘
06 -
0,5 1

No de raizes secundarias
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0,3
0,2 -
0,1 -
—— & "
0,0 49 9,8

AIB (kM)

FIGURA 3- Valores médios estimados para numero de raizes secundarias
(laterais)em brotagdes com folhas (—@—) e sem folhas (-A-) de
Annona glabra L., em fungdo de diferentes concentragoes de AlB.
Lavras - MG, 2002.
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O alto percentual de enraizamento e 0 maior nimero de raizes adventicias
formadas, na auséncia da auxina, sugerem que, pelo menos em parte, a formacdo
de raizes adventicias, em brotagdes de Amnona glabra, nio depende do
suprimento exogeno de AIB. Todavia, a presenga de 4,9 pM de AIB aumentou o
numero de raizes secundarias (laterais). Esse fato pode indicar o alto nivel
enddgeno de auxina nos explantes e caracterizar a facilidade de enraizamento da
espécie. Hartmann et al. (1997), afirmam que auxinas sdo produzidas por gemas
e folhas jovens em quantidade suficiente para induzir o enraizamento, pois na
auséncia de AIB no meio de cultura, a porcentagem de enraizamento foi de
66,7%, em tubos com tampa sem PVC.

A indugdo de primérdios radiculares em Annona glabra pode ser obtida
facilmente sem a adicdio de AIB. Esses resultados sugerem que a
desdiferenciagio e a indugdo a divisdo celular para a formagdo dos primérdios
radiculares nio dependem da aplicagdo exdgena desta auxina e a aplicagio de
concentragbes elevadas de auxinas pode ocasionar aumento da oxidagio (James
& Thurbon, 1981) e da atividade da peroxidase, reduzindo as concentragdes
endogenas de acido indolilacético (Harbage et al., 1998). Isto pode explicar, em
parte, a redugido no enraizamento das brotagdes cultivadas em meio de cultura

com 9,8 uM de AIB em tubos com tampa plastica.

Comprimento da maior raiz. matéria seca de raiz e de parte aérea

A interacdo tripla “concentra¢do de AIB x folha x tipo de selamento” foi
altamente significativa para as variaveis comprimento da maior raiz (P<0,01),
matéria seca de raiz e da parte aérea (P<0,01) (Tabela 5).

O tipo de selamento afetou diretamente a rizogénese. Na auséncia de AlB,
as raizes apresentaram o maior comprimento (17,17 mm) em tubos fechados
com tampa sem PVC, enquanto na presenca de 9,8 uM AIB no meio de cultura,

as maiores raizes (44,25 mm) foram obtidas quando se fecharam os tubos com o
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TABELA 5- Resumo da analise de variancia para porcentagem de enraizamento,
matéria seca de raiz e matéria seca da parte aérea em brotagdes de
Annona glabra L. com ou sem folha, em fungdo de diferentes

concentragdes de AIB e tipos de selamento dos tubos de ensaio.
Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios
Variagao Comprimento Matéria seca Matéria seca
maior raiz de raiz parte aérea
Concentracgio AIB (A) 2 22,77 ns 0,78* 18,29 ns
Folha (B) 1 4,443 88** 96,55%* 2.835,29%*
Tipo selamento (C) 2 271,89** 7,16%* 178,67**
AxB 2 26,77 ns 0,78* 18,29 ns
AxC 4 409,17** 3,32%* 180,97**
BxC 2 271,89*+ 7,16%* 178,69**
AxBxC 4 409,17 3,32%+ 180,97**
Residuo 54 13,92 0,24 6,97
C.V. (%) 42,50 42,43 42,07

ns -Ndo-Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
* . Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel dc 1% de probabilidadc, pelo teste F.

tampao de algoddo. Esse resultado ¢ 13 vezes maior que aquele obtido com o
método tradicional para fechar os tubos (Tabela 6). Nos tubos completamente
(tampa com PVC) ou parcialmente vedados (tampa sem PVC), a concentragao
mais elevada de AIB (9,8 uM) causou inibi¢io da divisio e alongamento
celulares. Observaram-se tendéncias quadraticas (P<0,01) das concentragdes de
AlB para a variavel comprimento da maior raiz nos trés tipos de selamentos.
Entretanto, com o tampdo de algoddo, a tendéncia foi diferente e nenhum

modelo matematico se ajustou aos dados (Figura 4).
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TABELA 6- Resultados médios para comprimento da maior raiz (mm) em
brotagdes de Annona glabra L., com e sem folhas, em fungdo de
diferentes concentragdes de AIB e tipo de selamento dos tubos de
ensaio. Lavras - MG, 2002.

Tipos de AIB (uM)

Selamento 0,0 4,9 9,8 Média
+ folha / - folha

Tampa com PVC 12,08 b*/ - 13,50b /- 3,16b/- 9,58 ¢

Tampa sem PVC 17,17a/- 20,08a/- 6,66b /- 14,63 b

Tampao algodio 1241b/- 12,08b/- 4425a/- 2291a

* — Médias scguidas pcla mesma em cada coluna, nio difcrem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

V(@) = 12,082 + 1,4882 x — 0,24474 x° R*= 100**
V(A)=17,165+ 2,2632 x - 0,34027 x* R*= 100**
y(m) =ns

(3]
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FIGURA 4- Valores médios estimados para comprimento da maior raiz (mm)
em brotagdes de Annona glabra L., com folhas, em fungio de
diferentes concentragdes de AIB e tipos de selamento (—@—tampa
com PVC, -- A-- tampa sem PVC, m tampao de algoddo). Lavras -
MG, 2002.
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O provavel acimulo de etileno no tubo de ensaio pode explicar o menor
enraizamento em tubos complentamente vedadds. De acordo com Biddington
(1992), a fungdo geral do etileno na cultura de tecidos ndo ¢ clara, embora ele
possa mudar a capacidade organogénica de explantes in vitro. O acimulo desse
gas em quantidades excessivas é provavelmente o gatilho que dispara varios
processos fisiologicos, os quais, além da abscisdo foliar precoce, em muitas
espécies promovem o enraizamento (Dimassi-Theriou et al., 1993). Entretanto,
de acordo com Hartmann et al. (1997), o etileno pode estimular, reduzir ou ndo
ter efeito sobre a formagdo de raizes adventicias.

Na comparagio entre os trés tipos de selamento, na auséncia de AlB, o
maior matéria seca de raizes (2,25 mg / brotagdo) foi obtido com a tampa sem
PVC, enquanto, na presenga de 9,8 pM AIB, o tampao de algodio proporcionou
melhores condigdes para o desenvolvimento radicular, obtendo-se 4,32 mg por
planta, 12 vezes superior ao valor encontrado quando os tubos foram fechados

com tampa e pelicula PVC (Tabela 7).

TABELA 7- Resultados médios para matéria seca de raiz (mg) em brota¢des de
Annona glabra L., com e sem folhas, em fun¢do de concentragdes
de AIB e tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG,

2002.
Tipos de AlB (nM)
Selamento 0,0 4,9 9,8 Média
+ folha / - folha
Tampa com PVC 2,26 ab”/ - 1,10c/- 0,33¢c/- 1,23 ¢
Tampa sem PVC 285a/- 2,85b/- 1,17b/- 2,29b
Tampao algodao 1,86b/- 406a/- 432a/- 341 a

z_ Mcédias scguidas pcla mesma cm cada coluna, ndo difercm entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Observou-se um comportamento linear (P<0,01) decrescente nas
concentragdes de AIB para a variavel matéria seca de raiz quando os tubos
foram fechados com tampa plastica com ou sem PVC. Por outro lado, com o
tampao de algoddo, o matéria seca das raizes cresceu linearmente (P<0,01) com

o aumento das concentrag¢des de AIB (Figura 5).

y (@) = 2,201 - 0,1974 x R%=98,63**

y(A)=3,135-0,1716 x R%= 75,33+

y(X)=2,187 +0,2510 x R?=83,18**
5-

K
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Matéria seca de raiz (mg)
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FIGURA 5- Valores médios estimados para matéria seca de raiz (mg) em
brotagdes de Annona glabra L., com folhas, em fungdo de
diferentes concentragdes de AIB e tipos de selamento dos tubos de
ensaio (—@—tampa com PVC, - - A- - tampa sem PVC, --X--
tampdo de algodao). Lavras - MG, 2002.

Foi observado um comportamento similar entre a biomassa seca de raiz e
parte aérea das plantas (Tabela 8, Figura 6). A maior produgio de matéria seca
das plantas coincidiu com os tratamentos que apresentaram as maiores

percentagens de enraizamento. Na auséncia de AlB, a retirada da pelicula de
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PVC da tampa proporcionou um ganho de 284% de biomassa seca quando
comparada com o método de vedagéo total do tubo. Com o tampéo de algoddo e
meio suplementado com 9,8 pM AIB, obteve-se a maior biomassa seca da parte
aérea (16,55 mg) e de raizes (3,41 mg), o que corresponde a acréscimos de 10,4
e 12,1 vezes na matéria seca de parte aérea e de raiz, respectivamente (Tabelas 7

e 8).

TABELA 8- Resultados médios para peso da parte aérea (mg) brotagdes de
Annona glabra L., com e sem folhas, em fungdo de diferentes
concentragdes de AIB e tipos de selamento dos tubos de ensaio.
Lavras - MG, 2002.

Tipos de AIB (uM)

Selamento 0,0 4,9 9,8 Média
+ folha / - folha

Tampa com PVC 6,63 c*/* 10,09a/* 2,28b/* 6,23b

Tampa sem PVC 2547a/* 1408a/* 473b/* 14,76 a

Tamp3o algodio 11,22b/* 1246a/* 2597a/* 16,55a

Z_ Médias scguidas pcla mesma cm cada coluna, ndo difercm entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
* _ Nio determinado.

Aspectos do enraizamento das brotagdes de A. glabra sdo mostrados na

Figura 7.
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y (@)= 9,627 + 1,8576 x — 0,23479 x° Rf= 100**
y(A)=125134-21163 x R’= 99.68**
y(X)= 9,177 + 1.5053 x R*= 81,29%*

w
o

Matéria seca parte aérea (mg)

0,0 49 9,8
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FIGURA 6- Valores médios estimados para peso da parte aérea (mg) de
brotagdes de Annona glabra L., com folhas, em fungdo de
diferentes concentragoes de AIB e tipos de selamento dos tubos de
ensaio (—@—tampa com PVC, - - A- - tampa sem PVC, —X--
tamp3@o de algodio). Lavras - MG, 2002.

174



-

FIGURA 7- Enraizamento de brotagdes de Annona glabra L. em fungdo da
presenca ou auséncia de folhas e tipos de selamento dos tubos de
ensaio (S1, tampa com PVC; S2, tampa sem PVC; S3, tamp&o de
algoddo) em meio de cultura sem regulador de crescimento.
Lavras - MG, 2002. Barra = 10mm.



6.2 Microestaquia
Porcentagem de enraizamento, niimero de raizes adventicias e niumero de raizes
secundarias

A interagdo tripla “concentragdio de sacarose x concentragdo de carvdo
ativado x tipos de selamento” foi significativa para a variavel porcentagem de
enraizamento (P<0,05). Houve significancia das interagdes ‘“‘concentragdo de
sacarose X concentragao de carvao ativado” para a variavel nimero de raizes
adventicias (P<0,01), “concentragdo de sacarose x tipo de selamento” para as
variaveis numero de raizes adventicias (P<0,01) e numero de raizes secundarias
(laterais) (P<0,05) e “concentragdo de carvdo ativado x tipo de selamento” para
as variaveis numero de raizes adventicias (P<0,01) e namero de raizes
secundarias (laterais) (P<0,01) (Tabela 9).

Néao houve enraizamento dos segmentos nodais na auséncia de sacarose,
indicando que a quantidade de reservas nas brotagdes utilizadas nio foi
suficiente para iniciar o processo de enraizamento (Tabela 10).

A porcentagem de enraizamento foi muito baixa na auséncia de carvido
ativado, ndo havendo diferengas significativas entre os dois tipos de selamentos
para as concentra¢des de sacarose utilizadas. Em meio de cultura com carvdo
ativado, a taxa de enraizamento foi de 40% nos segmentos nodais cultivados na
presenga de 29,21 mM de sacarose e com tubos fechados com tampdo de
algoddo (Tabela 10). E importante ressaltar que nessa menor concentragio de
sacarose ocorreu a indugdo de primérdios radiculares (dados ndo mostrados) ou
raizes muito pequenas, caracteristica desejavel por facilitar o transplantio e a
aclimatizagao.

A contribuigdo da aeragdo na porcentagem de enraizamento, calculada com
base nos resultados apresentados na tabela 10, foi de 118,6% em meio com

carvao ativado.

176



TABELA 9- Resumo da analise de variancia para porcentagem de enraizamento,
numero de raizes adventicias e secundarias (laterais) de brotagdes
provenientes de segmentos nodais de Annona glabra L., em
fungdo de diferentes concentragdes de sacarose, carvdo ativo e
tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios

Variagdo Enraizamento®  N° raizes N? raizes

adventicias®  secundarias’

Conc. de sacarose (A) 3 4.590,00 ** 1,0938 ** 0,4970 **
Conc. de carvdo (B) 1 7.605,00 ** 22535 ** 1,9682 **
Tipo de selamento (C) 1 1.361,25 **  0,2394 ** 1,3257 **
AxB 3 855,00 **  0,3381 ** 0,2519 ns
AxC 3 521,25 * 0,1455 ** 0,3140 *
BxC 1 1.901,25 **  0,5709 ** 2,3064 **
AxBxC 3 401,25 * 0,0721 ns 0,2658 ns
Residuo 64 146,25 0,0263 0,0985

CV. (%) 67,19 12,98 25,91

ns -Ndo-significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
* . Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

2 _ Dados originais transformados em arco-seno v %

Y _ Dados originais transformados em /X +1.

Em meio de cultura com baixo conteudo de sacarose (58,42 mM)
suplementado com carvio ativado, obteve-se a maior porcentagem de
enraizamento (75%) (Tabela 10). Esse resultado é muito superior aquele
encontrado por Figueiredo et al. (2001) para Rollinia mucosa. Os autores
obtiveram um percentual de 53% de enraizamento e nimero médio de 3,5 raizes

por brotagdo, em meio de cultura suplementado com um baixo nivel de sacarose
(58,42 mM).
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Em meio de cultura com elevado conteido de sacarose (116,86 mM) e 2,0
gL carvdo ativado, houve um decréscimo na porcentagem de enraizamento em
tubos fechados com o tampao de algoddo (Tabela 10). Esse aumento no
conteudo de sacarose provavelmente elevou o potencial osmético do meio e o
tampdo de algoddo permitiu uma maior evapotranspiragdo, proporcionando uma
mudanga no estado fisico do meio, alterando a disponibilidade de agua,
nutrientes e reguladores de crescimento nele contidos. Segundo Taiz & Zeiger
(1998), o estresse hidrico pode provocar aumento nos conteiidos enddgenos de
ABA e etileno nas folhas, compostos reconhecidos como inibidores do
enraizamento em muitas espécies.

Em meio suplementado com 58,42 mM de sacarose e 2,0 gL' de carvdo
ativado, obteve-se 75% de enraizamento com o selamento tampio de algodao,
em relagio aos 20% obtidos em tubos fechados com tampa e PVC, ou seja, uma

diferenca de 275% em favor do selamento alternativo (Tabela 10).

TABELA 10- Resultados médios para porcentagem de enraizamento em
segmentos nodais de Annona glabra L., em funcdo de diferentes
concentragdes de sacarose, carvdo ativado e tipos de selamento
dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Tipos de Sacarose (mM)

selamento 0,00 29,21 58,42 116,86 Média
0,0 g.L"' de carvio ativado

Tampa com PVC 0,00 a* 0,00 a 10,00 a 20,00 a 7,50 a

Tampao de algoddo 0,00 a 0,00 a 10,00 a 15,00 a 6,25 a
2,0 g.L" de carvio ativado

Tampa com PVC 0,00 a 1000b  20,00b  50,00a 20,000

Tampéo de algoddo 0,00 a 40,00 a 75,00 a 60,00a 43,73 a

= _ Médias scguidas pcla mesma em cada coluna, nio diferem cntre si ao nivel de 5% de
probabilidadc pclo teste dc Tukey.
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Na auséncia de carvdo ativado, observou-se um comportamento linear das
concentragdes de sacarose para a variavel porcentagem de enraizamento, tanto
com o selamento tampa com PVC (P<0,01) quanto com o tampao de algodao
(P<0,05) (Figura 8 A), enquanto, na presenga de carvdo ativado no meio,
observou-se tendéncias linear e quadratica das concentragdes de sacarose para a
mesma variavel, em tubos com tampdo de algoddo (P<0,01) e tampa com PVC
(P<0,01), respectivamente (Tabela 8, B).

O enraizamento, como evidenciado neste trabalho, é fortemente estimulado
pela presenca do carvdo ativado no meio de cultura. Entretanto, a interagio

concentracdo de agucar, carvdo ativado e tipo de selamento dos recipientes de

cultivo é inédita, pelo menos em Annonaceae.

Y(a)= -1,9992+0.18581X R%= 93,7% ** Y(A)=-1,9985+0,43030X R*= 98,78%**
Y(m)- -0,9993+0.14180X R*= 88,99% * Y(m)=-1,9087+1,96683X-0.01225X* R?= 98,59%**
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FIGURA 8- Valores médios estimados para porcentagem de enraizamento em
fungdo de diferentes concentragdes de sacarose e tipos de selamento
dos tubos de ensaio (--A-tampa com PVC; —m— tampdo de
algodao) em segmentos nodais de Annona glabra L, inoculados na

auséncia (A) e na presenga (B) de 2,0 gL d carvdo ativado. Lavras
- MG, 2002.
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O efeito benéfico do carvio ativado no enraizamento também foi observado
por Encina et al. (1994). Esses autores reportam que a pré-indugdo das brotagdes
de A. cherimola em meio de cultura contendo 1,0 g.L"' carvdo ativado aumentou
o enraizamento, atribuindo isto d sua provavel fungdo de absorver inibidores,
como por exemplo, exudatos ou citocininas residuais.

A atividade estimulatoria do carvdo ativado em induzir o enraizamento de
brotagdes também foi reportada por Dumas & Monteuuis (1995) em estudos
com Pinus pinaster. Moncousin (1991) afirma que a maioria das espécies
lenhosas necessita, durante o seu processo de enraizamento, da atuacdo de
compostos antioxidantes, como o carvdo ativado, para minimizar os efeitos
maléficos dos compostos fenodlicos presentes em grandes quantidades. O
escurecimento do meio de cultura provocado pelo carvdo ativado pode ter
favorecido o incremento na indugio e no crescimento de raizes (Figuras 8 Be 9
A, B), pois Druart et al. (1982) afirmam que apenas a auséncia de luz na base do
explante é suficiente para a indugio do enraizamento. Esse fato foi comprovado
em pereira por Wang (1991), o qual também observou aumento no enraizamento
nessas condigdes.

Provavelmente, o principal efeito do carvdo ativado no meio de cultura esta
relacionado com a sua capacidade de adsorver metabolitos produzidos pelo
explante in vitro, como compostos fendlicos, bem como de reduzir os efeitos
toxicos da interagdo entre altas concentragdes de reguladores de crescimento,
adicionados ao meio de cultura, e substiancias secretadas pelo explante (Fridborg
et al..1978; Stein & Stephens, 1981). O efeito estimulatorio do carvao ativado
sobre o enraizamento pode ser devido, também, ao escurecimento e aeragao do
meio de cultura (Mohamed-Yasseen, 2001). Quimicamente, a luz contribui para
a diminui¢do nos teores endogenos de AlA, assim como o acimulo de fenois e

seus subprodutos, que inibem o enraizamento (Grattapaglia & Machado, 1998).
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Anatomicamente, a luz na base do explante pode estimular a formagao de uma
camada de células de esclerénquima, que dificultam a passagem das raizes.

Em todas as concentragdes de sacarose, o nimero de raizes adventicias e
secundarias foi maior na presenca de carvdo ativado. Na média geral, a presenga
desse composto no meio aumentou em 5,1 vezes o numero de raizes adventicias
¢ em 6,3 vezes o nimero de raizes secundérias. Na presenca de carvdo ativado a
rizogénese foi estimulada mesmo em meio contendo pequenas concentragdes de

sacarose (Tabela 11).

TABELA 11- Resultados médios para nimero de raizes adventicias e numero
de raizes secundarias (laterais) em segmentos nodais de Annona
glabra L., em fungdo de sacarose e carvdo ativado. Lavras -

MG, 2002.
Carvao Sacarose (mM)
ativado (g.L"") 0,00 29,21 58,42 116,86  Média
Numero de raizes adventicias
0,0 0,00 a* 0,00b 0,20b 0,57b 0,19b
2,0 0,00 a 0,75a 1,43 a 2,51a 1,17 a
Numero de raizes secundarias (laterais)
0,0 0,00 a 0,00b 0,00b 0,64 b 0,16 b
2,0 0,00 a 1,31a 1,72 a 1,67 a 1,17 a

Z_ Médias scguidas pcla mesma em cada coluna, ndo difcrem entre si ao nivel de 5% de
probabilidadc pclo teste de Tukey.

Observou-se um comportamento linear das concentragdes de sacarose para
a variavel numero de raizes adventicias na presenga (P<0,01) e auséncia de
carvio ativado (P<0,01) (Figura 9, A). Para a variavel nimero de raizes
secundarias (laterais), observou-se tendéncia quadratica das concentragdes de

sacarose na presenga de carvio ativado (P>0,05) (Figura 9, B).
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FIGURA 9- Valores médios estimados para numero de raizes adventicias (A) e

nimero de raizes secundarias (laterais) (B)

em fun¢io de

concentra¢des de sacarose e carvdo ativo (A -0 gL', —m—2 gLl
') em segmentos nodais de Annona glabra L. Lavras - MG, 2002.

O tipo selamento dos tubos influenciou diretamente a inducdo de raizes

adventicias e secundarias. Com o tampao de algoddo, a rizogénese foi induzida

em meio com pequena concentra¢do de sacarose (29,21 mM), enquanto, em

tubos fechados com tampa e PVC, a indugio da raizes adventicias e secundarias

s6 ocorreu em meios suplementados com 58,42 mM e 116,86 mM de sacarose,

respectivamente. Na média geral, com o selamento com tampdo de algodéo

houve ganho de 61,5% no numero de raizes adventicias e de 354% no numero

de raizes secundarias (laterais) (Tabela 12).
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TABELA 12- Resultados médios para numeros de raizes adventicias € numero
de raizes secundarias (laterais) em segmentos nodais de Annona
glabra L., em fungdo de concentragdo de sacarose e tipos de
selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Tipo de Sacarose (mM)

Selamento 0,00 29,21 58,42 116,86 Média
Numeros de raizes adventicias

Tampao de algoddo 0,00 a 0,69 a 1,20 a 1,47 a 0,84 a

Tampa com PVC 0,00 a 0,06 b 0,430 1,61 a 0,52b
Numeros de raizes secundarias

Tampao de algodao 0,00 a 1,31a 1,72 a 1,35a 1,09 a

Tampa com PVC  0,00a 0,00b 0,00b 0,96 a 0,24 b

z _ Médias scguidas pela mesma em cada coluna, ndo difercm cntre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

Observaram-se tendéncias linear e quadratica das concentragdes de sacarose
para a variavel numero de raizes adventicias com o tampao de algoddo (P<0,01)
e com a tampa com PVC (P<0,01), respectivamente (Figura 10 A). Para a
variavel numero de raizes adventicias (laterais), observou-se um comportamento
quadratico das concentragdes de sacarose quando os tubos foram fechados com
o tampado de algodao (P<0,01) (Figura 10 B).

O tipo de selamento maximizou o efeito promotor de rizogénese do carvao
ativado em segmentos nodais de 4. glabra. Em meio contendo carvdo ativado, o
numero médio de raizes adventicias por explante foi 1,56 com o tampdo de
algodio contra 0,78 do selamento tampa com PVC, uma diferenga de 100% em
favor do primeiro. Essa tendéncia foi mais acentuada na indugdo de raizes
secundarias, em que o selamento tampdo com algodio promoveu um
enraizamento mais de 10 vezes superior aquele obtido com o método tradicional

de fechamento dos frascos (Tabela 13).
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FIGURA 10- Valores médios estimados para nimero de raizes adventicias (A) e
numero de raizes secundarias (laterais) (B) em fungdo de
concentragoes de sacarose e tipos de selamento dos tubos de
ensaio (--A—tampa com PVC; —m— tampdo de algoddo) em
segmentos nodais de Annona glabra L. Lavras - MG, 2002.

O tipo de selamento dos recipientes de cultura influenciou diretamente a
rizogénese. A tampa com a pelicula de PVC é capaz de vedar totalmente os
tubos e a energia necessaria a inducdo e crescimento radicular vem
exclusivamente da fonte exdgena de carbono utilizada no meio de cultura.
Quando esse suplemento de carboidrato foi inferior a 116,86 mM, o
desenvolvimento radicular foi comprometido. Por outro lado, o tampdo de
algoddo proporcionou trocas gasosas suficientes para compensar a falta de
energia nos meios de cultura com concentragdo de carboidrato inferior aquela
normalmente utilizada (87,63 mM ou 3% p/v).

Tem sido reportado que o crescimento de plantas in vitro pode ser
melhorado através da manipulagio da umidade relativa dentro dos frascos
(Wardie et al..1983). O aumento nas trocas gasosas promovido pelo tampao de

algoddo foi responsavel pela redugdo da umidade relativa dentro dos tubos.
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Assim, a melhora no crescimento obtido sob aeragdo natural pode ter sido,
pelo menos parcialmente, resultado do aumento da absor¢do de minerais do
meio de cultura. Esses resultados corroboram aqueles encontrados para A.

muricata e A. squamosa utilizando a aeracdo forgada (Zobayed et al., 2002).

TABELA 13. Resultados médios para numeros de raizes adventicias e nimero
de raizes secundarias (laterais) em segmentos nodais de Annona
glabra L., em fungdo de diferentes concentragoes de sacarose,
carvao ativado e tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras

- MG, 2002.
Carvao Tipo de selamento
ativado (g.L™) Tampao de algodao Tampa com parafilme ~ Média
Numeros de raizes adventicias
0,0 011 A 0,27Ab 0,19b
2,0 1,56 Aa 0,78 Ba 1,17 a
Meédia 0,84 A 0,52 B
Numero de raizes secundarias (laterais)
0,0 0,03Ab 0,29 Aa 0,16 b
2,0 2,16 Aa 0,19Ba 1,17 a
Média 1,09 A 0,24 B

* - Mddias seguidas pela mesma letra maiuscula, em cada linha, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
¥ — Médias seguidas pela mesma letra minuscula. em cada coluna, ndo diferem entre si o
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Na Figura 11 podem ser observados aspectos das plantas apos 60 dias de
inoculagao. Na auséncia de sacarose no meio de cultivo ndo houve crescimento
das gemas axilares. O melhor desenvolvimento da parte aérea e do sistema
radicular ocorreu em meio de cultura com sacarose e carvdo ativado e quando os

tubos de ensaio foram fechados com o tampao de algodao.



FIGURA 11- Microsestaquia em segmentos nodais de Annona glabra L. em
fungdo de sacarose (A-B, 0 mM; C-E, 10 mM; F-1, 20 mM; J-M,
40 mM) na auséncia (0) e na presenca (1) de carvio ativados e
tipos de selamento dos tubos de ensaio (A,C,F,H,J,L, tampa com
PVC; B,D,E,G, LK.M, tampdo de algoddo) em meio de cultura
sem regulador de crescimento. Lavras - MG, 2002. Barra =
10mm.
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Comprimento da maior raiz e matéria seca das raizes

A interagdo tripla “concentragdo de sacarose x concentragdo de carvao
ativado x tipo de selamento” foi altamente significativa para variaveis
comprimento da maior raiz (P<0,01) e matéria seca das raizes (P<0,01) (Tabela

14).

TABELA 14- Resumo da anélise de varidncia para comprimento da maior raiz
e matéria seca das raizes provenientes de brotagdes de Annona
glabra L., em fungio de diferentes concentragdes de sacarose,
carvio ativo e tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras -

MG, 2002.
Fonte de GL Quadrados médios
variagao Comprimentoda  Maténa seca das
maior raiz raizes
Concentragdo sacarose (A) 3 2.817,18 ** 67,43 **
Concentragio carvao (B) 1 2.965,70 ** 135,07 **
Tipo de selamento (C) 1 712,04 ** 2,66 ns
AxB 3 013,71 ** 48 35 **
AxC 3 387,49 ** 15,29 **
BxC 1 1.037,44 ** 10,40 **
AxBxC 3 339,57 ** 10,13 *#
Residuo 64 59,95 1,36
C.V. (%) 80,48 71,16

ns -Nao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** _ Significativo ao nivel de 1% dc probabilidade, pelo teste F.

O comprimento da maior raiz foi sempre maior na presenca de carvdo
ativado, em qualquer concentragdo de sacarose ou tipo de selamento. Em meio
com 58,42 mM de sacarose e sem carvdo ativado, houve um crescimento

radicular inexpressivo, enquanto com meio suplementado com carvéo ativado e

187



a mesma concentra¢io de sacarose, o comprimento da maior raiz foi de 6,6 mm
em tubos com tampa e PVC e de 42,40 mm em tubos com o tampdo de algodao,
o que significa um ganho de 10 e 15,6 vezes sobre os valores obtidos na
auséncia de carvdo ativado para os dois tipos de selamento, respectivamente
(Tabela 15).

TABELA 15- Resultados médios para comprimento da maior raiz em segmentos
nodais de Annona glabra L., em fungdo de diferentes
concentragdes de sacarose, carvio ativado e tipos de selamento
dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Tipos de Sacarose (mM)

selamento 0,00 29,21 58,42 116,86 Meédia
0,0 g.L" de carvio ativado

Tampa com PVC 0,00 a* 0,00a 0,60 a 16,00 a 4,15a

Tampao de algoddo 0,00 a 0,00 a 2,55a 9,10 a 291 a
2,0 g.L" de carvio ativado

Tampa comPVC 0,00 a 0,25a 6,60 b 29,65 b 9,15b

Tampao de algodao 0,00 a 1,72 a 42,40 a 45,05a 2229a

* — Médias scguidas pcla mesma cm cada coluna, ndo difcrem cntre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

Os dois tipos de selamento apresentaram diferengas em todas as
concentragoes de sacarose. O selamento com tampao de algoddo foi superior ao
método de vedagdo total com tampa e PVC. A resposta a adigdo do carvio
ativado no meio de cultura é facilmente perceptivel em tubos com tampio de
algoddo e dentro da concentragdo 58,42 mM de sacarose houve um acréscimo de
542% no comprimento da maior raiz (Tabela 15).

Na auséncia do carvio ativado, observou-se tendéncia linear das
concentragées para a variavel comprimento da maior raiz, tanto com selamento

tampa com PVC (P<0,01) quanto com o tampéo de algoddo (P<0,05) (Figura 12,

188



A). Em meio de cultura com carvao ativado, observou-se um comportamento
quadratico das concentragdes de sacarose para essa variavel, em tubos com

tampa e PVC (P<0,05) e com tamp3o de algoddo (P<0,01) (Figura 12, B).

Y(a)=- -3,0797+0,14142X R*= 79.67% ** Y(4)=-0.2171-0,0373X+0,002514X°> R’*= 99,99%*
Y(m)= -1,3113+0,04068X-0,0016  R"=91,98%* Y (w)=-5.3330+0,8226X-0,003220X"> R*- 81,13%**

-]

-t
3]
[
»

8 5 8

->
o

o
N
o
1

-
o
'

o
-

. A
.7 2021 5842 87,63 11684

comprimento da malor ralz (mm)
o
»

2921 5842 8763 11684

Comprimento da maior raiz (mm)

&
3

Sacarose (mM)

Sacarose (mM)

w

A

FIGURA 12- Valores médios estimados para comprimento da maior raiz (mm)
em fungdo de concentragdes de sacarose e tipos de selamento dos
tubos de ensaio (- A -tampa com PVC; —m— tampao de algodio)
em segmentos nodais de Annona glabra L. inoculados na auséncia
(A) e na presenca (B) de 2,0 g.L" d carvdo ativado. Lavras - MG,
2002.

A matéria seca das raizes foi muito baixo na auséncia de carvao ativado,
mesmo na presenga de elevadas concentragdes de sacarose (116,86 mM).
Entretanto, em meio suplementado com carvdo ativado e baixas concentragao de
sacarose (58,42 mM), a matéria seca das raizes foi de 5,48 mg por segmento
nodal com o selamento tampdo de algoddo e de apenas 0,27 mg com o sistema
tradicional de fechamento dos tubos, uma diferenga de mais de 19 vezes em
favor do selamento altenativo (Tabela 16). A concentragdo mais elevada de

sacarose favoreceu a rizogénese somente quando combinada com carvéo ativado

e vedagdo total dos tubos.

189



TABELA 16- Resultados médios para matéria seca das raizes (mg) em
segmentos nodais de Annona glabra L., em fungdo de diferentes
concentragdes de sacarose, carvdo ativado e tipos de selamento
dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Tipos de selamento Sacarose (mM)
0,00 29,21 58,42 116,86  Média
0,0 g.L"' de carvdo ativado
Tampa com PVC 0,00 a* 0,00 a 0,37a 1,20 a 0,39a
Tampao de algoddo 0,00 a 0,00 a 0,15a 0,00 a 0,04 a
2,0 g.L"' de carvdo ativado
Tampa com PVC 0,00 a 0,10a 0,27b 8,70 a 224a
Tampao de algoddo 0,00 a 1,52a 5,48 a 6,42 b 3,35a

* — Médias scguidas pela mesma em cada coluna, niio difercm cntre si ao nivel de 5% de
probabilidade pclo teste de Tukey.

Observaram-se comportamentos lineares das concentragdoes de sacarose
para a variavel matéria seca das raizes em meio sem carvdo ativado e tubos
fechado com tampa e PVC (P>0,05) e tampdo de algodio (P>0,05),
respectivamente (Figura 13, A), enquanto, em meio com carvao, verificou-se
uma tendéncia linear das concentragdes de sacarose para os dois tipos de
selamento (P<0,01) (Figura 13, B).

Resultados similares foram encontrados para outras espécies. Coumnac et al.
(1991) reportaram um aumento no matéria seca (aproximadamente 400%) e na
altura (77%) em plantas de Solanum tuberosum quando a aeragao dos recipientes
de cultivo foi melhorada.

Em meio contendo carvio ativado, a contribuigdo da aeragdo da cultura no
comprimento da maior raiz e na matéria seca das raizes, calculados com base
nos resultados apresentados nas Tabelas 15 e 16, foi de 143,6 e 49,5%,
respectivamente. E razoavel afirmar que o tampao de algoddo potencializou o

efeito benéfico do carvéo ativado na rizogénese de segmentos de A. glabra.

190



Y(a)= -0,1643+0,01091X R*=92,91%ns Y(4)=-1.6426+0,07650X R*= 79,32%**

Y(m)= -0,0245+0,00400X R’=5637%ns  Y(m)=0,4195+0,05746X R%= 86,32%**
14 1
S 124 A S
£ 15 E
= .
£ os81 L
S 081 ]
8 o 3
g 041 LA H]
) . ]
_g 0.2 4 L ‘ B _g
€ o= , - = 2
= 20 2921 5842 8763 11684 =
04 -
Sacarose (mM) Sacarose (mM
A B :

FIGURA 13- Valores médios estimados para o matéria seca das raizes (mg) em
fungdo de concentragdes de sacarose e tipos de selamento dos
tubos de ensaio (-- A —-tampa com PVC; —s— tampao de algodao)
em segmentos nodais de Annona glabra L inoculados na auséncia
(A) e na presenga (B) de 2,0 g.L" de carvdo ativado. Lavras -
MG, 2002.

O carviio ativado contribuiu para a formagdo de raizes adventicias com
morfologia extema normal, finas, flexiveis, de coloragdo branca e com raizes
secundarias, em comparagio as raizes adventicias grossas, quebradigas, de
coloragdo amarelada e sem raizes secundarias (laterais) em meio sem carvao
ativado.

O tipo de sistema radicular obtido no enraizamento in vitro determina o
sucesso do transplantio e aclimatizagdo. De acordo com Grattapaglia e Machado
(1998), raizes curtas sdo desejaveis, pois facilitam a lavagem e retirada do meio
de cultura aderido, bem como a introdugdo da planta no substrato. Além disso,
afirmam os autores, raizes curtas ou ainda na forma de primérdios radiculares
estio em uma fase de crescimento ativo, o qual acelera o pegamento da planta e

evita o enovelamento.
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A disponibilidade na fonte de energia € indispensavel na rizogénese de
segmentos nodais de A .glabra. Entretanto, a redugdo na concentragdo de
sacarose para 29,21 mM foi capaz de induzir o enraizamento quando carvao
ativado estava presente no meio de cultura. Esse resultado indica que o carvio
ativado fornece fatores capazes de induzir o enraizamento em baixas
concentragdes de sacarose (29,21 mM) em tubos selados com o tampdo de
algodao.

A redugdo na concentragdo da fonte de carbono combinado com os efeitos
estimuladores do carvao ativado e a aeragdo dos tubos (que permitiu
permeabilidade a gases toxicos, como o etileno e o CO,), constitui um método
eficiente para estimular a indugéo do enraizamento e a fotossintese nas plantas, o
que facilita a adaptagio ao ambiente ex vitro.

Os maiores percentuais de enraizamento foram obtidos em meio de cultura
suplementado com 58,42 mM de sacarose, o que corresponde 66,67% do
conteido de carboidrato normalmente utilizado em meio de cultura para
enraizamento. Altas concentragdes de carboidratos no meio de cultura tém um
efeito negativo sobre o enraizamento, devido ao acimulo de agucar acima dos
niveis fisiologicos nos tecidos (Veierskov et al., 1982). O pré-condicionamento
de brotagdes oriundas do no cotiledonar de Bauhinia vahlii em meio com 58,42
mM de sacarose produziu plantas com melhor qualidade em termos de
comprimento de brotagSes, matérias fresca e seca das brotagdes, mas ndo foi
observado nenhum efeito significativo entre as concentragdes de sacarose (de 0 a
146 mM) sobre o nimero de raizes e as matérias fresca e seca de raizes (Bhatt &
Dhar, 2000).

O crescimento das raizes depende de condigdes fisicas e quimicas do meio
de cultura utilizado e das substincias de reservas que a planta utiliza para
divisdo e alongamento celulares. A redugdo da fonte de agiicar no meio estimula

a pre-adaptagdo in vitro a condigdo autotrofica. Com o selamento tampio de
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algoddo, as trocas gasosas sdo facilitadas, permitindo que a fotossintese seja
estimulada.

Esse sistema permite o enraizamento diretamente no meio de indugdo de
brotagdes sem a necessidade de transferéncia para um meio de enraizamento, 0

que pode ser vantajoso por evitar uma fase de labor intensivo e bastante

dispendiosa.

7 CONCLUSOES

a) Brotagdes de Annona glabra sem folhas expandidas ndo enraizam,
mesmo quando estimuladas pelo AIB.

b) O método de fechamento dos tubos com tampio de algoddo ou tampa
plastica sem a pelicula de PVC traz ganhos significativos na porcentagem de
enraizamento, na matéria seca das raizes e no nimero de raizes adventicias em
brotagdes de Annona glabra.

¢) O efeito promotor do carvdo ativado na rizogénese é maximizado quando
o enraizamento ocorre em meio de cultura com baixa concentracdo de sacarose
(58, 42 mM) e em tubos com provisao para trocas gasosas.

d) A aeragdo dos tubos estimula o desenvolvimento de um sistema radicular
morfologicamente normal, com formagio de raizes adventicias e raizes .

secundarias (laterais).
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CAPITULO VI

AQUISICAO DO COMPORTAMENTO
FOTOAUTOTROFICO DURANTE O ENRAIZAMENTO IN
VITRO DE BROTACOES DE ANNONA GLABRA L.



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Aquisicdio do comportamento
fotoautotrofico durante o enraizamento in vitro de brotagdes Annona glabra L.
In: . Controle da morfogénese in vitro em algumas espécie de
Annonaceae. 2003. p. 198-218. Tese. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

O trabalho teve como objetivo induzir a aquisigdo do comportamento
fotoautotrofico durante o enraizamento in vitro em brotagdes de Annona glabra
L. Brotagdes oriundas de cultivo em tubos fechados com tampa e pelicula de
PVC (cultivo sem aeragio) e com tampa sem a pelicula de PVC ou tampéo de
algoddo (cultivo com aeragao) foram inoculadas em meio WPM suplementado
com 4,9 uM de AIB e 2,0 g.L"' de carvdo ativado na presenca (58,42 mM) ou
auséncia de sacarose. Durante o enraizamento, foram mantidas as mesmas
condigdes de fechamento dos tubos de ensaio em que as brotagbes foram
induzidas. Apés a inoculagdo, os tubos contendo os explantes foram marmdos
em sala de crescimento sob radiagdo fotossintética ativa de 45-56 pmol. s'm?a
25 + 3 °C.  Os resultados mostraram que o enraizamento das brotagdes de 4.
glabra ndo dependeu do suprimento de carbono no meio de cultura, em tubos
fechados com o tampio de algoddo ou tampa plastica sem PVC. A aeracdo dos
tubos de ensaio trouxe incrementos de significativos (até 250%) na matéria seca
radicular. A indugdo de raizes secundarias (laterais) em A. glabra s ocorreu em
culturas com aeragdo, independentemente da presenga ou auséncia de sacarose
no meio de cultura. Com os resultado desse experimento, conclui-se que a
aquisi¢io do comportamento fotoautotrofico em A.glabra pode ser obtido com
sucesso durante a fase de enraizamento in vitro.

199



vovd mo amomnbau et S o o=

2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Acquisition of the photoautotrophic
behavior during the in vitro rooting of Annona glabra L. shoots. In: .
Control of the in vitro morphogenesis in some Annonaceae species. 2003.
p.198-218. Thesis. (Doctorate in Plant Physiology) - Federal University of
Lavras, Lavras, MG*.

The objective of the present work was to evaluate whether Annona glabra
L. shoots are able to acquire the photoautotrophic behavior during the in virro
rooting. In vitro A. glabra shoots originated from cultures in vessels sealed with
cap and PVC film (culture without aeration), cap without PVC film or cotton
tampon (cultures with aeration), were inoculated in WPM medium supplemented
with 4.9 pM 1BA and 2.0 gL activated charcoal in the presence (58.42 mM) or
absence of sucrose. During rooting, same conditions in which shoots were
induced were maintained. After inoculation, the tubes with explants were
maintained in growth room under photosynthetic active radiation of 45-56
umol.s™.m? and of temperature 25 + 3 °C. The results showed that the rooting of
A. glabra shoots do not depend on the supply of carbon into culture medium, in
vessel with aeration. Aeration of cultures brought expressive increments of dry
weight of roots (up to 250%). The induction of secondary (side) roots was only
found in cultures with aeration, independent of sucrose presence. It was
concluded that the acquisition of the photoautotrophic behavior in A. glabra may
be obtained with success during the i vitro rooting phase.
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3 INTRODUCAO

Tradicionalmente, a cultura de tecidos envolve recipientes vedados com
plantas crescendo heterotroficamente sobre meio solidificado com agar e
suplementado com sacarose. Entretanto, ¢ consenso que, melhorando a
performance das plantas cultivadas in vitro, especialmente durante a fase de
enraizamento, a etapa seguinte de aclimatizago ocorre com mais facilidade.

As plantas produzidas in vitro apresentam modificagbes na estrutura € nas
fungdes fisiologicas do sistema fotossintético como resultado de condigoes
peculiares de cultivo, que incluem baixa radiagdo fotossintética ativa, alto
conteudo de sacarose e baixa disponibilidade de CO,. Essas condigdes podem
afetar o sucesso posterior da aclimatizagao.

O enraizamento in vitro em condigdes fotoautotroficas (livre de agucar)
pode ter ainda, como vantagem sobre o enraizamento tradicional, a produgdo de
mudas com caracteristica anatomo-fisiologicas superiores. Uma outra vantagem
é o baixo risco de contaminagio das culturas, o que facilita a introdugdo de
grandes frascos de cultivo, o que pode seguramente reduzir o custo da
micropropagagao.

O presente trabalho teve como objetivo induzir a aquisigdo do
comportamento fotoautotréfico durante o enraizamento in vitro em brotagdes de

Annona glabra L.
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4 REFERENCIAL TEORICO

As plantas propagadas in vitro sio potencialmente capazes de desenvolver
um aparelho fotossintético funcional (Yue et al., 1993) e a taxa fotossintética
pode ser mensuravel (Van Huylenbroeck et al, 1998, 2000). Entretanto, é
fundamental que novas estruturas (autotroficas) sejam formadas durante a fase
de enraizamento. Entre os fatores que podem ser manipulados, a concentragdo
de sacarose no meio e aeragdo dos recipientes de cultivo parecem ser os mais
prorissores.

A cultura de tecidos autotréfica (sem agiicar) tem muitas vantagens sobre a
cultura de tecidos heterotrofica convencional: a auséncia de agucar no meio
permite o uso de frascos de cultura maiores, menor contaminagdo, menor hiper-
hidricidade, menor labor e o enraizamento e a aclimatizagio podem ser obtidos
mais facilmente (Kozai, 1991a,b). A redu¢do ou eliminagdo da sacarose no
meio de enraizamento pode acelerar a aquisi¢io de estruturas autotréficas e,
conseqiientemente, facilitar e encurtar a fase posterior de aclimatizagio.

Em condigdes heterotroficas, a utilizagdo do dioxido de carbono é
reprimida pela presenca de sacarose exdgena (Langford & Wainwright, 1987).
Grout & Donkin (1987) sugerem que esta repressdo ocorre devido a inibigdo da
enzima ribulose bisfofato carboxilase, a qual, segundo George (1993),
permanece apos a transferéncia para um meio de cultura livre de sacarose.

Pesquisas recentes revelam que plantas cultivadas in vitro tém habilidade
fotossintética suficiente para desenvolver a fotoautotrofia, mas essa atividade é
restringida principalmente pela baixa concentragio de CO, nos frascos de
cultura durante o fotoperiodo e também pela presenga de agiicar no meio de
cultura (Hdider & Desjardins, 1994; Kozai, 1991a).

A autotrofia pode ser estimulada através da redu¢do de carboidrato no

meio, aumentando a intensidade luminosa e elevando a concentragio de CO,
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(Kozai, 1991b). Alguns métodos, tais como perfurar a tampa e preencher o
orificio com tampdes, fazer aberturas laterais nos recipientes de cultura ou
tampar os frascos com um filtro, podem ser usadas para aumentar as trocas
gasosas (Murphy et al., 1998).

Armstrong et al. (1997) descrevem um aparelho simplificado para gerar um
fluxo de ventilagdo pressurizada nos recipientes de cultivo, sem o uso de bombas
ou cilindros de gas, através de membranas porosas. Com esse sistema, os autores
reportam um aumento na produgio de folhas de A. squamosa e a abscisdo foliar
atribuida ao etileno é consideravelmente reduzida. Entretanto, o sistema de fluxo
de pressdo induzida apresenta a desvantagem de necessitar de ajustes diarios do
nivel da agua no torredo para manter o fluxo de agua alto.

A melhora nas trocas gasosas entre a atmosfera intema do frasco de cultura
e 0 meio externo conduz a um efeito positivo sobre o crescimento (capitulo V) e
sobre a aquisi¢do do comportamento autotrofico.

O crescimento das plantas in vitro pode ser maior sob condigdes
fotoautotroficas do que heterotroficas (Kozai, 1991 ab). Serret et al. (1997)
avaliaram o crescimento de plantas de Gardénia jasminoides € o
desenvolvimento da fotoautotrofia durante os estadios de multiplicagdo e
enraizamento in vitro. Os autores concluiram que a fotoautrotofia é mais facil de
ser induzida na fase de enraizamento e a baixa concentragdo de sacarose induziu
o mais alto grau de fotoautrotofia, sendo que o efeito mais evidente foi
verificado em plantas cultivadas em tubos frouxamente selados.

Uma das vantagens da micropropagacdo fotoautotrofica (meio sem agucar)
é a possibilidade de usar grandes recipientes de cultura com o risco minimo de

contaminagdo (Zobayed et al.,2000).
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5 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas brotagoes coletadas de cultivos mantidos in vitro com trés
tipos de fechamento dos tubos de ensaio: tampa com pelicula de PVC, tampa
sem pelicula de PVC e tampio de algodio, com comprimento médio de 31,00,
23,00 e 22,75 mm, respectivamente. Todas as brotagdes tinham pelo menos um
par de folhas expandida.

As brotagoes foram inoculadas em dois meios de enraizamento: 1) meio
WPM solidificado com 7 g.L"' de agar e suplementado com 4,9 pM AIB, 2 gL’
carvao ativado sem sacarose e 2) meio igual ao anterior acrescido de 58,42 mM
sacarose (Testemunha). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem.

Foram avaliados trés tipos de fechamento dos tubos: tampa plastica com ou
sem a pelicula de PVC e o tampido de algoddo. Foram usados 10 mL de meio de
cultura nos tubos de ensaio com tampa e pelicula de PVC e 20 mL nos tubos
fechados com tampa sem PVC ou em tubos com tampio de algoddo. Apés a
inoculagdo, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
de 25 = 3°C, fotoperiodo de 16 horas com radiagio fotossintética ativa de 45-56
pmol m? s, durante 60 dias, quando foram avaliadas as seguintes variaveis:
comprimento da maior folha (mm), matéria seca da parte aérea (mg),
porcentagem de enraizamento, numero de raizes adventicias, nimero de raizes
secundarias (lateriais), comprimento maior raiz (mm) e matéria seca da raiz
(mg).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2x3 (2 representa as concentragdes de sacarose e 3, os tipos de
selamentos) com 5 repetigdes, sendo cada uma formada por trés tubos.

Os dados foram avaliados estatisticamente, mediante a analise de varidncia

usando arranjo fatorial, testando-se as médias pelo teste de Tukey. Os dados de
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percentagens foram transformados em arco-seno /% e os numero de contagem,

em +/Xx+1. Os dados foram analisados usando o programa SISVAR, v 4.3,
desenvolvido pela UFLA.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Porcentagem de enraizamento e niimero de raizes adventicias e secundarias

A interagdo “concentragdo de sacarose x tipos de selamento” foi altamente
significativa para a variavel nimero de raizes secundarias (laterais) (P<0,01).
Observaram-se efeitos significativos da sacarose para a variavel niumero de
raizes adventicias (P<0,05) e dos tipos de selamento para as variaveis

porcentagem de enraizamento (P<0,01) e namero de raizes adventicias (P<0,01)
(Tabela 1).

TABELA 1- Resumo da analise de variancia para porcentagem de enraizamento,
numeros de raizes adventicias e secundarias (laterais) de plantas de
Annona glabra L., em fungdo de presenga ou auséncia de sacarose e
de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG,

2002.
Fonte de GL Quadrados médios
Variagao Enraizamento” N° raizes N° raizes

adventicias’ secundarias’

Sacarose (A) 1 750,00 ns 0,1811* 0,1882*
Selamento (B) 2 3.427,50 ** 0,5213*% 1,7797**
AxB 2 232,50 ns 0,0132ns 0,9790%*
Residuo 24 271,50 0,0247 0,0397
C.V.(%) 28,72 10,29 13,97

ns - Nao-signilicativo ao nivel de 5% de probabilidade, pclo teste F.
* _ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** _ Significativo a0 nivel de 1% dc probabilidade. pelo teste F.

) _ Dados originais transformados cm arco-scno V% :

) _ Dados originais transformados cm +/x +1.
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O enraizamento das brotagdes n3o depende do suprimento de carbono no
meio de cultura (Tabela 1). Entretanto, a porcentagem de enraizamento foi
fortemente influenciada pelo tipo de selamento dos tubos. Os maiores
percentuais de enraizamento foram encontrados nos tubos fechados tom o
tampao de algoddo e com tampa sem a pelicula de PVC (Tabela 2). Nos dados
apresentados na Tabela 2, na média, a porcentagem de enraizamento foi 87,5 e
112,5% maior nos tubos fechados com tampio de algodio e tampa sem PVC,
respectivamente, quando comparados ao método tradicional de fechamento dos

tubos.

TABELA 2- Porcentagem de enraizamento de plantas de Annona glabra L., em
fungdo de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio.
Lavras - MG, 2002.

Tipo de selamento Enraizamento (%)
Tampao de algodio 75,0 a*
Tampa sem PVC 85,0a
Tampa com PVC 40,0b

* — Médias scguidas pela mesma letra maiuscula, em cada linha néo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Na comparagio entre os meios com e sem suplementa¢io de sacarose,
observou-se que apesar de o maior niimero de raizes adventicias ter sido
encontrado no meio com sacarose (1,61 por microplanta), o ganho foi de apenas
36,4% (Tabela 3). O enraizamento foi mais influenciado pelo tipo de selamento
dos tubos. Quando comparados os trés métodos de selamento, os maiores
numeros de raizes adventicias foram obtidos em brotacdes cultivadas em tubos
fechados com tampa sem PVC (1,82 por brotacdo) e tampao de algodio (1,75
por brotacdo), que diferiram significativamente do valor obtido com o método

tradicional de fechamento dos tubos. A retirada da pelicula de PVC da tampa
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contribuiu com aumento de 193,5% no nimero de raizes adventicias. Entre os
selamentos tampdo de algoddo e tampa sem PVC, ndo houve diferencas

significativas (Tabela 4).

TABELA 3- Nimero de raizes adventicias de plantas de Annona glabra L., em
fungdo de fungio da presenca ou auséncia de sacarose no meio de
cultura. Lavras - MG, 2002.

Sacarose (mM) Numero de raizes adventicias
0,00 1,18 b
58,42 1,61 a

z_ Médias scguidas pcla mesma ndo diferem cntre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

TABELA 4- Numero de raizes adventicias de plantas de Annona glabra L., em
funcio de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras

- MG, 2002.
Tipos de selamento Numero de raizes adventicias
Tampa com PVC 0,62 b”
Tampa sem PVC 1,82a
Tampdo de algodao 1,75 a

7 _ Médias scguidas pcla mesma letra mindscula, cm cada coluna, nio difcrem cntre si
a0 nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em tubos completamente vedados ndo houve emissdo de raizes secundarias.
O maior nimero de raizes secundarias (laterais) (4,25 por microplanta) foi
encontrado quando os tubos foram fechados com o tampéao de algoddo, em meio
sem sacarose. O ganho nas trocas gasosas, advindo do tampdo de algodao,
estimulou a emissdo de raizes secundarias (laterais) para suprir a maior demanda
transpiratoria. Por outro lado, em tubos fechados com o tamp3o de sacarose, a
adicdo de 58,42mM de sacarose ao meio de cultura causou uma redugdo de

304% no numero de raizes secundarias (laterais) (Tabela 5).
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TABELA 5-Numero de raizes secundarias (laterais) de plantas de Annona
glabra L., em fungio de presenga ou auséncia de sacarose ¢ de
diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG,

2002,
Sacarose (mM) Tipo de selamento
Tampéo de Tampa sem Tampa com Média
algodio PVC PVC
0,00 425 A*a" 0,60Bb 0,00Ba 1,62 a
58,42 1,05Ab 1,62Aa 0,00Ba 0,90 b
Média 2,65A 1,13B 0,00 C

* — Médias scguidas pcla mesma letra maitscula. em cada linha. nio difcrem entre si ao
nivel de 5% dc probabilidade pclo teste de Tukey.
¥ - Mddias scguidas pcla mesma letra mindscula. cm cada coluna, nio difcrem cntre si ao
nivel de 5% dc probabilidade pclo teste de Tukey.

Comprimento da maior raiz. matéria seca da parte aérea e das raizes e matéria
seca total.

A interagdo “concentragdo de sacarose x tipo de selamento” foi significativa
para as varidveis matéria seca da parte aérea (P<0,05) e matéria seca total das
plantas (P<0,05). Os efeitos isolados de sacarose e de tipos de selamento foram
altamente significativos para as variaveis comprimento da maior raiz (P<0,01) e
matéria seca das raizes (P<0,01) (Tabela 6).

A presenga de sacarose no meio de cultura estimulou o crescimento das
raizes adventicias (Tabela 7). Eniretanto, o tipo de selamento foi o fator que
mais influenciou no crescimento das raizes. Quando os tubos foram
completamente selados com tampa e PVC, as raizes apresentaram o menor
comprimento (9,02mm), enquanto, com o tampdo de algoddo ou tampa sem
PVC, o comprimento médio da maior raiz foi de quase 32 mm (Tabela 8), o que
significa um acréscimo de mais de 250% no crescimento radicular com a

melhora nas trocas gasosas entre a atmosfera interna no tubo e o meio externo.
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TABELA 6-Resumo da analise de variancia para comprimento da maior raiz, -
matéria seca (MS) da parte aérea e de raiz de plantas de Annona
glabra L., em fungdo de presenga ou auséncia de sacarose e de
diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG,

2002,
Fonte GL Quadrados médios
de variagdo Comprimento MS parte  MS raiz MS total

da maior raiz aérea

Sacarose (A) 1 1.116,30 ** 0,08ns 6,51 ** 3,68 ns
Selamento (B) 2 1.73863**  61582** 6,43*% 729,78 **
AxB 2 36,38ns 7720 * 0,61 ns 94 .48 *
Residuo 24 71,67 16,81 0,54 20,75
C.V. (%) 34 91 26,81 48,54 27,20

ns - Ndo-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
* . Significativo ao nivel de 5% dc probabilidade, pelo teste F.
** _ Sjpnificativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo tesic F.

TABELA 7-Comprimento da maior raiz de plantas de Annona glabra L., em
fungio de fungdo da presenca ou auséncia de sacarose no meio de
cultura. Lavras - MG, 2002.

Sacarose (mM) Comprimento da maior raiz (mm)
0,00 18,15 b’
58,42 30,35a

“ _ Médias scguidas pcla mesma ndo diferem entre si ao nivel de 5% dc probabilidade
pclo teste de Tukey.

Com a vedagdo total dos tubos, o acimulo de matéria seca na parte aérea
ndo respondeu a presenga de sacarose no meio de cultura. Entretanto, com a
retirada da pelicula de PVC da tampa, a matéria seca da parte aérea passou de
7,04 mg para 13,18 mg/brotagio, em meio sem sacarose, € de 7,38 para 18,40

mg/brotagdo em meio suplementado com 58,42 mM de sacarose (Tabela 9).
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TABELA 8- Comprimento da maior raiz de plantas de Annona glabra L., em
funcdo de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio.
Lavras - MG, 2002.

Tipos de selamento Comprimento da maior raiz (mm)
Tampa com PVC 9,02 b*

Tampa sem PVC 31,95a

Tampao de algodao 31,75a

* — Médias scguidas pcla mesma letra ndo diferem cntre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Em termos percentuais, esses valores representam, respectivamente, ganhos
de 87,2% e 149,3% na biomassa seca da parte aérea. O maior matéria seca da
parte aérea foi encontrado quando os tubos foram fechados com o tampao de
algoddo, na auséncia (25,82 mg/brotagio) ou na presen¢a de sacarose (19,95
mg/brotag¢do) no meio de cultura (Tabela 9).

TABELA 9- Matéria seca da parte aérea (mg) de plantas de Annona glabra L.,
em funcdo de presenca ou auséncia de sacarose e de diferentes
tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Sacarose Tipo de selamento

(mM) Tampao de Tampa sem Tampa com Média
algodio PVC PVC

0,00 25,82 A”a' 13,18 Aa 7,04 B a 15,352

58,42 19,95Ab 18,40 A a 7,38Ba 15,24 a

Média 22,88 A 15,79 B 7,21C

* - Médias scguidas pela mesma letra maiuscula, cm cada linha, n3o diferem cntre si ao
nivel de 5% de probabilidade pclo teste de Tukey.
¥ - Médias scguidas pcla mesma letra miniscula, cm cada coluna, nio diferecm cntre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Altos niveis de sacarose no meio influenciam o enraizamento e o

estabelecimento de brotagdes in vitro (Wainwright & Scarce, 1989), enquanto
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uma baixa concentra¢do aumenta a capacidade fotossintética, além de melhorar
a sobrevivéncia das plantas (Langford & Wainwright, 1987).

Quando os tubos foram fechados com o tampio de algoddo, ndo houve
limitagdo alguma para as trocas gasosas € a fotossintese ocorreu normalmente, o
que resultou em um grande acumulo de matéria seca (25,82 mg/brotagdo) que,
comparado com o método mais comum de enraizamento em meio com sacarose
e tubos completamente selados, representa um ganho de 250% na biomassa seca
(Tabela 9).

Esses resultados estdio de acordo com Rasai et al. (1995) os quais
reportaram evidencias da autotrofia em explantes de atemoia cultivados em casa
de vegetacio sob radiagio fotossintética ativa de 400-450 pmolm’s” e
contendo de sacarose reduzido para 0,75%. Resultados similares foram também
encontrados para outras espécies. Por exemplo, em plantas de Rosa, a
fotossintese aumentou quando a concentragio de sacarose no meio de
crescimento foi reduzida (Langford & Wainwright, 1987). Esses autores
mostram que um incremento no conteido de sacarose no meio de cultura
resultou em um decréscimo no CO, fixado. Fato, segundo Grout & Donkin
(1987), atribuido & inibigdo da enzima ribulose bisfofato carboxilase
(RuBPcase). Plantas de kiwi cultivadas in vitro sdo capazes de fixar CO; e
assimilé-lo em acticares e amido e a presenga deste ultimo nas folhas de uma
cultura em meio sob a exclusdo de sacarose indica que ela é capaz de realizar a
fotossintese in vitro (Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997). Esses autores
reportam ainda que o uso de uma concentragdo de magnésio trés vezes mais
elevada (105 mg.L™") que aquela normalmente utilizada (35 mg.L") é capaz de
aumentar a capacidade fotossintética das folhas.

Em meio de cultura suplementado com sacarose, obteve-se maior biomassa
seca de raiz (Tabela 10). Entretanto, a maior contribui¢do para a biomassa de

raiz veio do fator tipo de selamento. As raizes produzidas em tubos com o
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tampéao de algoddo apresentaram o maior peso (2,17 mg / planta), seguido do
selamento tampa sem PVC (1,74 mg). Esses dois selamentos superaram
significativamente o selamento tampa com PVC (Tabela 11). Em termos
percentuais, o ganho de biomassa radicular foi de 250 e 180% quando se utilizou
o tampdo de algoddo ou a tampa sem PVC para fechar os tubos,

respectivamente.

TABELA 10- Biomassa de raiz de plantas de Annona glabra L., em fungao de
fungdo da presenga ou auséncia de sacarose no meio de cultura.
Lavras - MG, 2002,

Sacarose (mM) Biomassa de raiz (mg)
0,00 1,04 b*
58,42 1,98 a

 — Meédias scguidas pela mesma nio diferem entre si ao nivel de 5% dc probabilidade
pclo teste de Tukey.

TABELA 11- Biomassa seca de raiz de plantas de Annona glabra L., em fungio
de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras -

MG, 2002.
Tipos de selamento Biomassa seca de raiz (mg)
Tampa com PVC 0,62 b
Tampa sem PVC 1,74 a
Tampao de algodao 2,17 a

* — Mcdias scguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Na média, quando os tubos foram selados com tampa e PVC, a matéria seca
total das plantas nao aumentou de maneira significativa com a adico de
sacarose ao meio de cultura. Em tubos fechados com o tampao de algodio, a
matéria seca total foi maior em meios sem sacarose. Por outro lado, em tubos

com tampa sem PVC, a resposta a sacarose foi positiva (Tabela 12).
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TABELA 12- Materia seca total (mg) de plantas de Annona glabra L., em
fungdo da presenca ou auséncia de sacarose e de diferentes tipos
de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Sacarose Tipo de selamento

(mM) Tampao de Tampa sem Tampa com Média
algoddo PVC PVC

0,00 27,65 A*a" 14,19Bb 7,36 Ca 16,40 a

58,42 22,08 Ab 2091 Aa 8,30Ba 17,10 a

Média 24,86 A 17,55B 7,84 C

* — Médias seguidas pela mesma letra maitscula, cm cada linha, ndo diferem entre si a0
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
¥ - Médias seguidas pela mesma letra minaiscula, em cada coluna, n3o diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Observa-se na Figura 1, que as plantas de 4. glabra em meio de cultura sem
sacarose tiveram desenvolvimento similar aquelas em meio com sacarose. O tipo
de selamentos dos frascos € o fator principal na aquisicado do comportamento
fotoautotrofico durante a fase de enraizamento.

O método tradicional de fechamento dos tubos (tampa plastica com pelicula
de PVC) mostrou-se completamente inadequado para o enraizamento in vitro de
Annona glabra.

Este é o primeiro trabalho em que brotagoes foram enraizadas in vitro com
sucesso em meio fotoautotrofico (livre de sacarose). Os resultados encontrados
indicam que a aeragdo natural durante a fase de enraizamento € suficiente para
estimular o crescimento autotrofico e estido de acordo com aqueles reportados
para outras espécies. O aumento da taxa fotossintética liquida atraves da aeragio
das culturas ja foi reportado em batata-doce (Zobayed et al., 1999) e em Annona

squamosa e A. muricata (Zobayed et al., 2002) cultivadas in vitro.
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FIGURA 1- Enraizamento de brotagdes de Annona glabra L na presenga em
meio de cultura livre de sacarose (A, C, F) e na presenga de 58mM
de sacarose (B, D, G) em fungdo de trés tipos de selamento dos
tubos de ensaio: tampa com PVC (A,B), tampa sem PVC (C, D) e
tampao de algodio (F,G), 60 dias apos a moculagdo. Lavras -MG,

2002. Barra = 10mm.
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Espera-se que a técnica de enraizamento autotréfica descrita nesse trabalho
possa contribuir com a propagacao em larga escala de Annona spp. A aeragdo
natural parece ser melhor altemativa que o uso de antagonistas de etileno ou
mesmo a ventilagdo forgada dos recipientes de cultura para controlar a abscisao
foliar. O uso da aeragdo natural, combinado com o meio livre de sacarose,
estimula a mudanga do modo de crescimento heterotrofico para autotréfico
durante a fase de enraizamento, o que pode facilitar e encurtar a fase de

aclimatizag3o.

7 CONCLUSOES

a) O enraizamento das brotagdes de Annona glabra, originarias de cultivo
in vitro, ndo depende do suprimento de carbono no meio de cultura, em tubos
fechados com o tampéo de algoddo ou tampa plastica sem PVC.

b) A aeragiio dos tubos de ensaio traz incrementos significativos (até 250%)
na matéria seca radicular. A indugdo de raizes secundarias (laterais) em Annona
glabra s6 ocorre em culturas com aeragéo.

c) A principal conclusdo deste trabalho € de que a aquisigio do
comportamento autotréfico é obtido com sucesso durante a fase de enraizamento

in vitro.
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1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Impacto da aquisi¢do do comportamento
fotoautotrofico durante o enraizamento in vifro na anatomia e na aclimatizagdo
de plantas de Annona glabra L. In: . Controle da morfogénese in vitro
em algumas espécie de Annonaceae. 2003. p. 219-237. Tese. (Doutorado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

O objetivo do trabalho foi comparar a anatomia de folhas de plantas de
Annona glabra L. cultivadas in vitro, sob condigdes fotoautotroficas (meio sem
sacarose e com aeragao) e heterotroficas (meio com sacarose € sem aeragao)
durante a fase de enraizamento (sob radiagdo fotossintética ativa de 45-56
;1mol.s".m’2 a 25 + 3 °C), com plantas-estoque ex vitro (mantidas em case de
vegetagdo sob radiagao fotossintética ativa de 130-170 umol.s™.m? sem controle
de temperatura) e correlacionar as caracteristicas anatomicas com a
aclimatizagdo. Sec¢des transversais das folhas foram estudadas e a espessura dos
tecidos do limbo foliar, determinada. A variagdo na anatomia das folhas de A.
glabra, desenvolvida em trés tipos de cultivo, foi caracterizada por um aumento
na espessura foliar com a melhora na aeragdo, o que caracteriza plasticidade
fenotipica de acordo com a aeragdo dos recipientes de cultura. O enraizamento
de brotagdes de A. glabra em condigbes fotoautotroficas permitiu
desenvolvimento  anatomo-fisioldgico semelhante aquele observado em
condigdes ex vitro, o que tomou a aclimatizagdo mais facil e rapida,
minimizando as perdas nesse processo crucial da propagagao in vitro.
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1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Impacto da aquisi¢do do comportamento
fotoautotrofico durante o enraizamento in vitro na anatomia e na aclimatizagio
de plantas de Annona glabra L. In: . Controle da morfogénese in vitro
em algumas espécie de Annonaceae. 2003. p. 219-237. Tese. (Doutorado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

O objetivo do trabalho foi comparar a anatomia de folhas de plantas de
Annona glabra L. cultivadas in vitro, sob condigdes fotoautotroficas (meio sem
sacarose e com aeragdo) e heterotroficas (meio com sacarose e sem aeragio)
durante a fase de enraizamento (sob radiagdo fotossintética ativa de 45-56
pmol.s’.m? a 25 + 3 °C), com plantas-estoque ex vitro (mantidas em case de
vegetagdo sob radiagdo fotossintética ativa de 130-170 pmol.s".m? sem controle
de temperatura) e correlacionar as caracteristicas anatomicas com a
aclimatizagdo. Segdes transversais das folhas foram estudadas e a espessura dos
tecidos do limbo foliar, determinada. A variagdo na anatomia das folhas de A4.
glabra, desenvolvida em trés tipos de cultivo, foi caracterizada por um aumento
na espessura foliar com a melhora na aeragdo, o que caracteriza plasticidade
fenotipica de acordo com a aeragdo dos recipientes de cultura. O enraizamento
de brotagdes de A. glabra em condigdes fotoautotroficas permitiu
desenvolvimento  anatomo-fisioldgico semelhante aquele observado em
condigdes ex vitro, o que tomou a aclimatizagdo mais facil e rapida,
minimizando as perdas nesse processo crucial da propagacao in vitro.
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Impact of acquisition of the
photoautotrophic behavior during the in vitro rooting on anatomy and
acclimatization of Annona glabra L. plants. In: . Control of the in vitro
morphogenesis in some Annonaceae species. 2003. p. 219-237. Thesis.
{Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG*.

The objective of this work was to compare the anatomy of leaves of
Annona glabra L. plantlets obtained in virro, under a photoautotrophic (sucrose-
free medium with aeration) or heterootrophic (medium with sucrose without
ventilation) conditions during the root phase (under photosynthetic active
radiation of 45-56 pmol.s’.m? and temperature of 25 + 3 °C), with ex vitro
stock-plants (maintained in greenhouse under photosynthetic active radiation of
130-170 pmol.s”.m? without control of room temperature) and to correlate
these anatomical characteristics with acclimatization. The cross section of
leaves was studied and thicknesses of leaflet tissues were measured. The results
showed anatomical variation in leaves of A. glabra plantlets during rooting in
different cultivation conditions, characterized by an increase of leaf thickness
improved with the aeration, suggesting a phenotypic plasticity according with
the aeration in the culture vessel. In vitro photoautotrophic rooting of shoots
stimulated an anatomical and physiological development similar to that observed
in an ex vitro condition, tuming the acclimatization easier and faster minimizing
the loss at this crucial process of the in vitro plant propagation.
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3 INTRODUCAO

A aclimatiza¢do € apontada como uma das fases mais criticas do processo
de micropropagagao de plantas, em que ocorre a maioria das perdas. Durante
esse estadio as plantas sdo expostas a mudangas subitas nas condigdes
ambientais devido a transferéncia de um ambiente in vitro para o meio extemo.
De uma forma geral, sdo poucos os trabalhos de micropropagagao que relatam as
dificuldades e solugdes para o processo de aclimatizagdo. A familiarizagdo com
a cultura e as condigdes de trabalho disponiveis sdo fatores determinantes para o
sucesso desta etapa.

A cultura de tecidos envolve, tradicionalmente, o uso de recipientes
fechados, com as plantas crescendo sobre meio solidificado com agar e
suplementado com uma fonte de carbono. Entretanto, na abordagem atual do
tema, € consenso que uma melhora na performance das plantas cultivadas in
vitro, que pode ser alcangado tomando o ambiente in vitro mais proximo das
condigdes em que as plantas crescem in vivo, especialmente durante a fase 11
(crescimento sobre meio de enraizamento), aumenta a sobrevivéncia das plantas
na fase de aclimatizagio.

Uma possibilidade para facilitar a aclimatizagio e aumentar a sobrevivéncia
das plantas € estimular a fotoautotrofia através da redugio ou eliminagio de
carboidrato do meio, do aumento na intensidade luminosa e da melhora na
aeracdo das culturas.

No enraizamento fotoautotrofico, ocorrem mudangas nas condigdes de
cultivo in vitro, capazes de determinar a plasticidade adaptativa de Annona spp,
o que até o momento ndo foi estudado. Diante do exposto, o objetivo desse
trabalho foi estudar o impacto do enraizamento fotoautotrofico na anatomia
foliar e na sobrevivéncia de mudas de Annona glabra L durante processo de

aclimatizagio.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Para facilitar o crescimento in vitro, a sacarose é incorporada ao meio de
cultura. O alto conteido de carbono no meio, combinado com a baixa
intensidade luminosa durante o cultivo in vitro, conduz a um lento
desenvolvimento da fotoautotrofia das plantas e a perda na eficiéncia de
aclimatizagio (Serret et al., 1996, 1997; Serret & Trillas, 2000). O
desenvolvimento reduzido do sistema fotosintético tem sido citado como o

principal fator responsavel pela vulnerabiliadade durante o transplante (Lee et
al., 1985).

Modificagdo nas condigdes ambientais dentro dos frascos de culturas pode
melhorar a aclimatizagdo. Assim, pesquisadores tém se dedicado ao estudo de
desenvolvimento de sistemas mais fotoautotroficos durante a micropropagagao
testando meios com baixo conteiido ou sem sacarose, alta irradiancia durante a
cultura, suplementagio com CO; e melhor troca gasosa nos frascos de cultura
(Kozai, 1991; Serret & Trillas, 2000). Entretanto, a maioria desses estudos €
focado sobre a descrigio de mudangas fisiologicas associadas com o
desenvolvimento da fotoautotrofia durante a micropropagacdo (Capellardes et
al., 1991; Kozai, 1991), e pouca informagdo esta disponivel sobre as mudangas
ocorridas na anatomia da plantas in vitro (Lee, et al., 1985; Dimassi-Theriou &
Bosabaladis, 1997).

Tem sido reportado que microbrotagdes ou culturas foliares contendo
clorofila in vitro tém capacidade fotossintética para crescer fotoautotroficamente
em meio livre de sacarose. Sob alta intensidade luminosa e condigdes de cultivo
enriquecidas com CO,, o crescimento ¢ promovido mais sobre meio livre de
aglcar do que em meio contendo carboidrato (Kozai, 1991).

No sistema convencional de cultura de tecidos e /ou micropropagacao, sdo

utilizados altos niveis de sacarose no meio de cultura, o que pode influenciar o
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enraizamento e o estabelecimento de brotagdes in vitro (Wainwright e Scarce,
1989). Entretanto, uma baixa concentragio aumenta a capacidade fotossintética,
além de melhorar a sobrevivéncia das plantas (Langford & Wainwright, 1987).
O cultivo fotoautotrofico traz como vantagem a possibilidade do uso de grandes
recipientes de cultura com risco minimo de contaminagao (Zobayed et al., 2000).

Ha evidéncias de que o conteido de sacarose influencia o processo de
aclimatizagdo porque as plantas mudam do modo de crescimento heterotréfico
para autotréfico e nenhum tratamento antes ou depois da transferéncia aumenta a
capacidade fotossintética, que pode melhorar a sobrevivéncia ex vitro das
plantas (Wainwright & Scarce, 1989). A capacidade fotossintética pode ser
aumentada in vitro pela redugdo do conteudo de sacarose no meio, pelo aumento
na intensidade luminosa e pelo enriquecimento do ambiente com CO,, podendo
conduzir a uma aclimatizacio mais rapida com alta taxa de sobrevivéncia
(Desjardins et al., 1987; Fujiwara et al., 1988; Lees et al., 1991).

As plantas cultivadas em ambiente in vitro tradicional apresentam como
caracteristicas principais baixa taxa fotossintética, baixa taxa de transpiragio e
baixa taxa de absor¢do.

As folhas formadas durante a cultura de tecidos sdo anatdmica e
fotossinteticamente afetadas pelo ambiente de cultivo, caracterizado pela alta
umidade relativa e baixa radiagido fotossintética ativa, que provocam alteragdes
significativas na estrutura e no funcionamento dos tecido, levando a
incapacidade das plantas produzidas in vitro de controlar as perdas de agua
quando submetidas as condigdes adversas do ambiente natural (Lee et al., 1985;
Preece & Sutter, 1991). As folhas in vitro, também, freqiientemente agem como
orgdos de armazenamento para suprir a demanda metabodlica durante a primeira
parte da aclimatizagdo (Capellardes et al., 1991; Van Huylenbroeck & Debergh,
1996).
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As plantas in vitro possuem menos cera epicuticular e cuticular do que as
plantas desenvolvidas ex vitro, o que é responsavel pela transpiragdo excessiva
(Brainerd & Fuchigami, 1981) que, aliada a uma ineficiéncia quanto ao
mecanismo de abertura e fechamento dos estdmatos, leva ao dessecamento das
folhas, causa da baixa sobrevivéncia durante o transplantio.

Estes fatores tendem a ser alterados quando a planta é retirada da condigdo
in vitro e transferida para outro local onde sera submetida a um periodo de
aclimatizacdo. A dificuldade em controlar estes fatores fica evidente quando
autores como Ziv (1991), citado por Campostrini & Otoni (1996), afirmam que,
em se tratando de micropropaga¢io em escala comercial, nenhuma tecnologia
convencional de aclimatizagdo resolve eficientemente o problema de mudanga
das condig¢des in vitro para ex vitro.

Durante a aclimatizagdo, o controle da luz poder ser efetuado com a
utilizagio de sombrite. A umidade é conservada elevada com a cobertura
plastica das plantas, irrigagdes ou nebulizagdes. A nutricio pode ser feita com
auxilio de solucdes nutritivas balanceadas, aliada ao aumento das condigdes
autotroficas da planta quando a folha eleva a sua capacidade fotossintética
(Desjardins et al., 1987; Zimmerman, 1988).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Medigdes anatémicas

Para o estudo de anatomia foliar foram comparadas plantas de Annona
glabra L. obtidas em trés tipos de cultivo: cultivo in vitro com aeragao (plantas
obtidas em cultivo fotoautotrofico (Capitulo V), cultivo in vitro sem aeragio
(obtido pelo método tradicional com fechamento dos tubos com tampa plastica e
PVC, em meio de cultura com sacarose), em culturas em enraizamento em sala

de crescimento com radiagdo fotossintética ativa de 45-56 pmol.s”.m? a 25 + 3
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°C, e cultivo ex vitro (plantas-estoque utilizadas como fonte de explante,
mantidas em sala casa de vegetagdo com radiagdo fotossintética ativa de 130-
170 umol.s”.m?a 25+ 3 °C).

A coleta de material para as medigdes anatomicas foi feita na ocasido da
transferéncia das plantas in vitro para a sala de aclimatizagdo. As folhas foram
conservadas em alcool 70%

Os estudos foram efetuados na posigio mediana da primeira folha jovem
recém-expandida do apice da planta, a qual apresenta estrutura anatomica
definida e maxima atividade metabolica (Fahl, 1989). De cada tratamento foram
escolhidas, ao acaso, quatro plantas e de cada uma foi retirada uma folha, da
qual foram extraidos segmentos de 0,5 cm’ da regido mediana. Os estudos
anatomicos foram realizados com base no exame microscopico de segdes obtidas
a mio livre. As se¢des foram clarificadas em solugdo a 50% de hipoclorito de
sodio, seguidas pela lavagem em agua destilada e neutralizagdo em agua acética
1:500, e montadas em glicerina a 50%. O corante usado foi a mistura azul de
astra-sefranina, seguindo os métodos descritos por Bukastsch (1972).

A partir das se¢Oes transversais foram efetuadas 16 medigdes, com o auxilio
de ocular micromética, de 4 plantas de cada tipo de cultivo, das espessuras das
epidermes adaxial e abaxial e dos parénquimas esponjoso e paligadico.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 4

repetigdes, sendo cada uma formada por 6 campos.

5.2 Aclimatizag¢do

Na aclimatizagdo foram utilizadas apenas plantas obtidas em cultivo
fotoautotrofico, que foram transferidas paras saco com plastico (2 L) contendo o
substrato plantmax® da Eucatex. Apés a transferéncia, as plantas foram cobertas

com uma garrafa tipo pe/ com tampa (Figura 1 A, B, C) para a manutengio da
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umidade relativa alta no microambiente e mantidas em sala de aclimatizagao,
sem controle de umidade e temperatura.

Foi realizado o controle da intensidade luminosa durante as trés primeiras
semanas de aclimatizagdo, nas quais as plantas foram mantidas sob sombrite '
30% (75 pmols’.m?). Durante este periodo, a tampa da garrafa pet foi
desenroscada no 3° dia (Figura 1,D), para redugdio da umidade relativa, e
retirada no 8° dia (Figura 1, E). A garrafa (Figura 1, F) e o sombrite foram

retirados no 21° dia.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Medigoes anatomicas
O do tipo de cultivo foi significativo (P<0,01) para as variaveis epiderme
adaxial, parénquima paligadico, parénquima lacunoso, epiderme abaxial e

espessura limbo (Tabela 1).

TABELA 1- Resumo da analise de varidncia para espessura dos tecidos
epidérmicos e parénquimas de plantas de Annona glabra L. em
trés tipos de cultivo. Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios

Variagao Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima
adaxial abaxial palicddico  esponjoso

Tipode cultivo 2  43,63*%* 15,81** 04,72** 852,18*

Erro 9 0,69 0,81 3,69 8,09

C.Vv. 3,05 4,59 5,11 3,98
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FIGURA 1- Sequéncia de aclimatiza¢do de plantas de Annona glabra L oriundas
de cultivo fotoautotrofico. A, planta transferida para o substrato
plantmax, coberta com garrafa tipo pet. B, C, detalhes da garrafa e
datampa. D, afrouxamento da tampa no 3° dia. E, retirada da tampa
no 8° dia. F, retirada da garrafa no 21° dia de aclimatizagdo. G,
aspectos gerais das plantas apos 49 dias. Lavras — MG, 2002.
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A secio transversal da lamina foliar mostrou diferengas entre os trés tipos
de cultivo (Tabela 2). Observou-se que no cultivo in vitro com aeragio, o
parénquima paligadico e lacunoso, a epiderme abaxial e a espessura do limbo
mostram-se mais espessas do que no cultivo in vitro sem aeragdo. Essa mudanga
na anatomia de plantas cultivadas in vitro é uma conseqiiéncia da aeragdo dos
frascos de cultura e a melhora na aeragdo produz plantas morfologicamente
normais. Resultados semelhantes tém sido reportados para outras espécies.
Majada et al.(2000) observaram que as mudangas na anatomia em cravo podem
ser justificadas em termos de ambiente que regula o fluxo de agua. O alto fluxo
de agua, devido ao aumento na transpiragdo, pode induzir um melhor
desenvolvimento das células do tecido paligadico quando comparado com
frascos com pouca ou nenhuma aeragio. Além do mais, o incremento na taxa de
aeracdo aumenta o movimento no frasco que afeta a taxa de transpiragdo
(Fujiwara & Kozai, 1995), e a melhora na aeragdo também decresce os niveis de

etileno, um dos principais problemas associados a micropropagagao de Annona

Spp.

" TABELA 2- Espessura (um) dos tecidos da epiderme (adaxial e abaxial),
mesofilo (parénquimas paligadico e esponjoso) e do limbo foliar

de plantas de Annona glabra L. em trés tipos de cultivo. Lavras -
MG, 2002.

Tipo de cultivo Epiderme Mesofilo Limbo

foliar
adaxial abaxial Parénquima Parénquima

palicadico  esponjoso

In vitro sem aeragdo 25,52b" 17,52b 31,52b 55,05¢ 129,63b
Invitro com aeragdo 31,20a 21,44a 39,52a 76,96b 169,06 a
Iix vitro 2544b 2044a 40,32 a 82,71 a 168,52 a

7 _ Mcdias scguidas pcla mesma lctra, em cada coluna. ndo difcrem cntre si ao nivel de
5% dc probabilidade pclo teste de Tukey.
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Entre os trés tipos de cultivo, observa-se claramente que nas variaveis
estudadas, com excegdo da epiderme abaxial, a espessura dos tecidos de plantas
no cultivo in vitro em condigdes fotoautotroficas foi muito proxima daquela
encontrada nas plantas ex virro mantidas em sala de crescimento. Essa
capacidade de alterar a estrutura das folhas em resposta a aeragio dos frascos
pode revelar uma plasticidade adaptativa que facilita a aclimatizagdo da espécie.

As espessuras do mesofilo e limbo foliar foram significativamente maiores
no cultivo in vitro com aeragdo, quando comparado com o cultivo in vitro sem
aeragdo (Tabela 2). Em termos percentuais, o ganho na espessura do mesofilo e
no limbo foi de 35,59 e 33,50% com a aeragdo dos frascos de cultura. Na
comparagao ente o cultivo ex vitro e in vitro com aeragdo, observou-se que nao
houve diferenga significativa para as variaveis espessura das epiderme e do
limbo foliar.

O grau de desenvolvimento da anatomia do mesofilo no limbo foliar
suporta a hipdtese de que no estadio de enraizamento, ou talvez ja na fase de
multiplicagdo das culturas com provisao para trocas gasosas, as plantas de
Annona glabra ja tinham desenvolvido tecidos fotossintéticos capazes de
sustentar o desenvolvimento. Resultados semelhantes foram obtidos por Serret
& Trillas (2000) em Gardénia jasminoides aumentado a intensidade de luz e
reduzindo a concentragdo de sacarose no meio de cultura. Os autores
demonstraram que um aumento na intensidade de luz de valores moderados para
100 pmol.m™s” tem um efeito benéfico sobre o desenvolvimento de mudangas
anatomicas e ultraestruturais associadas com a fotoautotrofia. Entretanto, o
efeito positivo s6 é estimulado em meio de cultura com baixo conteido de
sacarose (5 g.L). Nessas condi¢des houve um aumento expressivo na espessura
do mesofilo e do limbo foliar e a taxa fotossintética foi mais de quatro vezes
superior a de plantas cultivadas no mesmo meio, com 50 pmol.m?Zs” de

intensidade de Juz.
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O aumento na taxa fotossintética promovida pelo cultivo fotoautotrofico na
fase de enraizamento garantiu uma taxa de sobrevivéncia maxima. Esses
resultados corroboram aqueles reportados para outras espécies. O aumento na
taxa fotossintética in vitro de plantas de Lucaliptus aumentou a percentagem de
sobrevivéncia ex vitro (Kirdmanee et al., 1995), o que enfatiza a promogao
significativa da fotossintese na micropropagagio fotoautotrofica (Kubota et al,
2001). Além do mais, a atividade fotossintética pode ser limitada pela
condutancia de agua e absorgdo de nutrientes pela planta durante o periodo de
aclimatizagio. As plantas, antes de irem para a fase de aclimatizagéo,
apresentavam um sistema radicular bem desenvolvido (capitulo V) e, de acordo
com Mohammed et al. (1992), plantas de ‘Douglas fir’ com um sistema radicular
bem desenvolvido exibiram uma taxa fotossitética mais alta do que aquelas com
um sistema radicular limitado, durante o periodo de aclimatizagao.

O enraizamento em condigdes fotoautotroficas produz plantas para a
aclimatizagio com caracteristicas anatomicas semelhantes aquelas mantidas em
ambiente ex viiro e permite alcangar um balango hidrico étimo para o
desenvolvimento in vitro das plantas. Os resultados apresentados aqui mostram
claramente que o aumento nas trocas gasosas dos frascos de culturas
proporciona melthora nas caracteristicas anatdmicas e na qualidade das plantas
na fase de enraizamento, o que toma a fase de aclimatizagao mais facil, rapida e
pouco dispendiosa. Assim, o controle da morfogénese em plantas de Annona
glabra micropropagadas pode ser alcangado através do manejo adequado de
fatores ambientais no frasco de cultura e também por fatores ligado ao meio

nutritivo.
6.2 Aclimatizagdo

A observagio do estado hidrico da plantas durante o periodo de

aclimatizagdo e o estudo da anatomia descrito anteriormente indicam que elas
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foram pré-aclimatizadas durante o periodo de enraizamento, ja que a absorgio e
a perda de agua mostraram-se completamente reguladas, ndo sendo observado
estado de murcha durante o periodo mais critico da aclimatizagido. O percentual
de sobrevivéncia foi de 100%.

Aspectos gerais das plantas de A. glabra aos 21 e aos 49 dias apds o inicio
do processo de aclimatizagdo podem ser visualizados na Figura 1 F, G.

Os resultados encontrados estio de acordo com aqueles reportados por
Deccetti (2000) para essa espécie. Entretanto, os resultados obtidos aqui com
plantas originarias de enraizamento fotoautotrofico mostraram um maior
crescimento e desenvolvimento. As plantas cultivadas em meio fotoautotrofico
mostraram caracteristicas semelhantes aquelas mantidas em condiges ex vitro,
como resposta estomatica e presenca de céra epicuticular. Essa ultima deduzida
do aspecto brilhante das folhas.

A taxa de sobrevivéncia de 100% esta, provavelmente, associada ao fato de
que plantas enraizadas em cultivo fotoautotréfico ja tinham desenvolvido o
mecanismo de regulagdo da perda de agua. De acordo com Murphy et al. (1998),
em cultivos com abertura para trocas gasosas, o funcionamento dos estomatos €
semelhante aquele encontrado em condigbes naturais, o que resulta,
especialmente durante aclimatizagdo, na melhora no controle da perda de agua e,
conseqiientemente, na sobrevivéncia. E possivel, também, que a aeragio das
culturas durante o enraizamento tenha proporcionado melhor foh‘hacéo de cera
epiculticular, contribuindo para melhorar a retengao de agua (Sutter, 1983).

Os resultados encontrados também estdo de acordo com Serret et al. (1997).
Esses autores reportaram que durante a aclimatiza¢do de Gardénia jasmonoides,
as plantas com a fotoautotrofia mais desenvolvida (crescidas dentro de tubos
frouxamente selados, sob condigdes externas de enriquecimento de CO,) foram
mais eficientes quando foi avaliado o peso seco final. Entretanto, os resultados

encontrados aqui contradizem aqueles obtidos por outros autores (Capellardes et
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al., 1991). Esses autores concluiram que, com plantas menos fotoautotroficas,
observam-se melhores resultados durante o estadio de aclimatizagdo. Plantas
menos fotoautotroficas, obtidas nas condigdes especificas desses experimentos,
acumulam mais amido em seus cloroplastos e, assim, mais reservas estdo
disponiveis para o periodo de aclimatizagao.

O enraizamento in viiro em condigdes mais fotoautotroficas, favorecidas
pelo fechamento dos tubos com o tampdo de algoddo, estimulou um maior
desenvolvimento de adaptagdes contra a perda de agua excessiva pela
transpiragdo. Assim, um sistema redicular bem desenvolvido (capitulo anterior),
aliado, provavelmente, a um aumento na espessura da camada de céra
epicuticular, e o melhor funcionamento dos estdmatos nas plantas (Sutter, 1983;
Capellardes et al., 1990) parecem evitar o estresse hidrico durante o periodo de
aclimatizagio.

Houve correlagdo entre o desenvolvimento de caracteristicas anatomicas
com a aclimatizagdo. A rustificagdo (alcangada nesse trabalho através do cultivo
em meio fotoautotrofico) durante o enraizamento in vilro é uma maneira de
induzir modificagdes anatomo-fisiologicas nas plantas, que vao reduzir as perdas
durante a remogio das plantas do cultivo i vitro para as condigdes ex vitro.

O efeito positivo da aeragdo dos tubos durante o enraizamento € os
beneficios para a sobrevivéncia das plantas foram estabelecidos. Entretanto, é
muito importante determinar se o fator critico que tomou a aclimatizagdo mais
facil foi a rustificacdo das plantas, através de um melhor controle da perda de
agua, ou se foi a preven¢do de acumulo de gases toxicos, principalmente o
etileno.

O controle da umidade durante a aclimatizagdo de plantas oriundas de
cultivos fotoautotréficos pode ser menos rigoroso; entretanto, estudos
anatémicos complementares sdo necessarios para entender melhor a transigéo do

comportamento heterotrofico para o autotrofico. A resposta a intensidade
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luminosa durante a aclimatizagdo deve ser mais estudada, uma vez que seu
aumento pode resultar em um acréscimo na taxa fotossintética e,

conseqilentemente, no crescimento € desenvolvimento das plantas.

7 CONCLUSOES

a) A variagio na anatomia das folhas de Annona glabra, desenvolvida em
trés tipos de cultivo (in vitro sem aeragio, in vilro com aeragdo e ex vitro), foi
caracterizada por um aumento na espessura foliar com a melhora na aeragdo, o
que caracteriza plasticidade fenotipica de acordo com a aeragao dos frascos de
cultura.

b) O enraizamento de brotagdes de A. glabra em condigdes fotoautotroficas
permite desenvolvimento anatomo-fisiologico semelhante aquele observado em
condigbes ex vitro, o que toma a aclimatizagdo mais facil e rapida, minimizando

as perdas nesse processo crucial da propaga¢ao in vitro de plantas.
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